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DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

ATTESTATION DE CORRECTION

Nous, soussignés Pr. NYEGUE Maximilienne Ascension épouse EONE et Pr.
MOUNDIPA FEWOU Paul respectivement Examinateur et Président du jury de These de

Doctorat/Ph.D en Biochimie spécialité Microbiologie, soutenue par Monsieur EZO’O

MENGO Fabrice Télesfor (Matricule 04T306) le Mardi 05 Octobre 2021 a 11 heures dans

la Salle Multimédia de la Faculté des Sciences de 1'Université de Yaoundé 1, sous le theme : "

Etude de la résistance bactérienne aux antibiotiques induite par les extraits de plantes

médicinales ", attestons que le candidat a effectu¢ les corrections conformement aux

exigences du jury.

En foi de quoi, la présente attestation lui est établie pour servir et valoir ce que de

droit.

Examinateur

Pr NYEGUE Maximiianas Ascension

Professenr / HDR

Président du jury
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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS

LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2021/2022

(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 22 septembre 2021

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR : AJEAGAH

Gideon AGHAINDUM, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38)

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste




MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de
6 Département
NINTCHOM PENLAP V. épse Professeur En poste
7 | BENG
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
11 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences En poste
BELINGA née NDOYE FOE M. | Maitre de Conférences Chef DAF/ FS
12 | C. F.
13 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
DJUIDJE NGOUNOUE | Maitre de Conférences En poste
14 | Marcelline
15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | EWANE Cécile Anne Maitre de Conférences En poste
. . - . Inspecteur de
17 | MOFOR née TEUGWA Clotilde | Maitre de Conférences ServicF:e MINESUP
18 | NANA Louise épouse WAKAM | Maitre de Conférences En poste
19 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
20 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
21 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste
TCHANA KOUATCHOUA | Maitre de Conférences En poste
22 | Angele
23 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
24 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste




25 | BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie Chargé de Cours En poste
25 | DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste
26 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane | Chargée de Cours En poste
. [B)Igil;lfMO LEKAGNE  Joseph Chargé de Cours En poste
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
30 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
31 | MANANGA Marlyse Josephine Chargée de Cours En poste
32 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
33 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
MBOUCHE FANMOE Marceline Assistante En poste
35 | Joélle
36 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
37 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (46)

1 ﬁg—lﬁﬁgum Gideon Professeur DAARS/FS

2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste

4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste




D,ZI_ELgFIET DIOMENI Paul Professeur En Poste
5 | Desire
ESSOMBA née NTSAMA Professeur Vice
6 | MBALA Doyen/FMSB/UY
7 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
8 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
9 | KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
10 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
11 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
12 | NOLA Moise Professeur En poste
13 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
14| TCHUEM  TCHUENTE  Louis orof Inspecteur de service
Albert roresseur Coord.Progr./MINSANTE
15 ZEBAZE TOGOUET  Serge Professeur En poste
Hubert
16 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
17 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
JATSA BOUKENG Hermine épse R .
1
8 MEGAPTCHE Maitre de Conférences En Poste
LEKEUFACK FOLEFACK
1908 UFAC © CK Guy Maitre de Conférences En poste
20 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
21 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
NGUEGUIM TSOFACK
GUEGU SOFAC Maitre de Conférences En poste
22 | Florence
23 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste




24 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
25 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
26 | BELLET EDIMO Oscar Roger Charge de Cours En poste
27 | DONFACK Miireille Chargée de Cours En poste
28 | ETEME ENAMA Serge Charge de Cours En poste
29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargeé de Cours En poste
31 | MAHOB Raymond Joseph Chargeé de Cours En poste
32 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargeé de Cours En poste
33 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
34 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
35 géi(é)UATEU KENFACK  Omer Chargé de Cours En poste
36 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
37 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
38 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
39 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
40 | TAMSA ARFAOQO Antoine Chargeé de Cours En poste
41 | YEDE Chargé de Cours En poste
42 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
43 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
44 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
45 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
46 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste




3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UY 11
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste
4 | MBOLO Marie Professeur En poste
5 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
YOUMBI Emmanuel Professeur ,Chef de
6 Département
7 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
8 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste
9 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
KENG.NE NOUMSL Ives Maitre de Conférences En poste
10 | Magloire
11 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
MB_ARGA BINDZI — Marie Maitre de Conférences CT/ MINESUP
12 | Alain
13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
NGO.DO MELINGUL  Jean Maitre de Conférences En poste
14 | Baptiste
NGONKEU MAGAPTCHE - .
15 | Eddy L. Maitre de Conférences En poste
16 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste
17 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
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18 | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
19 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
20 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
21 Zl;\)l:izou SOMO - TOUKAM. Chargé de Cours En poste
22 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
23 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
24 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
25 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
26 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
27 | GODSWILL NTSOMBAH Assistant En poste

NTSEFONG
28 | KABELONG BANAHO Louis-Paul- Assistant

Roger En poste
29 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
30 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
31 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
32 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
33 | TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (Cl) (33)

AGWARA ONDOH Moise

Professeur

Chef de
Département

viii




2 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Professeur En poste
3 Florence UFI CHINJE épouse Professeuir Recteur
MELO Univ.Ngaoundere

4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur M|n|str_e Charge
deMiss.PR

5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste

6 | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI

7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.
Bamenda

8 | NENWA Justin Professeur En poste

9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs

10 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB

11 | ACAYANKA Elie Maitre de Conférences En poste

12 | BABALE née DJAM DOUDOU | Maitre de Conférences ChargEeFL\A'SS'O”

13 | EMADACK Alphonse Maitre de Conférences En poste

14 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste

15 KEMMEGNE MBOUGUEM Maitre de Conférences En poste

Jean C.

16 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste

17 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste

18 | NJIOMOU C. épse DJANGANG | Maitre de Conférences En poste

19 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste

20 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé | Maitre de Conférences En poste

21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua

22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste




23 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
24 | KOUOTOU DAOUDA Charge de Cours En poste
25 | MAKON Thomas Beauregard Charge de Cours En poste
26 | MBEY Jean Aime Charge de Cours En poste
27 | NCHIMI NONO KATIA Charge de Cours En poste
28 E[E)I?)':\(E nee NDOSIRI - Bridget Chargée de Cours CT/ MINFEM
29 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
30 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
31 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
32 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
33 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (34)

. Vice-
1 DONGO Etienne Professeur Doyen/FSE/UYI
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA
. . Chef de
3 NGOUELA Silvéere Augustin Professeur Département UDS
4 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste
Directeur/
PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur MINESUP/ Chef de
5 Département
6 | WANDJI Jean Professeur En poste
7 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences Vice-Doyen /

DPSAA




8 | AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences En poste

9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences En poste

10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG | Maitre de Conférences En poste

11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste

12 | KEUMEDJIO Felix Maitre de Conférences En poste

13 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste

14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste

15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste

16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste

17 | MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences En poste

o - . Sous/Direct.

18 | NGO MBING Josephine Maitre de Conférences MINERESI

19 NGONO BIKOBO  Dominique Maitre de Conférences C.E/ MINESUP
Serge

20 NOTE LOUGBOT  Olivier Maitre de Conférences C.S/ MINESUP
Placide

21 N.OUNGOUE TCHAMO Maitre de Conférences En poste
Diderot

22 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste

23 TAGA_‘TSING FOTSING Maitre de Conférences En poste
Maurice

24 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI

25 TIH ne_:e NGO BILONG E. Maitre de Conférences En poste
Anastasie

26 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste

27 | ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences En poste

28 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste

Xi




29 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
30 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
31 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
32 | SIELINOU TEDJON Valérie Charge de Cours En poste
33 | MESSI Angéligue Nicolas Assistant En poste
34 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’ INFORMATIQUE (IN) (25)
1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef
) FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGAMINESUP
3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de
5 Departement
6 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Charge de Cours En Poste
7 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Charge de Cours En poste
8 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
9 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste
10 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

Xii




11 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
12 | MOTO MPONG Serge Alain Charge de Cours En poste
13 OLLE OLLE Daniel Claude Delort Charge de Cours Dlzil;]iztflgb?)clgs\igt
14 | TAPAMO Hyppolite Charge de Cours En poste
15 | TINDO Gilbert Charge de Cours En poste
16 | TSOPZE Norbert Charge de Cours En poste
17 | WAKU KOUAMOU Jules Chargeé de Cours En poste
18 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
19 | EKODECK Stéphane Gaél Assistant
Raymond En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste
23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)

. hef
1 | AYISSI Raoult Domingo Professeur ,C ef de
Département
Inspecteur
2 | EMVUDU WONO YvesS. Professeur MINESUP

Xiii




3 | KIANPI Maurice Maitre de Conférences En poste
4 | MBANG Joseph Maitre de Conférences En poste
5 | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste
6 reiglIJ_XE BIDIMA — Martin Maitre de Conférences En poste
7 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste

NOUNDJEU Pierre

Maitre de Conférences

Chef service des
programmes &
Diplémes/FS/UYI

TCHAPNDA NJABO Sophonie

Maitre de Conférences

Directeur/AIMS

9 | B. Rwanda

10 | TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences En poste
AC/;HOUKENG JIOFACK Jean Chargé de Cours Chef Cellule

11 | Gérard MINPLAMAT
12 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
13 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
14 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
15 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
16 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
17 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
19 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
20 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste
21 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
22 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
23 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste

Xiv




24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargé de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
27 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
28 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)
ESSIA NGANG Jean Justin Professeur | SNl de
1 Deépartement
NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur VICE-DOYEN !
2 DSSE
3 | NWAGA Dieudonné M. Professeur En poste
4 | ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences En poste
5| BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
6 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
SADO - KAMDEM = Sylvain Maitre de Conférences En poste
7 | Leroy
8 | BODA Maurice Charge de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Charge de Cours En poste
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10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOIT Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Charge de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
DJUIDJE KENMOE épouse
2 ALOYEM Professeur En poste
3 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. UN
4 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
5 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
6 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
7 | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
8 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur ,Chef de
Département
9 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste

XVi




10 | NOUAYOU Robert Professeur En poste
11 | PEMHA Elkana Professeur En poste
12 | TABOD Charles TABOD Professeur Bg?@ng:
13 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
14 | WOAFO Paul Professeur En poste
15 | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste

16 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences | DG/HYDRO Mekin
17 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste

18 EEIIE N%Lf A NYAM eépse Maitre de Conférences En poste

19 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste

20 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences En poste

21 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste

22 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste

23 | MBINACK Clément Maitre de Conférences En poste

24 | NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste

25 | SAIDOU Maitre de Conférences MINRESI

26 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste

27 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste

28 X:))p[\clﬁr?a?re Derbetini Maitre de Conférences En poste

29 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences | Directeur/ENS/UYI
30 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
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31 | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste

32 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste

33 . . Chef Cell.
FOUEDJIO David Chargé de Cours MINADER

34 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste

35 | MELI’I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste

36 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste

DA/Univ |
37 OBOUNOU Marcel Chargé de Cours /Univ Inter

Etat/Sangmalima

38 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
39 | AYISSI EYEBE Guy Francois Assistant
L. En poste
Valérie
40 | TEYOU NGOUPOU Arriel Assistant En poste

10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)

1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste
4 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Departement
5 | NGOS Il Simon Professeur En poste
6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
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8 f/l?)cr?izigl_o nee ANGUE Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC
9 | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences Bz:s;e:lré::ej?:le
10 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste
11 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste
12 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma
13 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
14 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI
15 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
16 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste

ONANA Vincent Laurent

Maitre de Conférences

Chef service
Maintenance & du

17 Matériel/UYII
18 'NFC(;IJ,:AI;C;LI\JANTE J epse Maitre de Conférences Chef.cell / MINRESI
19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste

20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste

21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. IMINTP
22 | ZO’0 ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART

23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D’Etat/ MINMIDT

29

LAMILEN BILLA Daniel

Chargé de Cours

En poste
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30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste
31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma
34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
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RESUME

De nombreuses plantes au Cameroun, sont utilisées sous forme de décoctions issues d’un
mélange de plantes ou de macéras pour soigner la fievre typhoide ou les maladies de la peau.
Pourtant, dans ce pays ou la médecine moderne et la médecine traditionnelle se cotoient, il n’est
pas rare de constater de nombreux échecs thérapeutiques de la médecine moderne aprés un
traitement par la médecine traditionnelle. De ce fait, le présent travail visait a élucider
I’influence de D’exposition de Salmonella enterica sérotype Typhi (S. Typhi) et de
Staphylococcus aureus (S. aureus) aux extraits de plantes utilisés dans la pharmacopée
traditionnelle sur leur capacité a acquérir une résistance aux antibactériens.

Sur la base des informations recueillies aupres des tradithérapeutes, les extraits ont été
préparés a partir des mélanges de plantes médicinales sélectionnées, par décoction et par
macération. Les tests de sensibilité de S. Typhi et de S. aureus, aux différents antibactériens,
ont été réalisés. Les différentes bactéries ont été exposées aux extraits de plantes a concentration
fixe (0,5mg/mL) contenus dans un bouillon nutritif renouvelé toutes les 24 heures pendant 14
jours. Par la suite, ces bactéries ont été cultivées dans un nouveau bouillon nutritif sans extrait
de plante et renouvelé toutes les 24 heures pendant 14 jours supplémentaires. Un antibiogramme
était réalisé toutes les 48 heures. La présence de cing génes cibles des antibiotiques utilisés
(blaTEM, blaSHV, sull, floR et intl) a été recherchée chez S. Typhi aprés son exposition aux
extraits de plantes.

Les valeurs des diamétres d’inhibition et des CMI ont montré que les souches S. Typhi et
S. aureus utilisées dans ce travail sont sensibles, aussi bien aux antibiotiques qu’aux extraits de
plantes testés. Par ailleurs, les deux souches bactériennes soumises a une pression moléculaire
des extraits de plantes ont acquis une résistance vis-a-vis des antibiotiques et des extraits de
plantes. La détection des génes cibles d’activité (sull, floR et intl) chez S. Typhi aprés son
exposition aux extraits de plantes (Annickia chlorantha (Annonaceae) et Irvingia gabonensis
(Irvingiaceae)) a montré I’implication de certaines plantes dans I’expression de certains génes
impliqués dans la résistance aux antibiotiques.

Il ressort de cette étude que 1’exposition des bactéries aux extraits de plantes induit leur
résistance aux antibiotiques par divers mécanismes pouvant impliquer certains génes
specifiques. Ainsi, la résistance antibactérienne n’est pas seulement le résultat d’une utilisation
non contr6lée des antibiotiques, mais elle peut également étre le résultat de la mauvaise
utilisation des extraits de plantes.

Mots clés : Résistance bactérienne, Antibiotiques, Extraits de plantes médicinales, Induction.
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ABSTRACT

Many plants are used in Cameroon in the form of decoctions from a mixture of plants or
macerates in order to treat people with typhoid fever or skin diseases. Yet in this country where
modern medicine and traditional medicine are used, it is not uncommon to see many therapeutic
failures of modern medicine after treatment by traditional medicine. Therefore, the present work
aimed to elucidate the influence of the exposure of Salmonella enterica serotype Typhi (S.
Typhi) and Staphylococcus aureus (S. aureus) to plant extracts used in the traditional
pharmacopoeia on their ability to acquire resistance to antibacterial substances.

According to the informations obtained from traditional medicine healers, several
medicinal plants from different parts were selected to compose mixtures which were used to
produce the plant extracts by decoction and by maceration. The susceptibility tests of S. Typhi
and S. aureus to the various antibacterials were carried out. The different bacteria were exposed
to plant extracts at a fixed concentration (0.5 mg/mL) contained in a nutrient broth renewed
every 24 hours for 14 days. Subsequently, these bacteria were cultivated in a new nutrient broth
without plant extract and renewed every 24 hours for an additional 14 days. An antibiogram
was performed every 48 hours. Five antibiotic target genes (blaTEM, blaSHV, sull, floR and
intl) were sought in S. Typhi after its exposure to plant extracts in order to detect their
expression.

The values of the diameters of the inhibition and of the MICs showed that the strains of
S. Typhi and of S. aureus used in this work are susceptibility as well to the antibiotics as to the
extracts of plants tested. In addition, the two bacterial strains (S. Typhi and S. aureus) subjected
to molecular pressure from plant extracts have acquired resistance to the antibiotics and plant
substances tested. The detection of activity target genes (sull, floR and intl) in S. Typhi after
its exposure to plant extracts (Annickia chlorantha and Irvingia gabonensis) has shown the
involvement of plant extracts in the expression of certain genes in course of bacterial resistance
to antibiotics.

This study shows that the exposure of bacteria to plant extracts induces their resistance to
antibacterial substances by various mechanisms that may involve certain specific genes. Thus,
antibacterial resistance, which is a major public health problem today, is not only the result of

uncontrolled use of antibiotics, but it is also the result of the bad use of plant extracts.

Keywords : Bacterial resistance, Antibiotics, Medicinal plant extracts, Induction.
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INTRODUCTION

Les infections bactériennes constituent un important probléme de santé mondiale. Car,
les maladies les plus ravageuses de I’humanité ont été causées par des bactéries. En effet, on a
observé que ces maladies sont responsables de 17 millions de décés par an dans le monde
(Meyer, 2004). Sclon les estimations de ’OMS, la fievre typhoide touche entre 11 et 21
millions de personnes et entraine 128 000 a 161 000 déces dans le monde entier (OMS, 2020).
Une étude menée par Gake et al. en 2015 dans le district sanitaire de Meri a I’extréme-nord du
Cameroun a récence 171 cas de fiévre typhoide avec un taux de létalité de 2,23%. Par ailleurs,
les infections nosocomiales et communautaires, ainsi que les intoxications alimentaires causées
par S. aureus constituent une préoccupation dans la pratique des soins en général (Kakupa et
al., 2016a; Titouche, 2017).

Le traitement de ces infections bactériennes est basé sur I’utilisation des antibiotiques,
qui est le moyen de lutte le plus efficace et le plus utilisé en médecine moderne (Meyer, 2004).
Depuis leur découverte au début du XX®™ siécle, ils ont permis de grandes avancées en
thérapeutique et contribués a 1’essor de la médecine moderne. L’introduction et I’utilisation en
clinique des premicres classes d’antibiotiques ont considérablement réduit la mortalité
imputable des maladies autrefois incurables (Prescott et al., 2000). L’efficacité de
I’antibiothérapie dans le controle et la limitation de la dissémination des agents pathogenes a
ainsi fait naitre D’espoir de pouvoir éradiquer I’ensemble des maladies infectieuses.
Malheureusement, I’émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques a mis un terme a cette
vague d’optimisme.

La resistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un phénoméne qui pose un
probleme global de santé publique, car elle cause 33 000 déces par an en Europe, une
surmortalité équivalente est observée aux Etats Unis (Institut Pasteur, 2021). Au rythme ou
celle-ci avance, ’OMS prévoit, d’ici 2050, un retour aux années 1940 ou les infections
bactériennes étaient la premicre cause de mortalité, car elle devrait causer « 10 millions de morts
par an » en 2050, soit plus que le cancer, les morts surviendraient principalement en Asie (4,7
Million) et en Afrique (4,1 Million) (O’neill, 2016).

D’aprés les travaux de certains auteurs, la mauvaise utilisation des antibiotiques dans les
pratiques cliniques, vétérinaires et agricoles serait a la base de ce probleme (Weiss, 2002 ;
Martinez, 2009). En effet, la consommation mondiale d’antibiotiques a augmenté de 65 % entre
les années 2000 et 2015 (Eili et al., 2018). Et une corrélation entre la consommation
d'antibiotiques, I'émergence et la diffusion de la résistance bactérienne est bien documentée a

cet effet (Barbosa et Levy, 2000 ; Goossens et al., 2005). Cette consommation anarchique des
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antibiotiques pourrait toutefois ne pas étre la principale cause de cette antibiorésistance, puisque
la résistance de différentes souches bactériennes aux antibiotiques a également été observée
dans des zones peu exposées aux antibiotiques (Pallecchi et al., 2008 ; Bartoloni et al., 2009 ;
Clemente et al., 2015). Ce qui prouve ’existence d’autres agents inducteurs de la resistance
bactérienne aux antibiotiques. Ces agents pourraient étre d’origine végétale, la médeine
traditionnelle est utilisée depuis des siécles pour améliorer le bien-etre des populations
africaines et elle continue de jouer un role essentiel dans les soins de santé (OMS, 2020). Et
plusieurs études ont montré que les molécules antimicrobiennes isolées des plantes médicinales
sont capables de se fixer sur les récepteurs des antibiotiques au niveau de la bactérie. Ainsi,
grace a ces molécules, les extraits de plante auraient une activité inhibitrice semblable a celle
des antibiotiques (Iroba et al., 2010; Musa et al., 2010; Darwang et Datup, 2012) et par
conséquent seraient capables d’induire une résistance antibactérienne.

Au Cameroun, I’art de guérir par les plantes médicinales est connu et pratiqué depuis
longtemps par les herboristes et les tradithérapeutes. Les connaissances relatives a la médecine
traditionnelle sont donc un patrimoine important pour les populations de ce pays (Muthu et al.,
2006). Parmi les plantes médicinales utilisées au Cameroun pour soigner les infections
bactériennes comme la fievre typhoide causée par S. Typhi et pour lutter contre les maladies de
la peau ou les infections gastro-intestinales causées par S. aureus, on peut citer : Annickia
chlorantha, Irvingia gabonensis, Chromolaena odorata et Erigeron floribundus. Les activités
antibactériennes de ces plantes ont déja eté démontrées (Ngene et al., 2015 ; Tene et al., 2016 ;
Etame et al., 2019). Ainsi, le Cameroun étant un pays ou les populations font régulierement
recourt a 1’utilisation combinée ou en alternance des antibiotiques et des extraits de plantes, il
n’est pas rare de constater de nombreux échecs thérapeutiques de la médecine moderne apres
un traitement par la médecine traditionnelle. L’on se pose donc la question de savoir si les
plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle induisent une antibiorésistance tout

comme les antibiotiques ?

Hypothése de travail :
Les extraits de plantes médicinales induisent une résistance des souches bactériennes aux

antibiotiques.

Objectif général :
Ce travail visait, d’une maniére générale, a élucider I’'impact de I’exposition des bactéries
(S. Typhi et S. aureus) aux extraits de plantes utilisés dans la pharmacopée traditionnelle sur
leur capacité a acquérir une résistance aux antibiotiques.
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Objectifs spécifiques :
D’une maniére plus spécifique, il a été question de :
v' Déterminer la concentration d’extrait de plante a utiliser pour 1’exposition de S. Typhi
et S. aureus ;
v Mettre en évidence ’induction de la résistance de S. Typhi et S. aureus aux antibiotiques
par leur exposition aux extraits de plantes ;
v Déterminer les mécanismes d’acquisition de la résistance aux antibiotiques en présence

d’extraits de plantes.
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I.1. CARACTERES GENERAUX DES BACTERIES PATHOGENES

1.1.1. Définition et mode d’infection

Un pathogéne est une espéce microbienne ou la virulence détermine la tendance nuisible
de la souche pathogéne. Les bactéries pathogenes possedent des propriétés génétiques distinctes
qui leur apportent de maniere significative une capacité plus grande pour entrer en compétition
avec d'autres bactéries, afin de préserver leur avantage a l'intérieur d'un hote spécifique. La
pathogénicité microbienne (ou virulence) a été définie comme les mécanismes biochimiques
avec lesquels les micro-organismes causent la maladie avec une probabilité variable selon les
souches (Finley et Falkow, 1989). La virulence n'est pas une unique propriété biologique mais
un processus multifactoriel (Smith, 1992) dont les bases moléculaires sont les déterminants de
la pathogénicité.

L’infection implique en fait un groupe de phénomenes :

- Le mouvement des pathogeénes vers I'héte ;

- L’attachement du pathogéne sur la surface de I’hote ;

- La prolifération du pathogéne a l'intérieur de I'néte immédiatement aprés son entrée.

Le fardeau des maladies infectieuses et la résistance aux antimicrobiens constituent une

menace majeure pour la santé publique dans le monde (Balaji et al., 2019). La résistance aux
antibiotiques existe dans tous les pays du monde mais elle est particulierement importante dans
les pays ou les niveaux d’hygiéne sont faibles (INSERM, 2013). Les agents pathogénes
prioritairement impliqués dans ce phénomene de résistance comprennent : Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Salmonella spp. et Shigella spp. (Balaji et al., 2019).

1.1.2. Exemples de bactéries pathogénes

1.1.2.1. Le genre Salmonella

Les salmonelles furent nommées ainsi en ’honneur du bactériologiste américain Daniel
Salmon, qui isola en 1885 avec quelques collegues une bactérie provenant du porc (maintenant
connue sous le nom de Salmonella Cholerasuis) considérée comme étant la cause de la fievre
porcine (choléra du porc) (Encarta, 2009). La diversité antigénique des souches de salmonelle

fut mise en évidence par Widal en 1896.



% Taxonomie

Le genre Salmonella est classé dans le domaine des "Bacteria” ou des "Eubacteria”, le
phylum des "Proteobacteria”, la classe des Gammaproteobacteria, l'ordre des
Enterobacteriales et la famille des Enterobacteriaceae. Il se divise depuis 2004 en trois espéces
. Salmonella enterica espéce majoritaire, Salmonella bongori et Salmonella subterranea,
espéces rares (Aubry, 2012). L’espéce Salmonella enterica est elle-méme subdivisée en six
sous-espéces dont la plus prédominante est Salmonella enterica, elle-méme subdivisée en
plusieurs serovars : dublin, enteritidis, infantis, paratyphi, typhi, typhimurium, virchow, etc....
Ces serovars sont subdivisés sur la base du sérotypage (détermination de 1’antigene somatique
O et du ou des antigénes flagellaires H). A ce jour, il existe plus de 2500 sérotypes de
Salmonella (Aubry, 2012).

% Description générale

Les salmonelles sont des bacilles a coloration de Gram négative. En microscopie optique,
elles apparaissent comme des batonnets de 0,3 um a 1um de large et longs de 1 a 6 um, mobiles
grace a une ciliature péritriche (a I'exception du serovar Gallinarum-Pullorum) (Molbak et al.,
2006). Les salmonelles sont des bacilles incapables de sporuler, thermosensibles, aérobies
facultatifs. Ce sont des bactéries mésophiles se développant a des températures comprises entre
5,2°C et 47°C et de maniere optimale entre 35 et 37°C, a des pH compris entre 4,5 et 9 (Anses,
2011).

Salmonella est naturellement présente dans I'intestin des animaux, en particulier chez les
volailles et les porcs. Certaines de ces souches peuvent également étre isolées d’autres sources,
telles que les animaux a sang froid (reptiles, tortues) et les animaux aquatiques (mollusques,
poissons). Le réservoir animal constitue la principale source de danger. Les salmonelles
présentes dans les matiéres fécales des animaux peuvent contaminer les paturages, les sols,
I’eau et y survivre pendant plusieurs mois voire plusieurs annees. Les personnes qui
consomment des aliments contaminés par Salmonella sont susceptibles de contracter des

salmonelloses.

%+ Pathologies associées : Les salmonelloses
La salmonellose est une maladie infectieuse causée par les bactéries du genre Salmonella.
Elle touche les étres humains et les animaux. On distingue les salmonelloses non-typhiques et
les salmonelloses typhiques (Aubry, 2012). Les salmonelloses non-typhiques attaguent tous les
vertébrés. La contamination humaine par les salmonelles non-typhiques s’effectue

essentiellement par la consommation des aliments contaminés (ceufs et préparations a base
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d’ceufs, volailles, charcuteries, fromages au lait cru...) consommeés crus ou insuffisamment
cuits. Chez I’homme, les salmonelloses non-typhiques se manifestent sous forme de cas
dispersés, de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ou d’épidémies communautaires
(Weill, 2008b). Certaines salmonelles sont strictement adaptées a I’homme (salmonelles de
sérotype Typhi, Paratyphi C et certaines populations de Paratyphi B) et sont responsables de
salmonelloses typhiques : les fiévres typhoide et paratyphoide (Aubry, 2012).

% La fiévre typhoide

La fievre typhoide est une infection systémique aigué provoquée par S. Typhi ou bacille
d’Eberth. Elle est potentiellement mortelle en 1’absence de traitement. Le taux de mortalité est
de 10% en I’absence de traitement antibiotique efficace contre moins de 1% pour les autres
formes de salmonelloses (Institut Pasteur, 2012). L’OMS estime que chaque année, il y a 11
a 20 millions de cas qui entrainent 128000 a 161000 déces dans le monde entier (OMS, 2020).
L’incidence annuelle dans les pays en voie de développement est de 274 cas/100.000 personnes
en Asie, et de 50 cas/100.000 personnes en Afrique subsaharienne et en Amérique Latine contre
0,2 cas/100.000 habitants en France (Kuete et al., 2010).

Apres une période d'incubation, d’une a deux semaines suite a la contamination,
surviennent le passage dans le sang et les symptdmes cliniques. Ces symptémes comprennent
des céphalées, une fiévre continue plus ou moins associée a des signes digestifs : diarrhées,
vomissements, constipation, pertes d’appétit et douleurs abdominales. La fréquence des
différents signes est tres variable selon la période de la maladie et le seul symptéme constant
au debut de la maladie est la fievre. Des taches rosées apparaissent, mais sont rarement vues
sur une peau noire (Molbak et al., 2006).

Dans les formes bénignes de fiévre typhoide, 1’état reste stationnaire pendant une
quinzaine de jours puis la convalescence dure plusieurs semaines. Dans les formes plus graves
ou des complications peuvent survenir au niveau de ’intestin, du coeur ou du systéme nerveux,
la fievre typhoide peut étre fatale en I’absence de traitement. Une particularité épidémiologique
de cette infection est qu’il existe des porteurs sains de cette bactérie. En effet apres la guérison
d'une fievre typhoide chronique, 2 a 5% des individus continuent a héberger des souches de
Salmonella Typhi (essentiellement au niveau de la vésicule biliaire) qui sont excrétées
épisodiquement dans les selles, et qui peuvent étre a 1’origine de cas secondaires (Institut
Pasteur, 2012). Les symptomes de la fiévre typhoide sont souvent non spécifiques, posant ainsi

un diagnostic differentiel avec le paludisme, la grippe et d'autres maladies fébriles.



% Le traitement de la fievre typhoide
Le traitement spécifique de la fiévre typhoide fait appel a I’antibiothérapie classique
notamment dans les pays en voie de développement, car il est de moindre codt. La durée de ces
traitements est d’environ 2 semaines (Aubry, 2012). Chloramphénicol, ampicilline,
cotrimoxazole étaient les antibiotiques de premiere intention. Le développement de la
pharmacorésistance a entrainé la généralisation de l'usage des fluoroquinolones, y compris en
pédiatrie. Actuellement, on note une moindre sensibilité aux fluoroquinolones. Les
antibiotiques supposés étre actifs sont :
v Les phénicolés (chloramphénicol et thiamphénicol) : 50 mg/kg/j par voie orale pendant
14 a 21 jours ; risque : myeélotoxicité (1/10.000); rechutes dans 10 a 20%; intérét : prix
peu élevé.
v Les B-lactamines : amino-pénicillines (ampicilline et amoxicilline) : 60 a 100 mg/kg/j
par voie orale pendant 14 a 21 jours ; céphalosporines de 3éme génération (ceftriaxone)
: dose : 60 mg/kg/j pendant 7 jours. Risque d’échec clinique et de rechutes, la
pénétration intracellulaire des B-lactamines étant faible.
v Le cotrimoxazole : 50 mg/kg/j de SXT et 10 mg/kg/j de triméthoprime pendant 14 a 21
jours.
v' Les fluoroquinolones : ciprofloxacine 500 mg, 2 fois par jour, ofloxacine 400 a 800 mg/j
pendant 5 jours.
v' L’azithromycine : 1 g per os le premier jour, puis 500 mg X 6 jours (dose adulte), si
souches résistantes aux fluoroquinolones.
En pratique, les fluoroquinolones sont actuellement prescrites en zones tropicales comme
en zones tempérées. En cas de portage chronique jouant un r6le majeur dans la transmission :
fluroquinolones (ciprofloxacine, 1g/j pendant 4 semaines chez 1’adulte) et cholécystectomie

chez les sujets porteurs de lithiase biliaire en cas d’échec de 1’antibiothérapie.

1.1.2.2.Le genre Staphylococcus

Les premiéres descriptions des staphylocoques (bactéries en forme de coques) isolés a
partir de pus d’abcés datent de 1871; mais ce n’est que quelques années plus tard que ces travaux
permettront de proposer un nom a la bactérie rencontrée. Ainsi en 1878, Robert Koch en
Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France décrivent des grappes de cogues dans du pus
d’origine humaine (Karthik, 2007).



% Taxonomie

Selon la 9°™ édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les staphylocoques
sont classés parmi les bactéries a Gram positif pauvres en base GC, dans le phylum des
firmicutes.
Classification (Prescott et al., 2010) :
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus

0,

% Description générale

Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau, des muqueuses de
I’homme et des animaux (Quinn et al., 2011). Chez I’homme, les staphylocoques en particulier
les espéces Staphylococcus aureus font partie de la flore résidente cutanée de nombreux individus
qui sont des « porteurs Asymptomatiques ». Elles jouent un réle important dans 1’équilibre
physico-chimique de la peau et constituent une barriere de colonisation, empéchant I’implantation
de bactéries de la flore transitoire (Wylie et al., 2005). Cependant, 1’habitat préférentiel de
Staphylococcus aureus chez I’homme est la muqueuse nasale. Les souches de S. aureus sont
présentes également sur les membranes muqueuses du tractus respiratoire ainsi que le tractus
urogénital et comme flore transitoire dans le tractus digestif (Quinn et al., 2011). Ces bactéries
survivent et proliferent du fait de leur particuliere résistance aux conditions
environnementales hostiles (Breche et al., 1988). Elles sont largement disséminées dans
I’environnement, retrouvées dans le sol et la poussiere (I’air, I’ecau et dans certains produits

alimentaires tels que les laitages et les conserves salées) (Shimeld et Rodgers, 1999).

A I’examen microscopique, les S. aureus se présentent sous 1’aspect de cocci sphériques de
1um de diameétre, a coloration de Gram positive, immobiles, non sporulés. Sur les cultures en
milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers polyédriques, évoquant l'aspect caractéristique
de "grappes de raisin" (Ananthanarayan et Paniker, 2006). Alors qu'en milieu liquide, ils sont
souvent isolés, en diplocoques, en tétrades ou en trés courtes chainettes (en générale de 3 a 5
éléments) (Le loir et al., 2003). La pathogénie de S. aureus est un phénomene complexe, faisant
intervenir une multitude de facteurs de virulence. C’est I’action combinée de I’ensemble de ces
facteurs qui explique le fort pouvoir pathogéne de cette bactérie et la multitude de maladies

humaines qu’elle provoque (Hiron, 2007).
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% Pathologies associées, épidémiologie, et traitement

S. aureus peut étre responsable de deux types de syndromes : les infections suppuratives et
les toxi-infections ou toxémies staphylococciques. Les infections suppuratives sont caractérisees
par plusieurs phases : la prolifération bactérienne, lI'invasion, la destruction des tissus de I'n6te et
la réponse inflammatoire. Les infections a S. aureus les plus fréquentes sont les infections
cutanéomuqueuses telles que les folliculites, impétigo, furoncles, anthrax, panaris, cellulites ou les
sinusites et les otites. Il s’agit le plus souvent d’auto-infections (Lowy, 1998). Les infections
toxiques staphylococciques regroupent le choc toxique staphylococcique, la maladie exfoliante
généralisée, les toxi-infections alimentaires, la pneumonie nécrosante (Dinges et al., 2000). Le
syndrome de choc toxique staphylococcique est provoqué par la diffusion dans I’organisme de la

toxine (TSST-1) ou de certaines entérotoxines (B, C, etc.) (McCormick et al., 2001).

La prévalence des infections staphylococciques nosocomiales et communautaires augmente
régulierement (Amazian et al., 2010). Entre 2006 et 2008, 3 127 foyers de toxi-infections
alimentaires collectives (Tiac) ont été déclarés aux autorités sanitaires en France. Elles
concernaient 33404 malades dont 2302 ont été hospitalisés et 15 sont décédés. De méme en 2013,
1346 foyers ont été déclarés, affectant 10602 personnes, dont 643 (6%) ont été hospitalisées et 2
décédées (Durand, 2013). Au Cameroun, les études menées en 2013 par Njall et al. a I’hopital
Laquintinie de Douala ont montré que S. aureus est responsable de 15, 4% des cas d’infection
nosocomiale. Les travaux menés par Gonsu et al. en 2013 au Centre Hospitalier et Universitaire
de Yaoundé ont montré que 63% des coccis a Gram positif (représentés majoritairement par S.
aureus et les staphylocoques a coagulasse négative) sont responsables de la majeur partie
d’affection oculaire. Le traitement des infections staphylococciques fait appel a 1’utilisation des

antibiotiques.

.2. CHIMIOTHERAPIE ET UTILISATION DES ANTIBIOTIQUES DANS LA
LUTTE CONTRE LES BACTERIES PATHOGENES

1.2.1. Définition, classification et mécanisme d’action des antibiotiques

Définition

En 1941 Waksman, qui a découvert la streptomycine, a proposé le mot antibiotique pour
désigner toute substance produite par un micro-organisme et qui a le pouvoir d’inhiber la
croissance d’autres micro-organismes et méme de les détruire (Courvalin et al., 2001).
Aujourd’hui, cette notion s’étend aux substances semi-Synthétiques ou méme synthétiques ayant
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la méme fonction. Qu’il soit naturel ou semi-synthétique, avant son exploitation en médecine
thérapeutique, I’antibiotique doit répondre aux critéres de la définition de Paul Ehrlich sur la
chimiothérapie. Pour ce dernier, « une substance chimiothérapeutique utilisable par voie générale
dans le traitement des maladies infectieuses doit étre nuisible pour le microorganisme pathogene
mais inoffensive pour les cellules de 1’organisme de 1’h6te ». De ce fait, jusqu’aujourd’hui, sur les
10 000 antibiotiques découverts, seulement 150 sont utilisés en médecine thérapeutique (Walsh,
2003). Environ 80% de ces antibiotiques naturels sont produits par des bactéries et 20% par des

moisissures.

Classification

Les différents antibiotiques exploités en médecine thérapeutique peuvent étre classés par
famille chimique et par leurs modes d’action. Pour qu’un antibiotique soit efficace, il faudrait
qu’il atteigne sa cible dans la bactérie. A la différence des antiseptiques, les antibiotiques
agissent sur les bactéries en s’attaquant directement a leurs structures essentielles (paroi
cellulaire, membrane plasmique, ribosomes et acides nucléiques) (Figurel) et/ou en perturbant

leurs metabolismes, et par conséquent leurs fonctions (Nairouz, 2005).

Quinolones
Rifamycines

Nitroimidazolés
Sulfamides

Le ribosome %
Aminosides
Macrolides

Ketolides
Lincosamides

La paroi {:} Synergistines
p-lactamines ' Tétracyclines
Glycopeptides Acide fusidique
Fosfomycine Les membranes Phénicolés

Polymyxines Oxazolidinone

Lipopeptides

Figure 1: Les cibles bactériennes des antibiotiques (Nairouz, 2005)

Mécanisme d’action des antibiotiques

R/

¢ Mécanisme d’action des béta-lactamines

Les B-lactamines représentent la famille la plus importante, la plus diversifiée et la moins
toxique d’antibiotiques ; leur structure de base, le noyau B-lactame, est essentiel a leur activité
antibactérienne. Elles agissent en bloquant la synthese du peptidoglycane, constituant commun
de la paroi des bactéries Gram négatif en inhibant les enzymes essentielles a la synthése : les

transpeptidases et les carboxypeptidases, appelées protéines de liaison a la pénicilline (PLP).

12



La fixation de I'antibiotique empéche celle du substrat naturel (Acyl-D-Alanyl-D-Alanine) qui
présente une analogie structurale avec le cycle beta-lactame. Ainsi, lorsque les B-lactamines
sont mises en contact avec les bactéries, elles se fixent aux PLP et se comportent comme les
substrats de ces derniéres. Les réactions de transpeptidation et de transglycosylation qui
entrainent la maturation du peptidoglycane sont alors inhibées et la croissance bactérienne est
arrétée (Jehl et al., 2003). Elles agissent par consequent sur des bactéries dont le peptidoglycane
est en cours de formation. L’inhibition de la synthése de la paroi entraine un arrét de la
croissance bactérienne et I’effet bactéricide des B-lactamines est 1i¢ a I’activation d’autolysines
du fait de I’accumulation de précurseurs de peptidoglycane. Le Tableau | présente les
principaux groupes, sous-groupes et molécules de la famille des -lactamines.

Ce sont des antibiotiques possédant tous un cycle béta-lactame (responsable de l'activité

anti-bactérienne) dans leur structure chimique.

Figure 2: Cycle beta-lactame

Tableau I: Classification des principaux groupes, sous-groupes et molécules de la famille des

B-lactamines (Megueya, 2018)

Groupes Sous-groupes Principales molécules

Pénicillines G et V Benzyl pénicillines et phénoxy méthyle
pénicilline
Cloxacilline, oxacilline

Pénicillines

Pénicillines M

Aminopénicillines
Uréidopénicillines
Carboxypénicillines
Premiere génération (C1G)
Deuxiéme génération (C2G)
Troisieme géneration (C3G)

Céphalosporines

Quatrieme génération (C4G)
Céphamycines
Carbapénemes
Monobactames
Inhibiteurs de B-
lactamases

Ampicilline, amoxicilline
Pipéracilline, mezlocilline
Ticarcilline
Céfaléxine, céfalotine, céfalonium
Céfoxitine, céfamandole, céfuroxime
Céfotaxime, céfopérazone, ceftazidime,
ceftiofur, cefpodoxime
Céfepime, cefpirome
Céfoxitine, céfotétan
Imipénéme, ertapéneme, méropéneme
Aztréonam
Amoxicilline + acide clavulanique,
Ampicilline + sulbactram,
Pipéracilline + tazobactam
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v Les pénicillines
Elles sont constituées d'un cycle béta-lactame accolé a un cycle thiazolide. Les
pénicillines les plus fréquemment utilisées sont :
e Les aminopeénicillines dont le spectre d'activité comprend les entérobactéries, ne
sécrétant pas de beta-lactamases (E. coli, Proteus indole) et les Streptocoques.

Exemples : I'amoxicilline, I’oxacilline

NH, ‘ _
< AR
o) N i s
HO
Amx

o/ oH
Figure 3: Structure de I’ Amoxicilline (Amx) et de I’Oxacilline (Ossa)
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e Les carboxypénicillines dont le spectre d'activité s'étend des Pseudomonas, Proteus
aux ampicillino-resistants. Exemple : Carbénicilline

e Les ureidopénicillines dont le spectre d'activité regroupe la plupart de souche
d'entérobactéries, les Pseudomonas et les Streptocoques. Exemple : Pipéracilline

v Les céphalosporines (CSP)

Elles sont constituées d'un cycle beta-lactame accolé a un cycle dihydrothiazolidine. Elles
sont subdivisées en quatre groupes :

e Les CSP de premiere génération dont le spectre d'activité regroupe les Staphylocoques,
les Streptocoques et les Entérobactéries (sensibilité variable selon les souches).
Exemple : Céfalotine

e Les CSP de deuxieme géneération dont le spectre d'activité regroupe les Streptocoques,
Staphylocoques et certaines entérobactéries. Exemple : Cefoxitine

e Les CSP de troisieme génération dont le spectre d'activité est élargi et qui sont actifs sur
la majorité des germes d'importance médicale. Exemple : ceftriaxone

e les CSP de quatrieme génération dont le spectre d'activité est egalement élargie.

*,

% Mécanisme d'action des aminosides
Les antibiotiques agissent en perturbant l'intégralité de la membrane externe et de la

membrane plasmique des bactéries en se fixant sur 'ARN ribosomal sur la sous-unité 30S avec
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une forte affinité : ce qui entraine des erreurs de lecture des ARN messagers donnant des
protéines anormales qui s'incorporent a la membrane et I'altérent (Houvenaeghel, 1992).
Ce sont des antibiotiques bactéricides a large spectre, possédant une structure amino-
glycosidique (Thévenot, 2003). On distingue :
v'les aminosides de premiere génération. Exemple : Kanamycine

v"les aminosides de deuxieme génération. Exemple : Gentamicine

H
N CHs

7

HsC

NH,

Figure 4: Structure de la gentamicine

v’ les aminosides de troisieme génération. Exemple : Nétilmycine

%+ Meécanisme d'action des phénicolés
IIs agissent en inhibant la synthese protéique en se fixant au niveau de la sous unité 50S
des ribosomes et empéchent la transpeptidation de I'ARN de transfert (Thévenot, 2003).
Ce sont des antibiotiques bactériostatiques a large spectre qui couvrent une grande variété
de germe a Gram positif et a Gram négatif. Nous distinguons dans ce groupe le

Chloramphénicol et le Thiamphénicol.

OH OH
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Figure 5: Structure du chloramphénicol

R/

%+ Mécanisme d'action des quinolones
Les quinolones inhibent '’ADN gyrase qui change la topologie de I'ADN. Elles se fixent
sur la sous-unité A de la gyrase et entraine une fragmentation de I'ADN, responsable de la mort
de la bactérie. Ce sont des antibiotiques bactéricides a large spectre, possédant une structure de
base comportant un cycle accolé a un hétérocycle pipérazine en position 7 et un atome de fluor
en position 6 (Andriole, 2000 ; Hooper et Rubinstein, 2003). On distingue :
v" les quinolones anciennes. Exemple : Acide nalidixique

v" les quinolones de deuxiéme génération ou fluoroquinolones. Exemple : Ciprofloxacine
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Figure 6: Structure du ciprofloxacine

Leur spectre d'activité concerne les entérobactéries, les staphylocoques et Pseudomonas

(inconstant).

®,

% Mécanisme d'action du cotrimoxazole

Le cotrimoxazole inhibe la synthése des acides nucléiques en agissant sur les deux
enzymes principales de la voie de synthése des bases puriques : le sulfaméthoxazole inhibe le
dihydrofolate synthétase (DHS) et le triméthoprime, la dihydrofalate réductase (DHR).
L’association sulfamétoxazole-triméthoprime possédant un trés large spectre permettant

d'exercer un effet bactéricide.
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Figure 7: Structure du cotrimoxazole (sulfamétoxazole-triméthoprime)

0,

¢ Meécanisme d’action des glycopeptides

Les glycopeptides sont au méme titre que les B-lactames des inhibiteurs de la synthése du
peptidoglycane de la paroi bactérienne (Bégué et Astruc, 1999 ; Perronne, 1999). Leur action est
toutefois différente. L'inhibition est due a I'affinité de ces antibiotiques pour I'extrémité (D-alanyl-
D-alanine) des précurseurs du peptidoglycane. Ceux-ci, aprés avoir été synthétisés dans le
cytoplasme bactérien, sont transportés a travers la membrane cytoplasmique pour finalement étre
branches par des enzymes membranaires bactériennes (transglycosylases et transpeptidases) au
peptidoglycane en cours d'élongation. La fixation du glycopeptide sur I'extrémité du précurseur
empéche, par encombrement stérique, son branchement au peptidoglycane. Ces antibiotiques sont
lentement bacteéricides. Ils sont rarement bactéricides au bout de 24 heures et ne le deviennent

qu'apres 48 heures de contact avec les bacteries.
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Figure 8: Structure de la Vancomycine

Tableau I1: Principaux mécanismes d’action des antibiotiques

Familles Antibiotiques représentants Mécanismes d’action
d’antibiotiques
Inhibition de la synthese de la paroi
B-lactamines Peénicilline Active les enzymes lytiques de la paroi.
Ampicilline Inhibe les enzymes de transpeptidation

impliquées dans le pontage des chaines
polysaccharidiques du peptidoglycane de la
paroi.

Glycopeptides Vancomycine Se fixe directement sur la terminaison D-Ala-
D-Ala et inhibe la transpeptidation.

Inhibition de la synthese protéique
Aminosides Streptomycine Se fixe a la sous unité 30S du ribosome
Gentamicine bactérien pour inhiber la synthése protéique et
provoquer des erreurs dans la lecture de
I’ARNm.

Phénicolés Chloramphénicol Se fixe a la sous unité 50S du ribosome et
empéche la formation des liaisons peptidiques
par I’inhibition de la peptidyl-transférase.

Groupe des Erythromycine Se fixe a la sous unité 50S du ribosome et

« MLS » (macrolides) inhibe 1’élongation de la chaine peptidique.

Inhibition de la synthese des acides nucléiques
Quinolones Ciprofloxacine etautres Inhibe I’ADN gyrase bactérienne et donc
quinolones interfere avec la réplication de I’ADN, Ia
transcription et autres activités impliquant
I’ ADN.
Destruction de la membrane cellulaire
Polymyxines . Se fixe a la membrane cellulaire et perturbe sa
Polymyxine B structure et ses propriétés de perméabilité.
Antagonisme métabolique
Sulfamides Inhibe la synthése de 1’acide folique par

Sulfaméthoxazole compétition avec ’acide para-aminobenzoique
(PAB).

Source : Prescott et al., 2003
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L’utilisation clinique des antibiotiques surtout semi-synthétiques, deés la fin de la premiére
moitié du XX° siecle, a radicalement modifié le pronostic des maladies infectieuses d'origine
bactérienne (Leclerc et al., 1995). Mais il se pose un probleme : celui de la résistance

bactérienne.

1.2.2. Résistance bactérienne aux antibiotiques
Une bactérie est dite résistante a un antibiotique lorsqu’elle est capable de se développer en
présence d’une concentration d’antibiotique qui habituellement, inhibe sa croissance (Nairouz,
2005). Mais la définition de la résistance aux antibiotiques peut étre différente selon qu’on se place
d’un point de vue clinique ou bactériologique.
Du point de vue bactériologique, une bactérie est dite résistante a un antibiotique si elle posséde un

mécanisme de défense lui permettant de survivre et de se multiplier en présence d’antibiotiques.

Du point de vue clinique, on parle de résistance quand la concentration en antibiotique nécessaire pour
obtenir I’effet voulu (bactériostatique ou bactéricide) est supérieure ou égale a la concentration en
antibiotique toxique pour le malade. Dans ce cas, des critéres pharmacodynamiques et cliniques sont a
considerer (Mhedi et al., 2008).

Lorsqu’une bactérie posséde plusieurs geénes de résistance pour différents antibiotiques, elle est
qualifiée de “multirésistante’’; c’est le cas notamment de S. Typhi et de S. aureus. La résistance
bactérienne aux antibiotiques se caractérise par son caractere naturel ou acquis, son support génétique et

son mécanisme biochimique (Yala et al., 2001b).

1.2.2.1.Résistance naturelle et résistance acquise

La résistance bactérienne naturelle est une insensibilité innée aux antibiotiques existant chez
tous les membres d'un genre ou d'une espéce bactérienne. Elle fait donc partie du patrimoine
génétique normal du germe (Yala et al., 2001b). Elle est différente de la résistance acquise qui
n’apparait que chez des bactéries sensibles aux antibiotiques (Nairouz, 2005).

La résistance acquise résulte d’une modification du capital génétique, par mutation ou par
acquisition d’un matériel génétique étranger, permettant ainsi a une bactérie de tolérer une
concentration d’antibiotiques plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme
espece. Ces genes acquis peuvent provenir du chromosome d’une espece différente ou étre
vehiculés par des éléments genetiques mobiles tels que les plasmides, les transposons et les
intégrons. Ces ¢éléments génétiques peuvent étre transférés horizontalement d’une bactérie a une

autre selon trois mécanismes : la conjugaison, la transformation ou la transduction. Le transfert
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horizontal est le principal mécanisme par lequel les genes de résistance se propagent au sein du

monde bactérien (Saadaoui, 2008).

1.2.2.2.Support génétique de la résistance bactérienne

La résistance naturelle est programmée dans le génome bactérien. Les modifications
génétiques responsables de la résistance acquise sont chromosomiques, secondaires a une mutation
portant sur le chromosome ou extra-chromosomiques par délétion, transposition, substitution ou

transformations des génes.

% Chromosome bactérien

La résistance chromosomique aux antibiotiques peut étre due soit a la présence naturelle
de genes de résistance soit a des mutations affectant les génes portés par le chromosome (Faure,
2009). Une mutation est tout changement non létal spontanné ou provoqué par un agent
mutagéne dans la séquence d’ADN d’une bactérie. Les mutations, conséquences d’altérations
au niveau de ’ADN existant ou d’erreurs survenant au cours du processus de réplication,
peuvent se produire naturellement au sein de tout organisme vivant. Face a ces mutations et a
leurs effets souvent délétéres sur la survie d’une cellule individuelle, les bactéries ont été
contraintes de développer des mécanismes de correction et de réparation de I’ADN. Cependant,
ces systemes ne sont pas non plus a I’abri des mutations, créant ainsi des bactéries dites « super-
mutantes », dotées de capacité d’adaptation plus élevées lorsqu’elles sont confrontées a un
environnement hostil tel qu’en présence d’antibiotiques. Le chromosome peut également
intégrer les structures génétiques mobiles comme les transposons ou les éléments conjugatifs
intégrés (Boerlin et Reid-Smith, 2008).

% Plasmides

Les plasmides sont des molécules d’ADN circulaires, extra-chromosomiques, capables
d’autoréplication et transmissibles de fagcon stable au cours des divisions cellulaires. On
distingue généralement trois groupes de plasmides : les plasmides conjugatifs, les plasmides
non conjugatifs mobilisables et les plasmides non conjugatifs non mobilisables (Gautier,
2007). Les plasmides bactériens ne sont pas essentiels a la survie des bactéries les hébergeant
mais revétent une importance toute particuliere dans I’étude des phénomenes de résistance, car
ils constituent a la fois un vecteur de premier plan pour la dissémination des résistances et un
immense réservoir génétique. En effet, ils sont porteurs de genes de résistance vis a-vis de la
majorité des antibiotiques disponibles pour un usage clinique actuellement, y compris les

fluoroquinolones (Gay et al., 2006 ; Jacoby et al., 2006). Il n’est pas rare qu’un seul plasmide
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soit simultanément porteur de génes de résistances vis-a-vis de plusieurs antibiotiques de
familles différentes et qu’il soit porté par des genres bactériens différents (Harbottle et al.,
2006). lls sont identifiés & la fois parmi des bactéries pathogenes et commensales, Gram
positives et Gram négatives. Par consequent, les plasmides offrent, aux cellules hdtes, la
capacit¢ d’occuper une grande variét¢ de niches écologiques et contribuent dés lors a
I’évolution, non seulement des especes bactériennes, mais également des plasmides au sein de

ces especes.

% Transposons

La transposition consiste en I’insertion, en un site du génome de la bactérie (le
chromosome ou un plasmide), d’une unité discréte d’ADN appelé transposon (ségquence
d’insertion). Le mouvement effectué par le transposon est appelé transposition et les enzymes
qui en sont responsables sont nommées transposases. Le transposon, également surnommé «
jumping gene », code pour ses propres transposases et conserve sa capacité a « sauter » d’une
région a ’autre du génome lorsqu’il se déplace. Les transposons, en plus du gene de la
transposase, portent un ou plusieurs autres genes qui conférent a la cellule hote la résistance
aux antibiotiques. Les transposons et les séquences d’insertion sont trés répandues chez les
bactéries (Amadou, 2013).

Il existe deux classes principales de transposons (Doublet, 2004) :

» Les transposons de classe | ou transposons composites qui sont constitués de deux
séquences d’insertion (IS) portant chacune aux extrémités une séquence nucléotidique
répétée et inversée ;

» Les transposons de classe Il ou transposons non-composites qui sont délimités par

deux séquences inversées mais ne possedent pas d’IS.

% Intégrons
Les integrons sont des supports génétiques bactériens de capture, d’expression et de
dissemination de génes de résistance aux antibiotiques sous forme de cassettes ; c’est un
systéeme naturel de recombinaison génétique (Canal et al., 2016). On distingue deux groupes
majeurs d’intégrons a savoir les intégrons de résistance et les super-intégrons (Faure, 2009).
IIs jouent un role majeur dans I’acquisition et I’expression de la résistance aux antibiotiques
dans le monde bactérien (Rowe-Magnus et Mazel, 2002). Ils sont majoritairement décrits chez
les bactéries a Gram négatif a qui ils conferent généralement un phénotype de multirésistance.
Il existe 5 principales classes d’intégrons de résistance en fonction des séquences en

acides amines de leurs intégrases (Cambray et al., 2010) et ils sont obligatoirement portés par
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un support génétique (ADN chromosomique, plasmide ou transposon) : les intégrons de classe
1, 2 et 3 (responsables de la dissémination de la résistance aux antibiotiques de part le monde)
et les intégrons de classe 4 et 5 (Canal et al., 2016; Simo, 2016).

Les intégrases appartenant aux intégrons de classe 1, 2 et 3 de méme que les intégrases
VchintlA et Intl9 sont les seules a étre associées a des genes de résistance aux antibiotiques.

Les intégrons sont constitués d’une région 5’ et d’une région 3’ conservées entre

lesquelles peuvent s’insérer une ou plusieurs cassettes. La région conservée 5° est constituée :
» Du geéne Intl qui code pour une intégrase Intl1 qui est une recombinase spécifique
du site ;
» D’un promoteur (P) qui assure I’expression des cassettes ;
» Dusite attl, qui est le site spécifique de recombinaison.

Les classes d’intégrons (classe 1, 2 et 3) différentes par leur région 5’ ont été définies ;
leurs intégrases ont été identifiées respectivement en Intl1, Intl2 et Intl3. La région conservée
3’ difféere d’une classe d’intégrons a une autre ; chez les intégrons de classe 1, cette région 3’
contient trois cadres de lecture ouverts (gacEAI, sul 1 et ORF5). Le géne gacEA I code pour la
résistance aux ammoniums quaternaires, le géne sul 1 code pour la résistance aux sulfamides,

I’ORF 5 ne code pour aucune protéine de fonction connue (Ploy, 2000).

1.2.2.3.Mécanisme de résistance bactérienne aux antibiotiques

Les bactéries peuvent devenir résistantes aux antibiotiques au travers de différents
mécanismes a savoir : I’inactivation enzymatique, la modification de la cible de I’antibiotique,
la diminution de la perméabilité de la paroi bactérienne et la mise en place ou la multiplication
de systéemes de pompes a efflux (Weiss, 2002). Une méme souche bactérienne peut cumuler
plusieurs de ces mécanismes (Yala et al., 2001b). S’agissant de :

v" L’inactivation enzymatique : certaines bactéries vont produire des enzymes capables
de modifier ou de détruire un antibiotique, conduisant ainsi a son inactivité. Par
exemple, elles peuvent acquérir des genes codant des enzymes telles que les B-lactamases
qui détruisent 1’agent antibactérien (les B-lactamines) avant qu’il ne produise son effet.

v' La modification de la cible : ¢’est lorsqu’un antibiotique donné ne peut plus se lier a
la cible sur laquelle il agit habituellement. Par exemple, les bactéries peuvent acquérir
plusieurs génes pour une voie métabolique qui aboutit a la production de parois
cellulaires altérées ne contenant plus de sites de fixation des agents antimicrobiens.

v' Ladiminution de la perméabilité de la paroi bactérienne : ce mécanisme opere soit

par I’intermédiaire de mutations de la structure des porines des bactéries & Gram négatif,
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soit par Dl’intermédiaire de mutations au niveau de systémes de transport de
I’antibiotique.

v Les systemes de pompes a efflux : les bactéries peuvent acquérir des pompes insérées
dans la membrane capables d'éjecter I'antibiotique hors de la bactérie grace a un canal.
Cet efflux conduit a une diminution de la concentration intracellulaire de I'antibiotique.

L’ agent antibactérien est enlevé de la cellule avant qu’il n’atteigne le site de sa cible.

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d'entrer

Antibiotique

Pompe

Antibiotique

2 refoulé

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 9: Mécanismes de résistance aux antibiotiques

D’autres mécanismes de résistances existent (Mah, 2001 ; Hyun Youk et Oudenaarden,
2010) :

v La sur-expression de la cible de I'antibiotique : En produisant davantage de la
macromolécule ciblée, la bactérie arrive a maintenir suffisamment d'activité biologique
pour se développer, malgreé la présence de I'antibiotique ;

v Ladéfense altruiste : Des bactéries trés résistantes sont capables de synthétiser ’indole
en tres grande quantité pour subvenir aux besoins des bactéries sensibles. Ce composé
organique posséde une double fonction de résistance : efflux des antibiotiques et
activation d’une voie métabolique empéchant la synthese de radicaux libres qui peut
étre favorisée par I’antibiotique ;

v Les biofilms accidentellement et anormalement devenus pathogenes sont souvent
tres résistants et notamment antibiorésistants : Cette résistance accrue est acquise
par plusieurs moyens et, en particulier, par le phénomeéne de "conjugaison" qui opére

une mutation des génes bactériens a l'intérieur du biofilm.
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+» Résistance aux béta-lactamines

v Résistance par production d’enzymes :

Chez les bactéries normalement sensibles aux béta-lactamines, il s’agit du mécanisme de
résistance le plus important. Les béta-lactamases sont des enzymes capables d’hydrolyser les
antibiotiques en ouvrant les cycles beta-lactames. Ceci va conduire a la production de dérivés
inactifs. Le support génétique des béta-lactamases peut étre chromosomique ou plasmique.

La classification des béta-lactamases la plus utilisée est celle de Richmond et Sykes.
Schematiquement, les béta-lactamases peuvent étre individualisées en Pénicillinases et

Céphalosporinases.

o Les pénicillinases :

Elles hydrolysent préférentiellement les penicillines. Les génes codant pour les
pénicillines sont portés essentiellement par les plasmides. Ces pénicillinases sont fabriquées en
permanence par la bactérie en absence de tout indicateur sauf celle de Staphylococcus aureus.
Il existe une tres grande variété de pénicillinases : TEM, SHV et PSE. L’enzyme de type TEM
est retrouvée chez les entérobactéries, les Haemophilus, les Neisseria, les Pasterella, les
Pseudomonas. Elle inactive les Aminopénicillines, les Carboxypénicillines, les
Ureidopénicillines. Ces béta-lactamases sont inhibées par les inhibiteurs de béta-lactamases
comme ’acide clavulanique et le Tazobactam. Une augmentation importante de la production
de béta-lactamases peut étre responsable de la résistance aux inhibiteurs de béta-lactamases.
Ces béta-lactamases résistantes aux inhibiteurs de béta-lactamases sont appélées IRT (Inhibitor
Resistant TEM). Comme les IRT, les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) derivent par
mutations ponctuelles de béta-lactamases déja connues, essentiellement TEM ou SHV. Les
BLSE peuvent étre retrouvées chez toutes les entérobactéries mais plus particulierement chez

Klebsiella pneumoniae.

o Les Céphalosporinases :

Elles sont généralement chromosomique et inductibles. Elles sont codées par un gene
appelé AMPc et hydrolysent préférentiellement les CSP I. La résistance naturelle vis-a-vis de
la céfoxitine est la conséquence de I’induction trés importante de la céphalosporinase par cet
antibiotique. La production normalement inductible de ces céphalosporinases est sous le
contréle de différent génes qui, s’ils sont mutés, vont aboutir a une hyperproduction spontanée
de niveaux variables de la céphalosporinase. Une fois hyperproduites, elles peuvent hydrolyser

les CSP 1l et entrainer la résistance a ces antibiotiques. Actuellement 20% des Enterobacter
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produisent constitutivement une céphalosporinase et sont résistantes aux CSP I11. Depuis 1990,
des céphalosporinases codées par des genes plasmidiques ont été décrites. Parmi celle-ci, il y a
MIR-1 et CMY-2.

o Lesamidases :
Elles hydrolysent la chaine latérale des béta-lactamines et libérent ’acide-amino-7
céphalosporinique dans le cas des céphalosporines et de I’acide 6-pénicillanique dans le cas des

pénicillines.

o Les estérases :

Ces enzymes coupent la chaine latérale des céphalosporines, les rendent inactifs.

v Résistance non enzymatique aux béta-lactamines :

Les mécanismes de résistance non enzymatique s’opposent aux mécanismes de résistance
enzymatiques liés a la production de béta-lactamases. Chez les germes a Gram négatifs, la
structure particuliere de ces germes confére un ensemble de mécanismes biochimiques de

résistance aux béta-lactamines.

Tableau Il11: Mécanismes de résistances non enzymatiques aux béta-lactamines chez les

germes a Gram négatif

Modification des porines ou de Entérobactéries (Eschérichia coli, Escherichia cloacae,

proteins de la membrane externe  Salmonella, Serratia) Pseudomonas Haemophilus
Gonocoque

Modification des PLP Escherichia  coli, Pseudomonas  Haemophilus
Gonocoque

o Role de la perméabilité dans la resistance des germes a Gram négatif aux béta-
lactamines :

La pénétration des béta-lactamines, molécules hydrophiles, a travers la membrane externe
constituée de phospholipides, s’effectue a travers les porines qui sont les canaux protéiques
remplis d’eau. La sensibilité¢ aux antibiotiques dépend du nombre de porines fonctionnelles.
Chez E. coli, la relation entre les porines et les béta-lactamines a été la mieux étudiée. Deux
types de porines sont présents chez E. coli (OmpC et OmpF). Chez les mutants OmpC-, la
pénétration des béta-lactamines n’est pas diminuée, car le diamétre de la porine OmpF est
suffisamment large. Au contraire, I’absence de OmpF s’accompagne d’une résistance a la

cefoxitine (4 fois la CMI) sans modification de la CMI pour la céfaloridine. Ces résultats

24



témoignent d’un passage préférentiel des béta-lactamines a travers la porine OmpF, car plus
large. Quant aux mutants OmpC- et OmpF-, leur CMI est augmenté d’une maniére trés

importante.

o Roéle des PLP dans la résistance de germes a Gram négatif aux béta-
lactamines :

L’efficacité des béta-lactamines est liée a leur capacité de se fixer aux PLP. La liaison
(antibiotique/cible) est liée a la structure de la cible. Diverses mutations peuvent entrainer des
modifications diminuant I’efficacité de 1’antibiotique. L altération des PLP n’a été que rarement
démontrée chez les germes a Gram négatif. Le réle des PLP dans la résistance chez les mutants
intrinséques a été mis en évidence chez les mutants d’E. coli qui avaient une résistance
augmentée au Mécillinam et a I’ Imipénéme due a une diminution de 1’affinité des PLP-2 pour
les antibiotiques, alors que les mutations touchant la PLP-3 s’accompagnaient d’une résistance

vis-a-vis des céphalosporines.

v Autres mécanismes de résistance aux béta-lactamines

Tolérance bactérienne : Une bactérie est dite tolérante lorsqu’ayant conservé la méme
sensibilité (méme CMI) vis-a-vis d’un antibiotique bactéricide, il existe une augmentation
considérable de la CMB avec un rapport : CMB/CMI supérieur a 32. L’effet bactériostatique
persiste, alors que I’effet bactéricide de 1’antibiotique disparait. L’absence d’activation du
systeme lytique normalement activé par I’antibiotique explique ce phénomene. Ce phénomene
est surtout marqueé pour les béta-lactamines vis-a-vis des Streptocoques.

Persistance de la résistance : On observe une persistance du germe in vivo en présence
de ’antibiotique. Ceci s’explique par une perte ou une diminution structurelle ou fonctionnelle
d’un géne avec pour conséquence une modification du métabolisme bactérien. Ce phénoméne

a été observé avec les béta-lactamines mais, également, avec les autres antibiotiques.

R/

% Résistance aux aminosides
v Altération de la cible

Le changement d’un seul acide aminé dans une protéine ribosomale entraine une
diminution de I’affinité du ribosome pour un antibiotique. Ces mutants résistants ne constituent
pas un probléme en thérapeutique : ils sont rares en clinique et impliquent, pour la plupart des
mutations multiples pour atteindre un haut niveau de résistance. Et enfin, du fait de I’absence
de chevauchement des sites de fixation de divers aminosides sur les ribosomes, ils ne présentent

pas une résistance croisée envers les autres membres de la famille.
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v Modification du transport de I’antibiotique

La pénétration des aminosides dans les bactéries est un phénomene de diffusion passive
atravers les porines de la membrane externe et le transport actif requérant de 1’énergie au niveau
de la membrane interne. Les CMI sont faiblement augmentees et ce type de résistance est de
détection délicate. Les mutations qui affectent le systéme actif de transport entrainent une

diminution de I’accumulation d’antibiotiques dans la cellule.

v Détoxication enzymatique des antibiotiques

La modification enzymatique des aminosides médiée par les plasmides constitue le
mécanisme de résistance a ces antibiotiques le plus fréquemment rencontré en clinique. C’est
ce troisiétme mécanisme d’origine plasmidique prédominant chez I’entérocoque qui est
responsable de 1’apparition de souches hautement résistantes aux aminosides. Ces enzymes
classées en trois catégories en fonction de la réaction qu’elles catalysent (nucléotidation,

phosphorylation, cétylation) sont nommées en fonction de leurs substrats.

% Résistance aux macrolides et apparentes
Une des caractéristiques des bacilles a Gram négatif est d’€tre résistant spontanément aux
macrolides et aux substances apparentées. Chez les autres especes bactériennes, la résistance
acquise est due a des plasmides qui codent pour la sécrétion d’une méthylase qui elle-méme va
induire I’altération du RNA ribosomal 23S. L’existence de mutants chromosomiques résistants

a été prouvée.

% Reésistance aux sulfamides et au trimethoprime
Le mécanisme le plus souvent décrit ici concerne la cible de 1’antibiotique. Celle-Ci est
substituée et n’est donc plus reconnue par I’antibiotique. L’autre mécanisme mis en évidence
au cours de la résistance aux sulfamides et au triméthoprime concerne la perméabilité de la

bactérie a ces molécules.

% Reésistance aux quinolones
Les quinolones sont des produits de synthése. La résistance aux quinolones est presque
toujours de valeur chromosomique. Il s’agit d’une mutation dont la traduction sera soit une
diminution de la perméabilité a 1’antibiotique, soit une modification de la cible par altération

d’une sous-unité de la gyrase.
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% Résistance aux glycopeptides
La résistance aux glycopeptides est due a la production de précurseurs de la paroi
modifiés (terminés par D-alanyl-D-lactate ou D-alanyl-D-sérine) et a 1’élimination des
précurseurs naturels de haute affinité (terminés par D-Ala-D-Ala) (Courvalin, 2006). Cette
modification de cible résulte de la coopération de plusieurs génes organisés en opéron codant
pour I’ensemble des enzymes nécessaires a la reprogrammation du peptidoglycane (Courvalin,
2006 ; Depardieu et al., 2007). Le changement porte sur 1’extrémité du précurseur et fait

disparaitre une liaison hydrogéne essentielle (Walsh, 2000).

1.2.3. Evolution des bactéries résistantes aux antibiotiques

Les différents modes d’acquisition des résistances donnent une idée de la fréquence de
leurs apparitions ainsi que des activités qui les favorisent. L’acquisition de la résistance par le
transfert des génes est celle qui présente la fréquence la plus élevée. Les résistances
bactériennes acquises par mutation chromosomique concernent 10 a 20% des souches isolées
en clinique (Courvalin et al., 2001). La combinaison de ces deux modes se traduit par une

augmentation de la fréquence des résistances.

1.2.3.1. Cas de Salmonella Typhi

Le chloramphénicol a été utilisé avec succes dés 1948, mais des résistances sont apparues
au cours des années 1970 (Rowe et al., 1997). L’ampicilline et le cotrimoxazole ont alors été
utilisés en premicre intention jusqu’a I’apparition rapide de résistance dés les années 1970-
1980. Actuellement les fluoroquinolones sont utilisées en premiere intention chez 1’adulte par
voie orale si possible : ciprofloxacine ou ofloxacine en comprimés pendant 8 a 10 jours. Mais
en 1992, des cas de résistance aux fluoroquinolones sont apparues aux Royaume-Unis
(Threlfall et al., 1999).

Certaines souches de S. Typhi sensibles a la ciprofloxacine d’aprés 1’antibiogramme
classique mais résistantes a 1’acide nalidixique, répondent mal au traitement avec risque d’échec
clinique accru, d’ou I’importance de tester systématiquement la sensibilité a I’acide nalidixique
(Aubry, 2012). Les principales alternatives sont alors les céphalosporines de troisieme
génération (C3QG) et I’azythromycine. La ceftriaxone (C3G) en intraveineuse peut étre utilisée,
en premicre intention chez 1’enfant mais son efficacité est inférieure a celle des

fluoroquinolones (Weill, 2010).
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1.2.3.2. Cas de Staphylococcus aureus

Certains auteurs ont observé une augmentation rapide de la fréquence d’apparition des
Staphylococcus aureus producteurs de la pénicillinase des les années 1945 (Barber, 1947;
Medeiros, 1997; Bush, 2004).

D’un pourcentage d’apparition de moins de 10% en 1945, cette valeur atteint environ
80% en 1955. Du fait de I’inefficacité des pénicillines sur les Staphylococcus aureus, d’autres
familles d’antibiotiques ont dii étre utilisées. Par conséquent, a c6té de I’acquisition de cette
résistance aux pénicillines, ces souches de Staphylococcus aureus ont acquis de nouvelles
résistances aux antibiotiques, et sont devenues progressivement des souches multirésistantes.
L’acquisition de ces résistances mixtes par ces souches déja résistantes aux pénicillines a été
mise en évidence par Tankovic (1997) dans ses travaux a I’h6pital Henri Mondor sur la période
de 1969 a 1995. Toujours par le méme principe, on observe des fréquences d’apparition de ces
types de résistances de plus en plus élevées dans le temps. Le taux de résistance de cette bactérie
(déja résistante aux pénicillines) aux autres familles d’antibiotiques tels que les cyclines, les
aminosides et les quinolones augmente également et atteint des valeurs proches de 100% sur
cette période. On notera que ces résistances croisées sont apparues progressivement avec
I’'usage d’autres antibiotiques pour le traitement des infections aux Staphylococcus aureus. La
bactérie n’a fait que s’adapter aux nouveaux types de traitement par 1’addition des résistances.
L’addition des résistances des bactéries est de plus en plus observée et ce phénoméne constitue

une véritable inquiétude.

1.2.4. Causes probables de la résistance aux antibiotiques
La résistance aux antibiotiques résulte d'une évolution par sélection naturelle. Les
antibiotiques exercent une pression sélective tres forte en éliminant les bactéries sensibles. Les
bactéries, présentant une mutation leur permettant de survivre en présence des antibiotiques,
continuent a se reproduire et peuvent transmettre a leur descendance leurs génes de résistance.
Ainsi, elles peuvent produire une génération de bactéries pleinement ou majoritairement
résistantes.
Diverses causes peuvent étre a 1’origine de cette résistance aux antibiotiques sans cesse
croissante. L’on peut citer notamment :
v L'utilisation massive des antibiotiques par I'Homme : en effet, 1’'usage excessif de
certaines molécules, telles que les antibiotiques, constitue évidemment un facteur de
pression considérable sur 1’écologie bactérienne. De plus, dans certains cas, I'utilisation

fréquente d’un antibiotique favorise 1’augmentation de la résistance d’un agent
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pathogene a cette molécule (par exemple : pénicilline et Streptococcus pneumoniae)
(Martinez, 2009).

v' Les diagnostics incorrects suivis d’antibiothérapie : les prescriptions abusives ou de
précaution et 1’automédication constituent d’autres facteurs de risque. En effet, la
prescription d’un antibiotique a défaut de toutes les autres classes d’antibiotiques a des
répercussions non seulement sur la personne & qui il est prescrit, mais aussi sur
I’ensemble de la population, puisqu’une espece bactérienne pourrait en étre affectée et
se propager chez d’autres personnes (Weiss, 2002).

v La densité de la population ainsi que les voyages semblent également jouer un réle. En
effet, ils permettent une dissémination plus rapide d’un clone résistant (Weiss, 2002).

v L'utilisation des antibiotiques dans le monde animal par des éleveurs pour augmenter la
productivité ou pour lutter contre les bactéries, est a I’origine de certains problemes de
résistance bactérienne aux antibiotiques chez ’homme (Bager et Helmuth, 2001;
Weiss, 2002; Djordjevic et al., 2013). Une étude conduite par Norajit et Ryu (2012)
sur 88 souches de Salmonella isolées de 300 produits de la viande (bceuf cru, viande de
poulet et nourritures de rue) de la ville de Kuala Lumpur, il ressort que 73.8% étaient
résistants a la tétracycline, 63.6% aux sulfonamides, 57.9% a la streptomycine et 44.3%
a I’acide nalidixique. Ces statistiques inquiétantes indiquent la nécessité d’approfondir

des travaux de recherche sur ce micro-organisme résistant.

1.2.5. Prévention de la résistance aux antibiotiques

Pour les médecins, 1’apparition d’un réservoir de génes de résistance transférables a des
bactéries pathogeénes pour I’homme ou bien la possible transmission de bactéries
multirésistantes directement de I’animal a 1’homme (zoonose) représentent une menace
sérieuse. Pour les vétérinaires, la dissémination de ’antibiorésistance rend la thérapeutique
classique moins efficace. Wise (1998) estime que 40 a 80% des antibiotiques sont utilisés a des
fins pouvant étre remises en cause. Le controle de I’apparition de nouvelles souches résistantes
doit étre pris en compte tant pour les consequences possibles en santé publique que pour
I’efficacité des traitements antibiotiques.

Le développement de 1’antibiorésistance provient du fait méme de [’utilisation des
antibiotiques mais certaines pratiques favorisent sa progression. C’est le cas de 1’utilisation des
antibiotiques alors que ce n’est pas nécessaire (par exemple, lors d’affections virales non
surinfectées) ou de leur utilisation a des doses sub-efficaces (Thomas et al., 1998; Li et al.,
1999).
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La limitation de I’expansion de la résistance bactérienne passe par une limitation et une
meilleure utilisation des antibiotiques. Plusieurs actions sont possibles : limiter 1’utilisation des

antibiotiques et faire un meilleur usage des antibiotiques.
1.2.5.1. Limiter ’utilisation des antibiotiques

v' Eduquer les éleveurs et les propriétaires

11 est nécessaire d’informer les personnes susceptibles d’administrer des antibiotiques aux
animaux. Leur utilisation, sans raison clinique, ne peut conduire qu’a des schémas
thérapeutiques inadéquats. L’accent doit étre mis sur les dangers d’une mauvaise utilisation :
que ce soit pour la progression de 1’antibiorésistance ou pour les effets secondaires ou la

toxicité.

v Favoriser I’hygiéne et de bonnes conditions d’élevage
Une meilleure hygiéne et des méthodes d’élevages controlées permettent de réduire le
nombre d’infections et donc de traitements antibiotiques. De plus, une bonne hygiene limitera

la dissémination des bactéries résistantes.

v" Favoriser la vaccination
Le recours a la vaccination, lorsqu’elle est possible, doit étre encouragé. La diminution

de maladies virales permet d’éviter les surinfections bactériennes.

v’ Essayer d’éradiquer certaines maladies
En éradiquant certaines maladies virales favorisant les surinfections bactériennes ou les

maladies débilitantes, on limitera I’ utilisation des antibiotiques.

1.2.5.2. Faire un meilleur usage des antibiotiques
Lorsqu’il n’est pas possible d’éviter I’usage des antibiotiques, leur utilisation doit se faire

dans la mesure du possible en suivant certaines régles (AVMA, 2000).

v' Optimiser le schéma thérapeutique

Si la CMI permet une bonne évaluation de 1’évolution de la résistance bactérienne au
cours du temps, sa connaissance seule ne permet pas la meilleure adaptation possible de la
posologie a la bactérie en cause dans une infection.

A T’heure actuelle, les progres de la pharmacocinétique (PK) et de la pharmacodynamie
(PD) ont permis la détermination d’indices ayant pour but de prédire 1’efficacité d’un schéma

posologique et sa capacité a limiter I’apparition de résistance. Ces indices sont développés plus

30



spécialement en médecine humaine mais les bases théoriques sont identiques pour la médecine

vétérinaire (Sanchez-Navarro, 1999).

v/ Minimiser les contaminations de I’environnement
En minimisant les contaminations environnementales en antibiotiques, on limite la
possibilité de laisser en présence de bactéries des antibiotiques a des concentrations sub-

efficaces.

v Etablir une banque de données

La conservation de données sur le malade, la thérapeutique, la souche bactérienne...
permettent la réalisation d’études rétrospectives ayant pour but d’améliorer encore I’adaptation
des schémas posologiques.

Malgré l'importance des antibiotiques et leur utilité dans le traitement de diverses
maladies infectieuses, plusieurs obstacles se sont manifestés a leur égard : la résistance, la multi-
résistance, leur toxicité a I’exemple des réactions allergiques (Ahmad et al., 1998), ainsi que
dans certains cas leur col(t élevé surtout pour les pays en voie de développement. En
conséquence, tout ceci a poussé un grand nombre de personnes a se détourner de ces traitements
pour se diriger vers des médicaments alternatifs procurés par la nature, il s’agit notamment des

plantes médicinales (Clark, 1996).

1.3. UTILISATION DES PLANTES MEDICINALES DANS LA LUTTE CONTRE LES
BACTERIES PATHOGENES

La médecine traditionnelle, aussi qualifiée de médecine complémentaire, alternative, non
conventionnelle ou encore paralléle existe depuis des millénaires. Son apport dans la prise en
charge des pathologies est reconnu. Aujourd’hui, cette médecine reste toujours trées utilisée dans
les pays en developpement du fait de 1’insuffisance et donc inaccessibilité des centres de santé
modernes pour les populations des campagnes isolées mais également du fait du codt plus élevé
de la prise en charge d’un patient par la médecine moderne (Ahorlu, 1997). Selon une étude
réalisée au Ghana (Afrique de 1’Ouest), le traitement du paludisme par les plantes médicinales
est trois fois moins onéreux qu’une automédication par achat direct en pharmacie sans
ordonnance et seize fois moins onéreux qu’un traitement thérapeutique aprés consultation
(Ahorlu, 1997).
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Les plantes représentent la matiere premieére la plus exploitée dans la médecine
traditionnelle. Elles sont utilisées entierement ou en partie (un organe précis) pour leurs
propriétés thérapeutiques en santé humaine ou animale. Si ces « anciennes » pratiques ont
continu¢ a exister jusqu’aujourd’hui malgré la présence dominante de la médecine « moderne
», ¢’est parce qu’elles enregistrent des succes thérapeutiques. C’est ainsi que I’OMS a mis en
évidence leur efficacité a partir de 50 Essais Thérapeutiques Randomisés (ETR) issus des
travaux de différents auteurs publiés par « Therapeutics_letter », (WHO, 2002).

Il arrive que certains patients aient recourt aux plantes médicinales (médecine
traditionnelle) soit aprés une série d’échecs thérapeutiques avec la médecine moderne ou dans
les cas ou la médecine moderne se trouve dans une position d’impuissance (Anderson et al.,
1993; Ostrow et al., 1997; WHO, 2002). Selon cette étude présentée par I’OMS, 78% des
personnes porteuses du VIH combinent médecine moderne et traditionnelle (Anderson et al.,
1993; Ostrow et al., 1997; WHO, 2002).

On note toujours, dans la méme étude, que cette médecine complémentaire est exploitée

par 40% de la population générale des adultes.

1.3.1. Le potentiel antimicrobien des plantes médicinales

Les plantes sont des organismes vivants qui utilisent la matiére minérale et I’énergie du
soleil pour produire de la matiere organique. Ce processus permet a la plante de synthétiser
dans une premiére étape des hydrates de carbones (les glucides) (Bruneton, 2009; Dewick,
2011). Ces glucides de faibles poids moléculaires (oses) sont utilisés pour la synthése de
métabolites primaires nécessaires pour la survie. Il s’agit de glucides complexes (1’amidon, la
cellulose, les pectines etc.), des acides aminés (pour la synthése de protéines) et d’acides gras.
Ces métabolites primaires sont exploités par I’homme et les animaux pour leur alimentation et
apports énergétiques. Par ailleurs, I’homme les utilise également dans le domaine médical pour
la fabrication d’excipients tels que : les oses édulcorants, les polysaccharides dans la fabrication
des comprimés ou encore pour 1’obtention d’émulsions et autres. Certains de ces métabolites
primaires servent aussi de molécules thérapeutiques. A partir des oses et des métabolites
primaires, la plante synthétise une grande variété de métabolites dits secondaires, plus
complexes.

Aujourd’hui, plusieurs de ces phytomolécules ont déja été décrites, cependant un grand
nombre reste encore mal connu et non caractérisé. Ces composés constituent les principes actifs
des plantes médicinales exploités dans la médecine traditionnelle. En se basant sur leurs

structures chimiques, ces phytomolécules issues des métabolites secondaires sont classées en
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quatre grands groupes chimiques : composés phenoliques, alcaloides, terpénes et autres

constituants (dérivés simples des métabolites primaires).

1.3.1.1. Les composeés phénoliques

Les composés phénoliques regroupent un grand nombre de substances chimiques qui
possedent au moins un noyau aromatique. Ce noyau porte une ou plusieurs fonctions alcool
(groupement hydroxyle). Les phytomolécules phénoliques ont des structures allant des plus
simples (acide gallique) aux plus complexes (les tannins). Les composés phénoliques possédent
de nombreuses activités biologiques dont des activités antimicrobiennes (Xiang et al., 2008;
Jainkittivong et al., 2009; Rivera et al., 2011; Basli et al., 2012).

On peut classer les polyphénols en fonction de leur voie de biosynthése. On distingue
ainsi les phénols simples, les coumarines, les stilbénes, les flavonoides, les saponines, les
lignanes, les quinones et les tannins. Les tannins ont une action antibactérienne puissante leur
permettant d’inhiber la croissance des bactéries ruminales (dont certaines sont sporogenes)
comme Clostridium aminophilum, Butyvibrio fibrisolvans, C. proteoclasterium (Leitao et al.,
2013), ainsi que les bactéries responsables de différentes infections chez I’homme : Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis. L’inhibition bactérienne
par les tannins est dépendante de la structure et du degré de polymérisation de ces derniers,

mais ceci n’est pas toujours le cas (Sivakumaran et al., 2004).

1.3.1.2. Les terpenes ou terpénoides

Les terpénes sont des huiles essentielles de nombreuses plantes. lls sont volatils et
constituent la résine et les essences des plantes. C’est le cas de 1’essence de térébenthine isolée
a partir de la résine de pin. Sur le plan structural, les terpénes sont des dérivés de 1’isopréne
(CsHg). Leur nomenclature et leur classification se font en fonction du nombre d’unités
isopréniques qui constituent la molécule. Des activités antimicrobiennes des terpénoides ont été
mises en évidence (Oussou et al., 2004; Bourkhiss et al., 2007; Goetz et Ghedira, 2012). On

les classes en monoterpénes, sesquiterpénes, diterpenes, triterpenes et caroténoides.

1.3.1.3. Les alcaloides

Les alcaloides représentent une vaste famille de composés chimiques dont la structure
comporte au moins un hétérocycle azoté. Ce sont des composés qui présentent plusieurs
activités pharmacologiques telles qu’analgésique (la morphine), antimicrobienne (imidazole,
chloroquine, quinine), anticancéreux (vinblastine, vincristine). Ce sont des précurseurs de

nombreux médicaments. On les divise en sous-groupes structuraux que sont les tropanes, les
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pyrrolizidines, les pyridines, les tropolones, les isoquinoléines, les indoles, les purines, les
imidazoles et les alcamines.

Leurs structures moléculaires sont complexes, plus ou moins basiques et douées des
propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose. Ils constituent un des groupes de
métabolites secondaires contenant plus de 10000 a 12000 différentes structures (Stockigt et al.,
2002).

Les alcaloides sont connus comme doues de propriétés antimicrobiennes (Faizi et al.,
2003). Le mecanisme d'action des alcaloides est attribué a leur capacité a s'intercaler avec
I'ADN.

1.3.2. Les plantes médicinales utilisées au Cameroun

Au Cameroun, il y a une grande tradition en ce qui concerne l'usage de la médecine
traditionnelle pour traiter différentes maladies. Beaucoup de travaux ont été faits sur I'usage
traditionnel de plantes médicinales au Cameroun. Par exemple, Kébou (1993) a listé les plantes
médicinales utilisées par les populations de Foto dans la subdivision de la Menoua (région
Ouest) ; Betti (2002) a cité les plantes médicinales vendues dans les marchés de la ville de
Yaoundé et ; Betti et Lejoly (2009) ont décrit les plantes médicinales utilisées par les méres de
famille dans la réserve de la biosphere du Dja. Tsobou et al., (2013) ont relevé qu’un
impressionnant nombre d'espéces végétales était utilisé pour le traitement traditionnel de la
fievre typhoide dans le Département de Bamboutos de la Région Ouest du Cameroun. Un total
de 59 plantes médicinales appartenant a 56 genres et 33 familles ont été enregistrées pendant
leur étude. Les familles les plus utilisées étaient : Asteraceae, Fabaceae, Bignoniaceae et

Malvaceae.
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Tableau I'V: Liste des plantes médicinales utilisées contre les infections dues a S. Typhi and S.

aureus au Cameroun

Nom Famille Nom Partie  Plantes Méthode de Moyen Reféren-
scientifique commun utilisée  associées preparation ces
Citrus medica  Rutaceae Cedratier Fruit Décoction Oral Mpondo
etal.,2012
Mangifera Anacardia- Andok Ecorces Citron Décoction Oral Tsobou
indica ceae (Ewondo) etal.,
Senna alata Fabaceae Datrier Feuilles macération Oral 2013
Carica papaya Caricaceae Fofo Feuilles Datrier, sel Macération,  Oral
(Ewondo) germe décoction, Ngene et
trituration al.,2015;
Bidens pilosa  Asteraceae Colé-colé Ecorces Aloes Trituration Oral Dibong
Cymbopo-gon  Poaceae Citronnelle  Feuilles Citron Décoction, Oral etal.,
citratus Ossanga Macération 2011
(Ewondo)
Alstonia Apocynaceae  Ekuk Ecorces Feuilles de Macération,  Oral
boonei (Ewondo) Nivaquine  fermentation
Panax ginseng  Araliaceae Ginseng Fruit, Kinkeliba  Infusion, Oral
racine en fruit macération
Entandrophra  Meliaceae Sapeli Ecorces Baobab, Macération,  Oral Ngene et
gma sp. blanc dattier fermentation al.,2015
Voacanga Apocynaceae  Voacanga  Feuilles Noix de Macération, Oral
africana d’Afrique Cola décoction
Annickia Annonaceae Nfol Ecorces Citrus Décoction Oral
chlorantha limon
Irvingia Irvingiaceae Andok beti Ecorces Ngongui Décoction Oral
. Angora
gabonensis (Ewondo) et al
Musanga Cecropiaceae  Asseng Ecorces Décoction Oral 2015’
cecropioides
Chromolaena  Asteraceae Kondengui  Feuilles Roi des Trituration Peau,

Agnem
odorata (Ewondo) herbes Oral tal
Erigeron Asteraceae Vien Feuilles Frottement Peau zoii’
floribundus nguim dans I’eau

chaude

1.3.2.1. Cas d’Annickia chlorantha

% Systématique

Elle se présente de la maniére suivante :

- Regne : Plantae ;

- Classe : Angiospermes ;
- Ordre : Magnoliales ;

- Famille : Annonaceae;
- Genre : Annickia ;

- Espeéce : Chlorantha ;

- Nom commun : Nfol
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% Utilisations traditionnelles et propriétés biologiques

L'écorce de la tige, qui est ameére, est utilisée en médecine traditionnelle comme un
antimicrobien et pour le traitement de la jaunisse, des fievres, de la tuberculose, des
vomissements sanglants et des infections urinaires. L'arbre est récolté pour son bois, ses fibres
et comme source de colorant. L'écorce en poudre sert en usage externe a soigner les plaies, les
ulceres ou les plaies (Burkill, 2000). Des recherches ont permis de démontrer I'action
antibactérienne de I'écorce, son activité antivirale avec un potentiel contre la fievre induite par
pyrogeénes. Le colorant jaune issu de I'écorce interne est utilisé pour colorer le coton et d'autres
fibres. L'écorce fibreuse est utilisée pour la fabrication des tapis et des chapeaux. L'écorce sert
également a fabriquer les cloisons et les portes des cabanes. Son bois jaune est brunissant a
l'exposition. Le coeur et I'aubier ne sont pas différenciés. Son bois fin, doux et facilement polis
est utilisé pour la construction de maisons, des meubles, et de la menuiserie générale (Burkill,
2000).

Annickia chlorantha contient de nombreux composés bioactifs qui justifient ses
nombreuses vertus médicinales. Le criblage phytochimique a montré la présence de saponines,
flavonoides, alcaloides, phénols, sucre réducteur et glycoside cardiaque (Adesokan et al.,
2008). Les alcaloides se révelent quantitativement plus éleves gque les autres constituants et les
flavonoides les moins. D’aprés les travaux de Dawodu et al. en 2014, les alcaloides qui sont
responsables de l'activité médicale. Le mécanisme d'action de ces phytobiomolécules est

attribué a leur capacité a s'intercaler avec I'ADN (Faizi et al., 2003).

1.3.2.2. Cas d’Irvingia gabonensis
% Systématique
Elle se présente de la maniére suivante :
- Regne : Plantae ;
- Classe : Angiospermes ;
- Ordre : Malpighiales ;
- Famille : Irvingiaceae ;
- Genre : Irvingia;
- Espeéce : gabonensis ;

- Nom commun : Andok beti
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% Utilisations traditionnelles et propriétés biologiques

Les différents usages d’lrvingia gabonensis ont été abordés par plusieurs travaux. Ainsi,
Okolo et al. (1995) rapportent que la décoction de 1’écorce de cet arbre est efficace contre les
maux de ventre et la dysenterie. Les mémes auteurs affirment aussi que des études scientifiques
ont montré I’existence de principes actifs, conférant des propriétés analgésiques a 1’écorce d’l.
gabonensis. De méme, Ndoye et al. (1994) mentionnent que la décoction de 1’écorce est aussi
efficace dans le traitement de la diarrhée et dans le sevrage des enfants.

L'analyse phytochimique qualitative a révélé la présence de tanins, saponines,
terpénoides, flavonoides, phénols, alcaloides, stérols, glycosides et anthraquinones (Efosa et
Ngozi, 2018 ; Don, 2018 ; Ekpe et al., 2019). Les tanins sont quantitativement plus élevés que
tous les autres constituants (Efosa et Ngozi, 2018 ; Don, 2018). Cependant 1’activité
antibactérienne de ces phytobiomolécules varie d’une molécule a une autre. L’évaluation de

cette activité peut se faire selon différentes méthodes.

I.4. LES METHODES D’ETUDE IN VITRO DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

11 existe plusieurs méthodes d’évaluation in vitro de 1’activité antibactérienne dont trois
sont les plus communément utilisées, car elles sont reproductibles et faciles de mise en ceuvre.
Ces trois méthodes sont les suivantes : la méthode de diffusion en milieu gélosé, la méthode de
dilution en milieu gélosé ou d’incorporation a la gélose et la méthode de dilution en milieu
liquide (Cos et al., 2006).

1.4.1. La méthode de diffusion en milieu gélosé
Elle est généralement utilisée pour 1’évaluation préliminaire in vitro de ’activité
antibactérienne et se caractérise surtout par sa rapidité et sa facilité de mise en ceuvre. Elle peut

se realiser selon des techniques différentes.

1.4.1.1. La méthode de diffusion en milieu solide par la technique des disques
Elle consiste a déposer des disques de papier Whatman N°1 stériles imprégnés d’une
quantité déterminée de la substance antibactérienne a tester, sur la surface d’un milieu de culture
solide ensemencé au préalable avec I’inoculum désire et isolé en culture pure. Apres incubation
dans les conditions optimales de croissance de la bactérie, une zone d’inhibition de croissance

autour du disque est observée si le germe est sensible a I’antibactérien testé.
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1.4.1.2. La méthode de diffusion en milieu solide par la technique des puits

Elle consiste a creuser de maniére aseptique des puits de quelques millimétres de diameétre
dans la gélose. L’ensemencement des souches est effectué par inondation avec une suspension
de bactéries préalablement préparée. Apres I’initiation de la croissance du germe, on introduit
dans les puits une quantité définie de la substance a tester qu’on laisse diffuser pendant le temps
d’incubation. A la fin de I’incubation, on observe la croissance et on mesure le diametre

d’inhibition des germes sensibles.

1.4.1.3. La méthode de dilution en milieu gélosé ou d’incorporation a la gélose

La dilution en milieu gélosé consiste en ’incorporation de la substance antibactérienne a
tester dans un milieu gélosé & des concentrations variables, en genéral une dilution de
progression géométrique 2. Par la suite I’inoculum bactérien est ensemencé a la surface de la
gélose de la boite. Ces résultats sont souvent considérés comme les plus fiables pour la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’une substance antibactérienne.
L’un des grands avantages de cette méthode est la capacité de tester plusieurs bactéries sur la
méme boite de gélose et au méme moment (I’exception est faite pour des bactéries

envahissantes).

1.4.2. La méthode de dilution en milieu liquide

La méthode de dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension
bactérienne (a une concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des
concentrations variables d’une substance antibactérienne (habituellement des dilutions de
progression géométrique 2) dans un milieu liquide de composition prédéfinie. La méthode de
dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2 mL
(macro-dilution) ou dans de plus petits volumes a I’aide de plaques a micro-cupules (micro-
dilution). Apres incubation dans les conditions optimales, on observe la croissance du germe
dans les micro-cupules ou tubes a essai et ce a travers la turbidité du milieu. La plus petite
concentration qui empéche une croissance visible du microorganisme est définie comme la
concentration minimale inhibitrice (CMI). L’un des désavantages de cette méthode est que
’achat de I’équipement et des gammes d’antibactériens peuvent étre colteux et de ce fait, cette

méthodologie peut ne pas étre réalisable dans certains laboratoires.

1.4.3. La bioautographie
La bioautographie est une méthode de screening microbiologique communément utilisée

pour la détection d’activités antimicrobiennes. Par le screening, il est possible de mesurer la
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présence ou I’absence d’une activité biologique recherchée. Cette activité peut se référer a un
effet, antibactérien, antifongique, antitumoral ou encore antiprotozoaire. Elle est plus sensible
que les autres méthodes et peut étre utilisée pour tester des produits naturels polaires et non
polaires (Ben Nasr, 2017).

1.4.4. Technique de micro-atmosphere

Elle consiste a adapter un disque de papier filtre imprégné d'HE au centre du cercle d'une
boite de Pétrie, sans que I'HE entre en contacte avec la gélose ensemencée par les
microorganismes. La boite est hermétiquement fermée. Il se produit une évaporation des
substances volatiles dans I'enceinte de la boite et les cellules sensibles de I'inoculum (Ferhat,
2009).

Cette méthode ne quantifie pas l'activité antimicrobienne réelle des HE, elle montre
seulement l'activité des constituants volatiles a la température d'incubation. On considére que
I'espace occupé par l'air est trés petite (le disque imprégné d'HE est prés d'environ 5mm de la
surface de I'agar) et ne permet pas de mesurer la concentration des vapeurs de I'HE, c'est pour
cette raison qu'on emploi une boite en verre hermétiquement clos d'un volume d‘air de un litre
(Ferhat, 2009).

I.5. IDENTIFICATION DES GENES CODANT POUR LA RESISTANCE AUX
ANTIBIOTIQUES PAR PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

La mise en évidence des genes qui conferent la résistance aux antibiotiques se fait
principalement par amplification d’un fragment d’ADN cible en utilisant la technique de «
Polymerase Chain Reaction » (PCR). La PCR a été décrite en 1986 par Karry Mullis. Son
principe est basé sur I’amplification d’une séquence d’ADN spécifique a 1’aide d’une enzyme
(ADN polymérase) afin d'obtenir une quantité de matériel génétique suffisante permettant sa
détection (Rahman et al., 2013).

1.5.1. Principe de PCR

La PCR peut étre considéré comme une version simplifiée du processus de réplication de
I'ADN qui se produit au cours de la division cellulaire. La PCR de base se compose de trois
étapes : la dénaturation thermique de 1'ADN cible, I’hybridation des amorces
oligonucléotidiques de synthese, et I'extension des amorces hybridées par une polymérase
d’ADN (Hennekinne, 2010).
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1.5.2. Protocole de PCR
Chaque cycle est constitué de cing (05) étapes (Wang et al., 2008) :
% La pré-dénaturation
C’est une étape de chauffage (20 a 15 min a 95°C) permettant de dérouler I’ADN matériel
double brin en cassant les structures secondaires, d’homogénéiser le milieu réactionnel par
agitation thermique et de dénaturer des enzymes autres que la Tagq polymérase qui pourraient
se trouver dans la solution ;
% Denaturation
Elle s’effectue entre 94°C et 95°C (Température de dénaturation) et dure environ une
minute. A cette température, les liaisons hydrogénes ne peuvent plus se maintenir et I’ADN
matériel double brin se dénature en simple brin (monocaténaire) ;
% Hybridation
Cette étape se déroule a une température comprise entre 40°C et 70°C (en fonction du
pourcentage en GC de I’ADN) dite température d’hybridation des amorces. Durant cette étape
les amorces vont s’hybrider de maniéeres spécifiques aux extrémités 5° et 3” de la séquence
d’ADN cible. Plus cette température est €levée, plus elle est sélective.
% Extension des amorces
La Taq polymérase qui se fixe aux extrémités des amorces pour démarrer la
réplication, favorisant ainsi 1’¢longation des amorces le long des brins d’ADN. La Taq
polymérase est une enzyme extraite de la bactérie thermophile, « Thermus aquaticus » qui a la
particularité de synthétiser I’ADN a une température superieure a 75°C ; contrairement a la
plupart des ADN polymérases qui agissent a 37°C et surtout de rester stable a ces températures.
% Extension terminale
Le dernier cycle est suivi d’une phase d’extension terminale 10 minutes permettant

I’¢élongation des amorces restantes dans le milieu réactionnel.

1.5.3. Composition du mélange réactionnel

La PCR est réalisee dans un mélange réactionnel qui comprend : la Taq polymérase qui
est I’enzyme d’amplification, le chlorure de magnésium (MgCl2) qui sert de cofacteur de
I’enzyme, un couple d’amorces du gene a amplifier, I’eau de PCR, le DMSO ou solution Q 5X,
le tampon de PCR 10X et les quatre dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) qui fournissent des
nucléotides et de I’énergie nécessaire pour I’amplification de I’ADN. Ces derniers sont en exces

dans le milieu réactionnel (Rahman et al., 2013).
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1.5.4. Révélation des produits de PCR par électrophorése sur gel d’agarose

La détection et ’analyse des produits PCR peuvent trés rapidement étre réalisées par
¢lectrophorése sur gel d’agarose. L’électrophorése sur gel d’agarose est une méthode de
séparation des macromolécules en fonction de leur taille, de leur charge électrique et d’autres

propriétés physiques.

1.5.5. Limites et risques de la réaction PCR

Malgre sa spécificité et sa sensibilité raisonnable, la PCR souffre de quelques problémes
limitant son utilisation a large échelle entre autre : Les amorces dont la séquence doit étre
complémentaire aux régions flanquantes du segment a amplifier. La composition du mélange
réactionnelle doit étre préparée et évaluée avant le début de I’analyse, car la PCR bien que aisée
requiere une minutie extréme. Le risque majeur de la PCR est la contamination ; ce dernier
constitue un sérieux handicap pour 1’application de la PCR comme technique de routine, d’ou
I’intérét de procéder délicatement a la réalisation de I’amplification et d’y inclure des témoins
positifs et négatifs. Afin de minimiser les risques d’obtention de résultats faussement positifs,
des précautions rigoureuses doivent étre prises : Les échanges de matériel entre les deux salles
sont & éviter, de méme que le port d’une blouse et de gants pour chaque manipulation est
obligatoire (O’Sullivan et al., 2011). La technique de la PCR a été largement appliquée pour
la détection rapide des especes de staphylocoques. Le gain de temps par rapport aux techniques
d’identification traditionnelles est considérable, est quelques heures au lieu de 3 jours. La
technique ne cesse de s’affiner avec le temps afin de permettre une détection et une

identification efficiente des Staphylocoques (Corrigan et al., 2012).

1.5.6. Différents types de PCR
On distingue deux types de PCR :

v" LaPCR en point final ou PCR classique au cours de laquelle les produits d'amplification
sont analysés au stade terminal du processus analytique par dép6t sur un gel d'agarose
et visualisation sous la forme d'une fluorescence apres électrophorese. Cette approche
ne permet pas, toutefois, d'obtenir que des résultats qualitatifs (réponse
présence/absence de la séquence cible).

v" La PCR en temps réel ou PCR quantitative qui permet de détecter le produit de la PCR
au fur et a mesure qu'il s'accumule. L'accumulation des séquences d’ADN cibles dans le
milieu réactionnel se traduit par une augmentation d'une émission de fluorescence qui

est détectée et quantifiee en temps réel, cycle par cycle.
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11.1. MATERIEL

11.1.1. Matériel végétal

Plusieurs especes de plantes médicinales utilisées dans le traitement de la typhoide et dans
la lutte contre les infections staphylococciques ont été récoltées dans la région du centre
Cameroun durant la période allant d’ Aot 2013 a Septembre 2014. Ces plantes dont les parties
utiliseées sont présentées dans les Tableaux V et VI, ont été choisies sur la base des informations
recues aupres des tradithérapeutes et des vendeurs de plantes médicinales et des indications de

la littérature. Leur identification botanique et leur authentification ont été effectuées a I’Herbier

National du Cameroun sis a Yaoundé.

Tableau V: Plantes médicinales testées vis-a-vis de S. Typhi

N°  Nom Scientifique Partie utilisée  N° de Reférence Zone de collecte
1 Annickia chlorantia Ecorces 2133/SRF/ICAM  Mont Eloumden
2 Irvingia gabonensis Ecorces 48383/HNC Mont Eloumden
3 Chromolaena odorata Feuilles 952/SRF/ICAM Ngoa-Ekellé

4 Musanga cecropioides Ecorces 20889/SRF/CAM Mont Eloumden

Tableau VI: Plantes médicinales testées vis-a-vis de S. aureus

N° Nom Scientifique Partie utilisée  N° de Reférence Zone de collecte
1  Chromolaena odorata Feuilles 952/SRF/ICAM Ngoa-Ekellé
2  Erigeron floribundus  Feuilles 48832/HNC Ngoa-Ekellé
3  Lantana camara Feuilles 49462/HNC Ngoa-Ekellé
4 Tridax procumbens Feuilles 19444/SRFCAM  Ngoa-Ekellé

Les informations receuillis aupres des tradithérapeutes ont également permis de constater
qu’en plus d’utiliser des macérats de plante unique pour soigner la fievre typhoide, certains
utilisent des mélanges de plusieurs plantes sous forme de décoction. Ainsi, quelques unes de

ces décoctions ont été sélectionnées pour quelques tests dans cette étude. Leurs compositions

sont présentees dans le Tableau VII.
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Tableau VI11: Composition des décoctions testées vis-a-vis de S. Typhi

Décoctions Plantes utilisées Quantités
Allium cepa (Oignon) 250 ¢
N°1 Allium sativum (Ail) 2009
Citrus medica (Cedratier) 15ml
Lait non sucré 1000ml
Bidens pilosa (Colé-colé) 1,29
Ecorce d’Annickia chlorantha ( Nfol) 69,39
Ecorce d’Alstonia boonei (Ekuk) 49,99
Fruit de Picralima nitida (Ebam) 1689
N°2 Tiges de Dracaeana fragrans (Dragonnier) 23,29
Cymbopogon citratus (Citronelle) 7,39
Feuilles d’Eremomastax speciosa (Elok 12,69
dibi) 50,059
Tiges de Costus sp. (Minkuisa) 24,029
Feuilles d’Aloes sp. 1000ml
Eau
Ecorce de Mangifera indica (Andok) 137,99
Feuilles de Psidium guajava (Goyavier) 9,29
N°3 Fruit de Picralima nitida (Ebam) 599
Feuilles de Carica papaya (Fofo) 28,49
Ocinum basilicum (Basilic) 15,49
Eau 1000ml
Ecorce d’Alstonia boonei  (Ekuk) 86,39
Fruit de Citrus médica (Cedratier) 379
N°4 Racines de Panax ginseng (Ginseng) 3599
Ecorce d’Entandrophragma sp. (Sapeli 51g
blanc) 1000ml
Eau

11.1.2. Les antibiotiques

Les antibiotiques dont les modes d’action sont résumés dans les Tableaux VIII et 1X ont
éte utilisés. 11 s’agit de la Gentamicine, du Cotrimoxazole (Strides Acrolab Ltd),
I’Erythromycine (Alice pharma Ltd), de la Ciprofloxacine (Maxheal Pharmaceuticals (India)
Ltd.), du Chloramphénicol (Nanjing Baijingyu Pharmaceutical Co. Ltd), de la Vancomycine,
de I’Amoxicilline et de I’Oxacilline.

Le choix de ces antibiotiques s’est basé¢ sur leur fréquence d’utilisation dans la lutte contre

la fievre typhoide et les infections staphylococciques mais aussi sur leur appartenance familiale.
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Tableau VI111: Mode d’action des antibiotiques testés vis-a-vis de S. Typhi

Antibiotiques Abréviation Familles Mode d’action

usuelle d’antibiotiques
Ciprofloxacine CIpP Quinolones Inhibition de la synthése des acides

nucléiques

Amoxicilline AMX Béta-lactamine  Inhibition de la synthese de la paroi
Chloramphénicol C Phénicolés Inhibition de la synthése protéique
Gentamicine GM Aminosides Inhibition de la synthése protéique
Cotrimoxazole SXT/TSU Sulfamides Antagonisme métabolique

Tableau IX: Mode d’action des antibiotiques testés vis-a-vis de S. aureus

Antibiotiques Abréviation  Familles Mode d’action

usuelle d’antibiotiques
Gentamicine GM Aminosides Inhibition de la synthese protéique
Oxacilline OSSA Béta-lactamine  Inhibition de la synthese de la paroi
Cotrimoxazole SXT/TSU Sulfamides Antagonisme métabolique
Erythromycine ERY Macrolide Inhibition de la synthese protéique
Vancomycine VNC Glycopeptide Inhibition de la synthése de la paroi

11.1.3. Les souches bactériennes

Un isolat d’une bactérie Gram- dont Salmonella enterica Sérotype Typhi, qui est I’'une
des especes les plus virulentes du genre Salmonella a été sélectionnée dans cette étude. Nous
avons également effectué quelques tests avec une bactérie Gram+ Staphylococcus aureus
NCTC 10652, impliquée dans les maladies de la peau et dans les infections nosocomiales. Ces
souches ont été fournies par le laboratoire de microbiologie du Département des sciences des

aliments de 1’Université de Bologne.

11.1.4. Les milieux de culture

Plusieurs milieux de culture, dont la composition se trouve en annexe ont été utilisés au cours de
ces travaux. Le bouillon nutritif pour le repiquage des souches et la détermination du parameétre
d’inhibition CMI (concentration minimale inhibitrice). C’est un milieu qui permet la croissance des
germes ne présentant pas d’exigences particuliéres. La gélose nutritive (Oxoid CMO0003 Blades
Biogical Ltd) pour la vérification de la pureté des souche. La gélose Mueller-Hinton (Sharlau 02-277)

pour I’analyse des diametres des auréoles d’inhibition.
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11.2. METHODES

11.2.1. Pré-cultures des souches bactériennes

Les pré-cultures de S. Typhi et de S. aureus ont été réalisées partant d’une copie de chaque
souche. Une vérification de la pureté a été faite par la méthode des stries. Apres incubation
pendant 24 heures a 37 °C, une colonie isolée était inoculée dans un eppendorf contenant 1 mL
de bouillon nutritif et incubé pendant 24 heures. Un double repiquage a ensuite été effectué a
raison de 1mL dans 9 mL de bouillon nutritif. A la culture microbienne de 10 mL obtenue apres
incubation, 4,2 mL de glycérol ont été ajoutés. Le mélange obtenu a été reparti dans des
eppendorfs qui étaient alors conservés a -24 °C. Avant chaque utilisation pour des tests, un
triple repiquage de la bactérie était initi¢ 72 heures avant pour la revivifier, a raison d’un

repiquage toutes les 24 heures.

11.2.2. Préparation des extraits aqueux de plantes

Pour la préparation des macérats, les différentes parties de chaque plante récoltée ont été
lavées a I’eau, séchées et finement broyées a I’aide d’un broyeur électrique. Les poudres
obtenues sont macérées dans de 1’eau selon un rapport de 10% (p/v) pendant 48heures. Les
solutions sont filtrées sous vide sur papier filtre Watman N°1 et les filtrats recueillis séchés a
I’étuve a 45 °C. Les extraits secs obtenus étaient conservés dans un réfrigérateur a 4 °C pour
des utilisations ultérieures.

La préparation des décoctions, quant a elle, a été réalisée sur la base des recettes proposées
par les tradithérapeutes pour le traitement de la fievre typhoide. En effet, les plantes récoltées
ont été lavées, sechées et broyées. Les différents échantillons de poudres ont ensuite été pesés
et I’ensemble mélangé suivant ce qui est présenté dans le Tableau VII. Les différentes solutions
obtenues sont portées a ébullition pendant 30minutes puis refroidies a température ambiante.
Les décoctions sont filtrées sous vide sur papier filtre Watman N°1 et les filtrats obtenus ont
été séchés a I’étuve a 45°C. Les décoctions ainsi obtenues et codifiées Dec.1; Dec.2; Dec.3 et

Dec.4 respectivement étaient conservées a 4°C pour des utilisations ultérieures.

11.2.3. Détermination de la concentration d’extrait de plantes a utiliser pour I’exposition
des souches bactériennes
L’exposition des souches bactériennes dans le protocole d’induction, qui consiste a créer
un environnement hostile a la bactérie sans toutefois empécher sa croissance, nécessite qu’on
utilise des concentrations sub-inhibitrices des substances antibactériennes (Samuelsen et al.,
2005 ; Van der Horst et al., 2011).
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Dans cette partie, il était donc question d’une part, de vérifier I’activité antibactérienne
des substances a tester afin de sélectionner celles ayant la meilleure activité pour la suite du

travail et d’autre part, de déterminer leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI).

11.2.3.1. Détermination de Dactivité antibactérienne des extraits de plantes et des
antibiotiques par la méthode de diffusion sur milieu gélosé
L’activité antimicrobienne des extraits de plantes et des antibiotiques utilisés a été

déterminée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé (CASFM, 2020).

®,

% Principe

La méthode des disques repose sur la diffusion des substances a tester de concentration
connue, imprégnée sur les disques de papier filtre en contact avec le milieu de cu Iture solide
coulé dans les boites de Pétri, préalablement ensemencé d’un inoculum bactérien. Les boites de
Pétri sont incubées dans des conditions appropriées au germe en étude. Apreés incubation, si la
substance contenue dans les disques a une activité antibactérienne sur le germe ensemenceé, une

auréole d’inhibition de croissance sera observée autour de ces derniers (CASFM, 2020).
% Mode opératoire

Préparation des solutions d’extraits de plantes et d’antibiotiques a tester
Les solutions d’extraits de plantes ont été préparées en diluant 100 mg d’extrait brut dans 1 mL
d’eau stérile pour une concentration de solution de 100 mg/mL (Kuete et al., 2006). Les solutions

d’antibiotiques ont été préparées a une concentration de 100 pg/mL.

Préparation de I’inoculum bactérien

Les souches bactériennes (S. Typhi et S. aureus), conservées au laboratoire sur milieu liquide
(bouillon nutritif), ont été repiquees toutes les 24 heures pendant 3 jours successifs dans un bouillon
nutritif pour leur revivification. Les cultures de 24 heures obtenues du troisieme repiguage sont ensuite
diluées de maniére & obtenir des inocula d’une concentration de 10® UFC/mL susceptibles de donner

des nappes de colonies semi confluentes sur milieu gelosé (Kuete et al., 2006).

Préparation des disques imprégnés
Pour la préparation des disques imprégneés d’extrait de plantes, 20 uL de chaque solution d’extrait
de plantes préparée a une concentration de 100 mg/mL ont été prélevés et déposés sur les différents

disques de papier filtre (6 mm de diametre).
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Et pour I’imprégnation des disques par les antibiotiques, 10 pL de chaque solution d’antibiotique
préparée a une concentration de 100 pg/mL ont été déposés sur les différents disques. Les disques
imprégnés ont été sécheés pendant 24 heures a 37°C pour évaporation totale du solvant. Le solvant

utilisé (I’cau stérile) a été déposé sur les disques de papier afin de constituer les témoins de croissance.

Ensemencement par étalement

Le milieu de culture (gélose Mueller-Hinton) préparé, stérilisé et maintenu en surfusion a été
coulé dans différentes boites de Pétri a hauteur de 4 mm. Aprés solidification, 100 uL d’inoculum
bactérien ont été ensemencés par étalement et les boites ont été séchées pendant 15 min (Carbonnelle
et al., 1987).

Dépdt des disques imprégnés et incubation

Les disques précédemment préparés ont été déposés a la surface du milieu ensemencé avec un
écart suffisant pour éviter le chevauchement des zones d’inhibition. Les boites de Pétri ont été
couvertes et laissées a température ambiante pendant 45 min pour une pré-diffusion des extraits et des

antibiotiques, puis incubées a 37°C pendant 24 heures.

Lecture des résultats
La lecture des résultats a été faite en mesurant, a 1I’aide d’un pied a coulisse, les diamétres des
auréoles d’inhibition autour des disques de papier filtre a I’extérieur de la boite de Pétri fermée (Figure

11). Plus le diamétre de ces auréoles est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2016).

Culture au
contact du
disque

Diametre
d'inhibition

(absence de
culture autour du
disque)

Figure 10: Diametres des auréoles d’inhibition
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11.2.3.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice par macrodillution

Principe
Elle consiste a cultiver une souche microbienne, sur un milieu liquide, contenant des
concentrations décroissantes d’une substance a tester et a noter la concentration ne permettant pas une

croissance visible du microorganisme (CASFM, 2020).

Mode opératoire

Une augmentation progressive en double des concentrations des différents extraits de plantes
s’étalant de 0,1 mg/mL jusqu’a 1600 mg/mL a été réalisée. Pour les antibiotiques, la gamme de
concentrations allait de 1 a 500 pg/mL. Par la suite, ces tubes ont été ensemences avec un volume de
100 pL de ’inoculum (10° UFC/mL) et ont été incubés pendant 24 heures a 37°C. Les témoins
d’expérience se constituaient d’un bouillon sans inoculum mais contenant la substance inhibitrice.
Aprés incubation, la présence de trouble indiquait la croissance visible des bactéries, tandis que
I’absence de trouble impliquait 1’effet antibactérien des substances testées. La CMI a été déterminée
comme étant la plus petite concentration ayant inhibée toute croissance visible a I’ceil nu (Sopa et al.,
2008).

11.2.4. Mise en évidence de I’induction de la résistance de S. Typhi et de S. aureus aux
antimicrobiens par leur exposition aux extraits de plantes

Ce test qui se base sur la réalisation quotidienne de cultures de chaque souche en présence,
puis en absence de I’antimicrobien a des concentrations fixes ou variables durant une période
déterminée, a été realisé selon la méthode développée par Van der Horst et al. en 2011 avec
quelques modifications.

La mise en évidence de I’implication des extraits de plantes dans le mécanisme
d’induction de la résistance s’est faite en trois étapes. Tout d’abord, une étude a éte réalisée sur
I’impact de I’exposition des souches bactériennes (S. Typhi et S. aureus) aux extraits de plantes
sur leur sensibilité aux antibiotiques pendant le protocole d’induction. Ensuite, le travail s’est
poursuivi avec I’extrait de plante Annickia chlorantha, le plus actif de tous les extraits testés
vis-a-vis de S. Typhi, pour évaluer I’impact de la concentration d’extrait de plante sur le
développement d’une antibiorésistance par cette souche. Et enfin, une étude sur I’impact que
I’exposition de cette souche aux extraits de plantes aurait sur sa capacité a développer une

résistance aux substances vegetales s’est faite.
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11.2.4.1. Etude de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques pendant le protocole

d’induction de la résistance

v' Sélection des antimicrobiens utilisés

Plusieurs macérats et décoctions de plantes ont été utilisés pour les essais préliminaires.
De toutes ces plantes, celles ayant présenté les activités antimicrobiennes les plus importantes
ont été retenues pour I’induction.

Les concentrations des antimicrobiens utilisés pour I’exposition ont été fixées sur la base
des concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues dans les tests préliminaires. Ainsi,
une concentration d’extrait de plante susceptible de ne pas inhiber la croissance bactérienne
inférieure a la CMI de I’extrait de plante ayant présenté la plus petite CMI, a été retenue pour

le protocole d’induction de la résistance.

v" Mode opératoire

Les deux souches bactériennes (S. Typhi et S. aureus) ont été cultivées toutes les 24
heures pendant 14 jours dans un bouillon nutritif contenant les extraits de plantes a
concentration fixe (soit 0,5 mg/mL pour chaque extrait). Les souches témoins ont été cultivées
dans un bouillon nutritif sans antimicrobien selon la méme procédure. Lorsque la croissance
était visible dans les tubes, 100 uL de cette culture étaient prélevés pour inoculer un nouveau
bouillon nutritif contenant la méme concentration d’extrait de plante (Van der Horst et al.,
2011). Les diametres des auréoles d’inhibition des différents antibiotiques et des différents
extraits testés vis-a-vis des souches étudiées exposées ou non aux extraits de plantes étaient
évaluées toutes les 48 heures en utilisant la méthode de diffusion des disques décrite
précédemment (CASFM, 2020).

Apres 14 jours d'exposition aux extraits de plantes correspondants & la « phase
d’exposition », les souches étaient a nouveau cultivées toutes les 24 heures pendant 14 jours
supplémentaires dans un bouillon nutritif sans extraits de plantes correspondant a la « phase de
non exposition », afin de vérifier la stabilité d’une éventuelle résistance acquise (Van der Horst
et al., 2011). Un antibiogramme était également realisé toutes les 48heures.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches exposées aux extraits de plantes

dans le temps s’est baseée sur la détermination de deux indices codifiés Ap et Aa.
Les formules de Ap et de Aa sont les suivantes :

Ap(X)=0pr(X)-0pr (Te); Aa(X)=8a(X)—-8a(Te)
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Ap (mm) : Différence entre les diametres d’inhibition des antibiotiques testés sur la souche
exposée pendant 14jours de celles des antibiotiques testés sur la souche initiale. La souche
initiale est celle n’ayant pas été en contact avec les extraits de plantes ;
Aa(mm) : Différence entre les diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur la souche issue
de I’exposition, et repiquée pendant 14jours dans un milieu sans extrait de plante, de celles des
antibiotiques testés sur la souche initiale ;
op (X) (mm) : Différence entre les diamétres d’inhibition, du premier jour (J1) et du quinziéme
jour (J15) d’exposition, des antibiotiques testés sur la souche exposée a un extrait de plante ;
oA (X) (mm) : Différence entre les diamétres d’inhibition, du dernier jour de la phase de non
exposition (J29) et du dernier jour de la phase d’exposition (J15), des antibiotiques testés sur la
souche issue de I’exposition a un extrait de plante et repiquée dans un milieu sans extrait ;
X : Type d’extrait de plante utilisé pour 1’exposition ;
Te : Témoin (il s’agit de la souche repiquée dans un bouillon nutritif ne contenant pas d’extrait
de plante).
Ainsi :

Si Ap> 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques durant la phase d’exposition ;
Si Ap <0, elle devient plus sensible aux antibiotiques durant la phase d’exposition ;
Si Ap =0, la sensibilité de la souche est constante ;
Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux antibiotiques
durant la phase de non exposition ;
Si Aa> 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques durant la phase de non exposition ;
Si Aa =0, la sensibilité de la souche préalablement exposée est constante.

Dans le but d’évaluer la résistance développée par les souches bactériennes aux
antibiotiques apres le protocole d’induction, la différence Ap- Aa a été prise en compte.

Ainsi :
Si Ap-Aa> 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de I’antibiotique teste ;
Si Ap — Aa <0, la souche n’a pas développé une résistance Vis-a-vis de I’antibiotique testé ;

Si Ap-Aa =0, la souche est restée stable.

11.2.4.2. Evaluation de ’impact de la concentration d’extrait de plante sur les capacités
d’induction d’une antibiorésistance bactérienne
Pour chaque médicament, il existe une dose usuelle et une dose maximale. Mais

concernant les médicaments a base de plantes, aucune réglementation n’est mise en ceuvre pour
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garantir une utilisation rationnelle de ces médicaments. Ainsi, différentes posologies sont
exploitées par les tradithérapeutes dans la lutte contre les infections bactériennes telle que la
fievre typhoide. Il était donc nécessaire d’évaluer I’impact que pourrait avoir la variation des
doses d’extraits de plantes sur le mécanisme d’induction de la résistance de cette souche. Pour
cette étude, S. Typhi a été utilisé comme bactérie test et la plante utilisée pour la variation des
différentes concentrations d’extrait était Annickia chlorantha, ceci a cause de sa forte activité
antibactérienne.

Le protocole utilis¢ était le méme que celui de la méthode d’induction de la résistance
décrite plus haut. Mais au lieu d’utiliser une seule concentration fixe d’extrait de plante pour
I’exposition de la souche bactérienne, le travail s’est fait avec trois concentrations fixes sub-
inhibitrices. Pour obtenir ces trois concentrations, la concentration fixe (0,5 mg/mL) utilisée
dans le protocole général d’induction de la résistance a été doublée et ensuite triplée pour
obtenir : 0,5 mg/mL, 1 mg/mL et 1,5 mg/mL. Les analyses ont été faites durant les 14 jours de
la phase d’exposition et un antibiogramme était réalisé toutes les 48h (Van der Horst et al.,
2011).

11.2.4.3. Etude de la sensibilité bactérienne aux extraits de plantes pendant le protocole
d’induction de la résistance

Les cas de résistance de la fievre typhoide au traitement traditionnel suscite un intérét
quand a I’'impact que I’exposition de S. Typhi aux extraits de plantes pourrait avoir sur sa
capacité a développer une résistance aux substances végétales.

Le protocole utilisé était le méme que celui décrit précédemment pour 1’induction de la
résistance aux antibiotiques. Pour 1’exposition, deux de nos meilleurs extraits constitués de
plante unique a savoir Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis ont été utilisés. En plus de
ces deux extraits, un mélange constitué d’un extrait de plante (Annickia chlorantha) et d’un
antibiotique (Chloramphénicol) a également été testé. Le choix de ce mélange était d au fait
que les populations souffrant de fievre typhoide combinent souvent le traitement moderne au
traitement traditionnel. Les extraits de plantes testes a la place des antibiotiques étaient :
Annickia chlorantha, Irvingia gabonensis, Musanga cecropioides et de Chromolaena odorata.
Afin de confirmer la résistance développée par S. Typhi issue du protocole d’induction, les CMI

des extraits de plantes testés sur cette souche aprés le processus ont été déterminées.

11.2.5. Etude des mécanismes d’acquisition de la résistance bactérienne aux antibiotiques

La resistance bactérienne aux antibiotiques étant associée a la présence dans le génome

d’une bactérie des génes cibles des antibiotiques, cing de ces génes ont été recherchés par PCR
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dans le génome des échantillons de S. Typhi issus du protocole d’induction de la résistance aux

antibiotiques.

11 s’agit a cet effet des genes :

©)

©)

o

o

blaTEM codant pour la résistance a I’ensemble des B-lactamines a 1’exception
des céphamycines et des carbapénemes ;

blaSHV codant pour la résistance a I’ensemble des B-lactamines a 1I’exception
des céphamycines et des carbapénémes ;

sull codant pour la résistance aux sulfamides (cotrimoxazole) ;

floR codant pour la résistance aux phénicolés (chloramphénicol) ;

intl codant pour la résistance a plusieurs antibiotiques.

Ces genes ont été sélectionnés sur la base de leur fréquence d’apparition chez S. Typhi et

sur la base des différentes familles d’antibiotiques pour lesquelles cette souche a développé une

résistance durant le protocole d’induction de la résistance.

Les différents échantillons de S. Typhi testés étaient les suivants :

(@]

o

o

o

Str : échantillon de S. Typhi initial témoin non exposé

Stec : échantillon de S. Typhi exposé a Annickia chlorantha

Stig : échantillon de S. Typhi expose a Irvingia gabonensis

Step+a : échantillon de S. Typhi exposé au mélange Extrait de plante (Annickia

chlorantha) et Antibiotique (chloramphénicol)

Pour confirmer la résistance développée par ces échantillons durant le protocole

d’induction de la résistance aux antibiotiques, les CMI des différents antibiotiques testés sur

cette souche avant de commencer la recherche des genes ont été déterminées.

Les génes cibles ont été recherchés dans le but de déterminer le mécanisme d’acquisition

de la résistance aux antibiotiques induite par I’exposition de cette souche aux antibiotiques.

Les différentes séquences d’amorces utilisées pour la détection de ces genes sont

consignées dans le Tableau X.
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Tableau X: Séquences d’amorces utilisées pour la détection des génes cibles des antibiotiques

Génes  Amorces Séqguences des amorces Nature du géne Fonction codée ;‘j::alip?t; Références
Résistance a I’ensemble des 3-
i Gene cible des B- lactamines a I’exception des Weill et al.,
TEM TEM-F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA lactamines Céphamycines et des 1080 2004
Carbapénémes
TEM-R GACAGTTACCAATGCTTAATCA
Résistance a I’ensemble des [3-
SHV-INT-F TTATCTCCCTGTTAGCCACC Gene cible des B- lactamines a I’exception des Weill et al,
SHV . . . 650
lactamines Céphamycines et des 2004
SHV-INT-R GATTTGCTGATTTCGCTCGG Carbapénemes
Sul-F TTTCCTGACCCTGCGCTCTAT ane cible d
Sull Gen_e ciole cu Résistance aux sulfamides 793 Toleman et
cotrimoxazole al., 2007
Sul-R GTGCGGACGTAGTCAGCGCCA
floR-F ATGACCACCACACGCCCCG Géne cible |
floR ene cible du Résistance aux phénicolés 198 Toleman et
chloramphénicol al., 2007
floR-R AGACGACTGGCGACTTCTTCG
INT-3°-CS GGCATCCAAGCAGCAAGC . . \
Groupe de génes  Capture et expression des genes L évesque et
Intl cibles des cibles pour la résistance aux 1950 al 1qggs
INT-5°-CS AAGCAGACTTGACCTGAT antibiotiques antibiotiques
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11.2.5.1. Extraction et test de pureté de ’ADN

Le kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep qui a été utilisé pour 1’extraction est congu pour
purifier I'ADN d'un large éventail d'échantillons. Pour y parvenir, a partir des cultures pures des
différents échantillons de S. Typhi de 18 a 24 heures sur gélose MH, une suspension bactérienne
a été préparée dans un tube Eppendorf de 1,5 mL contenant 200 pL d’eau pour biologie
moléculaire. Par la suite, un protocole a 12 étapes détaillé en annexe 2 a été suivi pour
I’extraction et la purification de I’ADN. Afin de vérifier la pureté de I’ADN total recueilli, une
partie de cet ADN a été révelée par électrophorese sur gel d’agarose concentré 1,5% préparé a
I’aide du tampon Tris Borate EDTA (TBE) 1X. L autre partie ayant été conserveé a -20°C. Avant

chaque utilisation, I’extrait d’ADN était décongelé a température ambiante.

11.2.5.2. Préparation des mélanges réactionnels

Les mélanges réactionnels (Mix) ont été préparés dans une salle exempte de tout mateériel
biologique, sous une hotte a flux laminaire préalablement stérilisée pendant 30 minutes aux
radiations ultraviolettes (UV) et contenant tous les consommables stériles nécessaires a la
manipulation. Les réactifs utilisés pour la préparation de chaque Mix conservés dans un bac a
glagon, de méme que leurs quantités respectives utilisées au cours de I’étude sont présentés

dans le Tableau XI ci-dessous.

Tableau XI: Mélanges réactionnels des PCR de détection génétique de la résistance aux

antibiotiques

Réactifs Concentration VVolume par échantillon
(Concentration initiale) finale (nL)
Eau pour biologie moléculaire / 28,75
Q Solution 5X 5
Tampon 10X 1X 5)
MgCl2 (25 mM) 2 mM 4
dNTP (20 mM) 200 uM 0,5
Amorces Sens 50 pM 2,5
(10uM) Anti-sens 50 pM 2,5
Taq polymérase (5 U/uL) 1,25 U 0,25
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11.2.5.3. Mélange Mix-ADN

La recherche des genes de résistance aux antibiotiques s’est faite dans 48,5 pL de mélange
réactionnel additionné de 1,5 pL d’extrait d’ADN. Un témoin négatif (tube dans lequel I’extrait
d’ADN sera remplacé par de 1’eau de biologie moléculaire) nécessaire pour déceler

d’éventuelles contaminations a été introduit dans chaque série d’amplification.

11.2.5.4. Amplification

Les tubes contenant les mélanges Mix-ADN ont été introduits dans un thermocycleur
(gen Ampi 9700) pour I’amplification. Le thermocycleur a permis d’exposer les tubes a
différentes températures choisies et pour des durées déterminées par le manipulateur. Les
programmes d’amplification des ADN utilisés pour tous les génes recherchés sont présentés

dans le tableau XII.

Tableau XI1: Programmes d’amplification des ADN pour la détection génétique de la

résistance aux antibiotiques

. Dénaturation 35 cycles Elongation
Gene / supports . _ _ _ .
Initiale Dénaturation  Hybridation  Elongation Terminale
BlaSHV 10 min a 94°C 30sa94°C 30sa47°C 1mina72°C 10mina72°C
BlaTEM 10 min a 94°C 30sa94°C 30sa47°C 1mina72°C 10mina72°C
Intl 10 min a 94°C 30sa94°C 30sab5°C 2mina72°C 10mina72°C
Sull 5min 4 95°C 30sa94°C 30sa55°C 30sa72°C 10 mina 72°C
floR 5 min 4 95°C 30sa94°C 30sa55°C 30sa72°C 10min & 72°C

11.2.5.5. Révelation des produits d’amplification

Les tubes contenant les produits d’amplification ont été transférés dans la salle post-PCR
pour la révélation de ces derniers par électrophorése sur gel d’agarose concentré 1.5% préparé
a I’aide du tampon Tris Borate EDTA (TBE) 1X, servant ¢galement de tampon de migration.
Un volume de 10 pL de Bromure d’Ethidium (BET) a été ajouté a 200 mL de gel avant sa
polymérisation. Le BET est une substance fluorescente sous rayonnement UV qui s’intercale
entre les brins de la molécule d’ADN permettant ainsi de matérialiser la présence du géne
recherché. 10 uL de chaque produit d’amplification ont ensuite été ajoutés a 3 pL de tampon
de charge puis introduit dans un puits du gel. Un volume de 3 pL de marqueur de poids
moléculaire 100 pb a également été déposé dans un puits pour permettre 1’estimation de la taille
des produits d’amplification. Aprés 15 minutes de migration environ, le gel a été observé sous

rayonnement UV dans un transluminateur. Les tailles des fragments d’ADN vus sur un
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moniteur électronique étaient estimées par comparaison avec les bandes du marqueur de poids

moléculaire.

11.2.6. Analyses statistiques

Le tableur Microsoft Excel 2007 a été utilisé pour le calcul des moyennes, des indices et
le tracé des courbes et des graphiques. La comparaison de ces moyennes s’est faite en utilisant
le test Anova au seuil de probabilité 5% (p<0,05) gréace au logiciel SPSS Statistics 20.0 pour

Windowvs.
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I11.1. RESULTATS

111.1.1. Concentration d’extrait de plante a utiliser pour I’exposition de S. Typhi et de S.
aureus
Les tests préliminaires réalisés dans cette partie ont permis d’une part, de vérifier
I’activité antibactérienne des extraits de plantes et des antibiotiques a tester ; et d’autre part, de
déterminer leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) afin de fixer la concentration sub-
inhibitrice d’extrait de plante a utiliser pour 1’exposition de S. Typhi et de S. aureus dans le

protocole d’induction de la résistance.

111.1.1.1. Profil de sensibilité de S. Typhi et de S. aureus aux extraits de plantes et aux
antibiotiques

La sensibilité des souches bactériennes (S. Typhi et S. aureus) vis-a-vis des différents
antimicrobiens étudiés durant le protocole d’induction de la résistance ayant été évaluée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé a partir des disques imprégnés de la substance étudiée,
une analyse préliminaire de I’activité antimicrobienne de ces substances a été réalisée afin
d’évaluer leur impact sur les souches initiales non exposées aux extraits de plantes.

L’analyse des diameétres des aureoles d’inhibition obtenus et présentés dans les Figures
11, 12, 13 et 14 traduisant I’activité antimicrobienne de la substance, montre que S. Typhi et S.
aureus sont sensibles aussi bien aux antibiotiques qu’aux extraits de plantes testés.

Les activités antimicrobiennes des extraits de plantes restent cependant bien inférieures a
celles des antibiotiques. Que ce soit pour les extraits obtenus a partir des feuilles ou des écorces,
que pour ceux obtenus a partir du mélange d’organes de plusieurs plantes (décoctions).

Concernant S. Typhi, il a été constaté que les diamétres des auréoles d’inhibition oscillent
entre 25,83 mm et 36,43 mm pour les antibiotiques, tandis que ceux des extraits de plantes
varient entre 9,00 mm et 13,00 mm (Figures 11 et 13). Quant a S. aureus, les diametres des
auréoles d’inhibition des antibiotiques oscillent entre 24,00 mm et 42,00 mm tandis que ceux
des extraits de plantes varient entre 7,50 mm et 12,00 mm (Figures 12 et 14).

S’agissant des antibiotiques, 1a Ciprofloxacine, la Gentamicine et I’Amoxicilline sont les
plus actifs vis-a-vis de S. Typhi, tandis que le Cotrimoxazole est I’antibiotique le moins actif
sur cette souche avec un diametre d’inhibition de 25,83 mm (Figures 11). Quant a S. aureus, la
Vancomycine, I’Erythromycine et le Cotrimoxazole sont les antibiotiques les plus actifs avec
des diamétres d’auréoles d’inhibition de 35 mm, 40 mm et de 42 mm respectivement.

L’Oxacilline a le diameétre d’inhibition le plus bas soit 24 mm (Figures 12).
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Figure 11: Diametres moyens des auréoles d’inhibition de la croissance bactérienne de S.

Typhi en présence d’antibiotiques

S. aureus

50
3
S a5
% . 40
E - 30
S o
Qs 2
[o =]
8515
& 10
€
i) 5
[a)

0

GM 0SSA SXT/TSU ERY VNC

Antibiotiques

GM: Gentamicine, OSSA: Oxacilline, SXT/TSU: Cotrimoxazole, ERY: Erythromycine, VNC: Vancomycine

Figure 12: Diamétres moyens des auréoles d’inhibition de la croissance bactérienne de S.

aureus en présence d’antibiotiques

Concernant I’activité des plantes, Annickia chlorantha, Musanga cecropioides, Déc.2 et
Irvingia gabonensis présentent les meilleures activités antibactériennes vis-a-vis de S. Typhi
avec pour diameétres d’auréoles d’inhibition respectifs 10 mm, 11 mm, 11,67 mm et 13,00 mm
(Figure 13). Par ailleurs, Chromolaena odorata et Erigeron floribundus avec des diametres
d’inhibition respectifs 11,50 mm et 12,00 mm, sont les extraits les plus actifs vis-a-vis de S.
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aureus, tandis que Tridax procumbens a la plus faible activité vis-a-vis de cette méme souche

avec un diamétre d’inhibition de 7,5 mm (Figure 14).
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Figure 13: Diametres moyens des auréoles d’inhibition de la croissance bactérienne de S.

Typhi en présence des extraits de plantes
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Figure 14: Diamétres moyens des auréoles d’inhibition de la croissance bactérienne de S.

aureus en présence des extraits de plantes
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111.1.1.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les CMI des antibiotiques et des extraits de plantes testés précédemment sur les souches
bactériennes S. Typhi et S. aureus, ont été déterminées afin de mieux apprécier la sensibilité de
ces souches a ces antimicrobiens et de fixer leurs concentrations sub-inhibitrices a utiliser dans
le protocole d’induction de la résistance.

Les résultats obtenus et présentés sur les Figures 15, 16, 17, 18 et 19 montrent que
I’activité antibactérienne des antibiotiques est largement supéricure a celle des extraits de
plantes. En effet, les valeurs des CMI des antibiotiques sont plus de 1000 fois supérieures a
celles des CMI des extraits de plantes.

Parmi les antibiotiques testés sur S. Typhi, il ressort de la Figure 15 que I’amoxicilline a
la valeur de CMI la plus basse soit 2 pg/mL. Les résultats présentés sur la Figure 16 montrent
que parmi les antibiotiques testés sur S. aureus, c¢’est la Vancomycine qui a la valeur de CMI la

plus basse (2 pg/mL).
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CIP : Ciprofloxacine, AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM : Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.

Figure 15: CMI des antibiotiques (ug/mL) testés sur S. Typhi
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Figure 16 : CMI des antibiotiques (ug/mL) testés sur S. aureus

Concernant les extraits de plantes, les valeurs des CMI obtenues sont présentées sur les
Figures 17, 18 et 19. Ces valeurs varient d’un extrait a un autre et d’une bactérie a une autre.
Cependant, les extraits a base de plusieurs plantes (décoctions) présentent une activité
inhibitrice bien plus inférieure a celles des autres extraits a base de plante unique.

Selon les résultats obtenus dans les tests de diffusion en milieu gélosé, les extraits de
plante : Annickia chlorantha, Musanga cecropioides, Déc.2 et Irvingia gabonensis ont présenté
les meilleures activités antibactériennes vis-a-vis de S. Typhi. Cependant, les valeurs des CMI
obtenues et présentées sur les Figures 17 et 18 ont permis de confirmer la forte activité des
extraits Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis avec des CMI respectivement égales a 6,25
mg/mL et 12,25 mg/mL.

Les résultats des CMI des extraits de plante testés sur S. aureus présentés sur la Figure 19
ont permis de confirmer la forte activité de Chromolaena odorata vis-a-vis de cette souche par
rapport a tous les autres extraits testés sur la méme souche. En effet, cet extrait a la plus petite
CMI, soit 6,25 mg/mL. Les autres extraits moins actifs vis-a-vis de S. aureus ont une CMI

similaire égale a 25 mg/mL.
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Les valeurs des diamétres des auréoles d’inhibition et des CMI ont montré que S. Typhi
et S. aureus sont sensibles aussi bien aux antibiotiques testés qu’aux extraits de plantes, mais
que P’activité antimicrobienne des antibiotiques est largement supérieure a celles des extraits de
plantes. Les résultats obtenus dans cette étude préliminaire ont révélé que les plantes les plus
actives vis-a-vis de S. Typhi et de S. aureus sont : Annickia chlorantha, Irvingia gabonensis,
Chromolaena odorata et Erigeron floribundus. Celles-ci ont été retenues pour la suite du
travail. Sur la base de la plus petite CMI des extraits de plantes obtenue a savoir 6,25 mg/mL,
la concentration d’extrait a utiliser pour 1’exposition des souches dans le but d’induire leur

résistance était fixée a 0,5 mg/mL.

I11.1.2. Résistance de S. Typhi et de S. aureus aux antibactériens induite par leur
exposition aux extraits de plantes

L’exposition en continue de S. Typhi et de S. aureus aux extraits de plantes a des
concentrations fixes s’est traduite par une variation de leur profil de sensibilité aux
antimicrobiens testés. Cette variation de la sensibilité se caractérise par une modification des
diamétres des auréoles d’inhibition des antibiotiques, aussi bien durant la phase d’exposition
aux extraits de plantes, qu’apres cette phase. Les variations observées dépendent toutefois de
’antibiotique testé, de la souche et de 1’extrait de plante utilisé durant la phase d’exposition.
Les différentes valeurs des diamétres des auréoles d’inhibition obtenues toutes les 48h pour
chaque antimicrobien utilisée ont permis de suivre leurs variations dans le temps.

Deux indices de sensibilité ont été calculés a partir des valeurs contenues dans les
Tableaux XIII, XIV, XV et XVI. 1l s’agit de :

- L’indice Ap représentant la différence entre les diamétres d’inhibition des antibiotiques
testés sur la souche exposée pendant 14jours de celles des antibiotiques testés sur la
souche initiale (la souche initiale est celle n’ayant pas ét€ en contact avec les extraits de
plantes) et de ;

- L’indice Aareprésantant la différence entre les diamétres d’inhibition des antibiotiques
testés sur la souche issue de 1’exposition, et repiquée pendant 14jours dans un milieu

sans extrait de plante, de celles des antibiotiques testés sur la souche initiale.
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Tableau XIII : Diamétres moyens des auréoles d’inhibition des antibiotiques testés sur S.
Typhi exposée ou non a Annickia chlorantha.

Valeurs des diameétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. Typhi pendant et

Jours aprés son exposition a Annickia chlorantha (mm)
CIP AMX C GM SXT
1 36,43+1,25 29,50+0,71 29,1740,76 30,1040,10 25,83+1,04
3 19,50+0,71 29,50+0,71 19,50+0,71 14,00+1,41 18,50+0,00
7 15,00+1,41 29,00+1,41 11,50+2,12 9,00+0,00 10,00+1,40
15 16,00+0,00 17,5040,71 14,00+1,41 11,00+1,41 19,00+0,00
25 15,00+1,41 21,00+0,00 15,00+1,41 14,5040,71 18,00+0,00
29 19,50+0,71 28,50+0,71 15,00+1,41 12,5042,12 18,00+0,00
Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. Typhi repiquée en
Jours absence de tout extrait de plante (mm)
CIP AMX C GM SXT
1 36,43+1,25 23,67+1,15 29,1740,76 30,1040,10 25,83+1,04
3 21,5043,54 29,00+1,41 19,00+0,00 15,50+0,71 17,50+0,71
7 19,00+0,00 31,00+2,83 20,00+1,41 14,00+0,00 15,50+4,95
15 20,00+2,83 20,00+0,00 17,00+0,00 15,00+0,00 18,00+0,00
25 18,50+0,71 22,50+0,71 15,00+0,00 16,00+0,00 20,00+0,00
29 19,50+0,71 29,50+2,12 15,00+0,00 14,50+0,71 19,00+0,00

CIP: Ciprofloxacine, AMX: Amoxicilline, C: Chloramphénicol, GM: Gentamicine, SXT/TSU: Cotrimoxazole.
Tableau XIV : Diamétres moyens des auréoles d’inhibition des antibiotiques testés sur S.

Typhi exposée ou non a Irvingia gabonensis.

Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. Typhi pendant et
apres son exposition a lrvingia gabonensis (mm)

Jours CIP AMX C GM SXT
1 36,43+1,25 23,67+1,15 29,17+0,76 30,10+0,10 25,83+1,04
3 22,00+1,41 29,50+0,71 21,00+0,00 13,00+0,00 18,50+0,71
7 12,00+1,41 27,00+2,83 15,50+2,12 11,00+0,00 14,50+0,71
15 15,00+2,83 21,00+2,83 16,00+0,00 14,00+1,41 15,00+0,00
25 14,00+4,24 22,00+0,00 15,50+2,12 16,00+0,00 18,00+0,00
29 18,50+2,12 29,50+0,71 15,50+2,12 12,00+0,00 15,00+0,00

Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. Typhi repiquée en
absence de tout extrait de plante (mm)

Jours CIP AMX C GM SXT
1 36,43+1,25 23,67+1,15 29,17+0,76 30,10+0,10 25,83+1,04
3 21,50+3,54 29,00+1,41 19,00+0,00 15,50+0,71 17,50+0,71
7 19,00+0,00 31,00+2,83 20,00+1,41 14,00+0,00 15,50+4,95
15 20,00+2,83 20,00+0,00 17,00+0,00 15,00+0,00 18,00+0,00
25 18,50+0,71 22,50+0,71 15,00+0,00 16,00+0,00 20,00+0,00
29 19,50+0,71 29,50+2,12 15,50+2,12 14,50+0,71 19,00+0,00

CIP : Ciprofloxacine, AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM : Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.
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Tableau XV : Diameétres moyens des auréoles d’inhibition des antibiotiques testés sur S.
aureus exposée ou non a Chromolaena odorata.

Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. aureus pendant et
apreés son exposition a Chromolaena odorata (mm)

Jours GM OSSA SXT/TSU ERY VNC
1 25,000,70 24,00+1,41 42,00+1,41 40,00+1,41 35,00+1,41
3 24,00+2,82 23,00+1,41 27,00+0,70 40,00+0,00 28,00+1,41
7 16,50+0,70 12,00+4,24 30,50+1,41 38,00+0,00 24,00+1,41
15 16,00+0,00 9,00+0,00 29,00+0,00 33,00+0,00 23,50+0,70
25 20,50+0,70 21,50+1 42 30,50+2,82 31,50+0,70 30,50+1,41
29 16,50+2,12 20,00+0,70 30,00+1,41 29,50+1,41 28.50+0,70

Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. aureus repiquée en absence
de tout extrait de plante (mm)

Jours GM OSSA SXT/TSU ERY VNC
1 25,00£0,70 24,00+0,70 42,00+0,70 40,00+1,41 35,00+0,70
3 19,50+0,70 17,00+1,41 39,50+0,70 40,00+0,00 29,00+1,41
7 19,00+0,00 12,00+1,41 34,00+1,41 36,00+0,00 28,00+0,00
15 13,50+0,70 8,50+4,24 25,00+1,41 30,00+0,00 23,50+2,12
25 18,50+0,70 22,50+2,82 28,00+1,41 26,50+1,41 26,50+1,41
29 18,50+2,12 22,00+0,7 32,00+2,12 29,00+1,41 29,00+0,70

GM : Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole, OSSA : Oxacilline, ERY : Erythromycine, VNC : Vancomycine.

Tableau XVI : Diametres moyens des auréoles d’inhibition des antibiotiques testés sur S.
aureus exposée ou non a Erigeron floribundus.

Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. aureus pendant et
apres son exposition a Erigeron floribundus (mm)

Jours GM OSSA SXT/TSU ERY VNC
1 25,00+0,70 24,00+0,70 42,00+0,70 40,00+2,12 35,00+0,70
3 24,50+2,12 10,50+3,53 36,00+1,41 39,00+1,41 31,00+1,41
7 17,00+0,00 11,00+0,00 34,50+2,12 32.50+0,00 27,00+0,70
15 17,50+0,70 18,50+4,94 25,00+2,12 28,50+1,41 26,50+0,00
25 19,50+0,70 26,00+0,70 28,50+1,41 30,50+1,41 27,00+1,41
29 19,00+0,70 22,50+0,70 30,00+0,00 37,00+1,41 31,00+0,70

Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testés sur S. aureus repiquée en
absence de tout extrait de plante (mm)

Jours GM OSSA SXT/TSU ERY VNC
1 25,00+0,70 24,00+0,70 42,00+0,70 40,00+1,41 35,00+0,70
3 19,50+0,70 17,00+1,41 39,50+0,70 40,00+0,00 29,00+1,41
7 19,00+0,00 12,00£1,41 34,00+1,41 36,00+0,00 28,00+0,00
15 13,50+0,70 8,50+4,24 25,00+1,41 30,00+0,00 23,50+2,12
25 18,50+0,70 22,50+2,82 28,00+1,41 26,50+1,41 26,50+1,41
29 18,50+2,12 22,00+0,7 32,00+2,12 29,00+1,41 29,00+0,70

GM : Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole, OSSA : Oxacilline, ERY : Erythromycine, VNC : Vancomycine.
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111.1.2.1. Sensibilité de S. aureus aux antibiotiques pendant et apres son exposition aux
extraits Chromolaena odorata et Erigeron floribundus

Parmi les extraits de plantes testés, deux ont été utilisés pour évaluer I’'impact d’un contact
prolongé de S. aureus a ces extraits sur sa sensibilité aux antibiotiques. Il s’agit des extraits
Chromolaena odorata et Erigeron floribundus qui ont été choisis par rapport aux autres extraits
sur la base de leur potentiel antibactérien élevé. Les résultats obtenus sont consignés dans les
tableaux XVII et XVIII.

Le suivi de I’activité antibactérienne des antibiotiques sur S. aureus durant son exposition
a Chromolaena odorata (Tableau X VII), montre qu’un contact en continu de cette souche avec
cette plante la rend moins sensible a un antibiotique sur les cing testés (Ap > 0). 1l s’agit de
I’érythromycine dont I’efficacité vis-a-vis de S. aureus a continué de diminuer en absence de
tout extrait de plante. Ainsi, la résistance a 1’érythromycine, développée par S. aureus pendant
la phase d’exposition a Chromolaena odorata, a augmenté durant la phase de non exposition.

Cependant, le contact prolongé de S. aureus a Erigeron floribundus la rend moins sensible
a deux antibiotiques sur les cinq testés (Tableau XVIII). Il s’agit de 1’oxacilline et de
I’érythromycine (Ap > 0). Mais les observations faites durant la phase de non exposition
montrent que la sensibilité de la souche continue de diminuer vis-a-vis de 1’oxacilline (Aa< 0),
ce qui n’est pas le cas vis-a-vis de I’érythromycine. Ainsi la résistance développée par S. aureus
vis-a-vis de I’oxacilline pendant son exposition a Erigeron floribundus persiste méme en
absence de cet extrait. Par contre, celle développée par cette souche vis-a-vis de

I’érythromycine ne persiste pas, la souche étant redevenue plus sensible a cet antibiotique.

Tableau XVII : Sensibilité de S. aureus aux antibiotiques pendant et aprés son exposition a
Chromolaena odorata

GM OSSA SXT/TSU ERY VCN
_Aemm .2.50+0,70 -050+4.95 -4.00+2,12 3.00+0,00 0,00+2,13
(en présence d’extrait)
Aamm

, ) -4,50+0,70 -2,50+4,24 -6,00+0,70 -2,50+0,00 -0,50£1,42
(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa >0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. GM : Gentamicine ; OSSA : Oxacilline ; SXT/TSU : Cotrimoxazole : ERY :
Erythromycine ; VNC : Vancomycine
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Tableau XVIII: Sensibilitée de S. aureus aux antibiotiques pendant et apres son exposition a
Erigeron floribundus

GM OSSA SXT/TSU ERY VCN

Ap mm

. , . -4,00+£0,00  10,00+£0,70  -0,50+0,71  1,50+0,70  -3,00£2,12
(en présence d’extrait)

AA mm

) . -3,50+1,42  -9,50+0,70  -2,50£2,80  9,50+1,41  -1,00+2,12
(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa >0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. GM : Gentamicine ; OSSA : Oxacilline ; SXT/TSU : Cotrimoxazole : ERY :
Erythromycine ; VNC : Vancomycine

I11.1.2.2. Comparaison de la résistance de S. aureus aux antibiotiques induite par les
extraits de plantes

La variation de I’activité antibactérienne des antibiotiques testés sur S. aureus, montre
que I’exposition de cette souche a Chromolaena odorata la rend résistante a tous les
antibiotiques (Figure 20). Cette résistance qui se traduit par Ap - Aa> 0, est toutefois moins
importante vis-a-vis de la vancomycine car proche de 0 (Ap - Aa= 0,5 mm). Contrairement a
Chromolaena odorata, 1’exposition de S. aureus a Erigeron floribundus induit une résistance
de cette souche a deux antibiotiques (1’oxacilline et le cotrimoxazole) sur les cing testés (Figure
21). Cependant, cette résistance est plus grande a 1’oxacilline (Ap - Aa= 19,5 mm) et tres faible
au cotrimoxazole (Ap - Aa= 2 mm).

Ainsi I’exposition de S. aureus a Chromolaena odorata provoque plus de résistance aux

antibiotiques chez cette derniére que son exposition a Erigeron floribundus.
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Figure 20: Résistance de S. aureus aux antibiotiques induite par Chromolaena odorata.

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa = 0, la souche est restée stable. GM : Gentamicine ;
OSSA : Oxacilline ; SXT/TSU : Cotrimoxazole ; ERY Erythromycine ; VNC : Vancomycine.
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Figure 21: Résistance de S. aureus aux antibiotiques induite par Erigeron floribundus.

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de ’antibiotique testé. Si Ap — Aa = 0, la souche est restée stable. GM : Gentamicine ;
OSSA : Oxacilline ; SXT/TSU : Cotrimoxazole ; ERY Erythromycine ; VNC : Vancomycine.
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111.1.2.3. Sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques pendant et apres son exposition aux
extraits Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis
Pour étudier la sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques durant le protocole d’induction,
cette souche a été exposée a deux types d’antimicrobiens a savoir : deux extraits de plantes
(Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis) et deux décoctions (Dec.2 et Dec.4). Les essais
de sensibilité réalisés vis-a-vis des antibiotiques ont permis d’obtenir les résultats consignés
dans les Tableaux XIX, XX, XXI et XXII.

% Sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques pendant et apres son exposition aux axtraits
acqueux Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis

Le suivi de Dl’activité antibactérienne des antibiotiques testés sur S. Typhi en contact
prolongé avec I’extrait de plante Annickia chlorantha (Tableau XI1X), montre qu’a la fin de
I’exposition a cette plante, S. Typhi devient moins sensible a quatre antibiotiques
(ciprofloxacine, amoxicilline, chloramphénicol et gentamicine) sur les cinq testés (Ap>0). Le
dégré de résistance de cette souche a 1’amoxicilline est plus élevé, avec une variation des
diamétres d’inhibition égale a 8,33mm. Cependant, les observations faites durant la phase de
non exposition de S. Typhi, c’est-a-dire absence d’Annickia chlorantha, montrent une
augmentation de la sensibilité de cette souche vis-a-vis des quatre antibiotiques (Aa>0). Ainsi,
la résistance développée par S. Typhi vis-a-vis de la ciprofloxacine, de I’amoxicilline, du
chloramphénicol et de la gentamicine, durant son exposition a Annickia chlorantha n’est pas
permanente dans le temps.

Par ailleurs, I’exposition de cette méme souche a Irvingia gabonensis (Tableau XX) la
rend moins sensible a quatre antibiotiques (ciprofloxacine, chloramphénicol, gentamicine et
cotrimoxazole) sur les cing testés (Ap > 0). Cette diminution de la sensibilité est faible vis-a-vis
du chloramphénicol et de la gentamicine (Ap= 1mm), mais élevée vis-a-vis du cotrimoxazole
(Ap=3,00mm) et de la ciprofloxacine (Ap = 5,00mm). Apres exposition a Irvingia gabonensis,
la sensibilité de S. Typhi continue a diminuer vis-a-vis de la gentamicine et du cotrimoxazole
(Aa < 0) tandis qu’elle augmente vis-a-vis de la ciprofloxacine et du chloramphénicol (Aa> 0).
Ce résultat montre que durant 1’exposition de S. Typhi a Irvingia gabonensis, cette souche a
développé une resistance a quatre antibiotiques. Cependant méme aprés exposition, cette
résistance a persisté vis-a-vis de deux des quatre antibiotiques a savoir : la gentamicine et le

cotrimoxazole.
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Tableau XIX: Sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques pendant et aprés son exposition a
Annickia chlorantha

CIP AMX C GM SXT/TSU

Ap mm

. , . 4,00£2,82 8,33+1,15  3,00+1,41 4,00+1,41 -1,00+0,00
(en présence d’extrait)

AA mm

, . 4,00£2,82 1,50+2,12 3,00+0,00 2,00+0,00 -2,00+0,00
(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa> 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. CIP : Ciprofloxacine, AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM :
Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.

Tableau XX: Sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques pendant et apres son exposition a
Irvingia gabonensis

CIP AMX C GM SXT/TSU

Ap mm

. , . 5,00+0,00 -1,00+2,82 1,00+0,00 1,00+1,41 3,00+0,00
(en présence d’extrait)

AA mm

, : 4,00+1,41 -1,00+4,24 150+2,12 -1,50+2,12 -1,00+0,00
(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa >0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. CIP : Ciprofloxacine, AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM :
Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.

% Sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques pendant et aprés son exposition aux
décoctions (Dec.2 et Dec.4)

Les résultats obtenus pendant 1’exposition de S. Typhi aux décoctions 2 et 4 (Tableaux
XXI et XXII), montrent une diminution globale de sa sensibilité a tous les antibiotiques testés,
a D’exception de I’amoxiciline quand elle est exposée a la Dec.2. Ainsi, D’efficacité
antibactérienne de ces antibiotiques a diminué, mais de facon variable. En effet, le
chloramphénicol (Ap=7,33mm) et le cotrimoxazole (Ap=9mm) sont les antibiotiques dont
I’efficacité a le plus diminué. Par ailleurs, les observations faites aprées exposition de S. Typhi
aux décoctions, montrent que I’activité antibactérienne de plusieurs antibiotiques continue a
diminuer (Aa < 0). Ainsi, en absence de tout extrait, la sensibilité de S. Typhi aprés exposition
a la Dec.2 a continué a diminuer vis-a-vis de la ciprofloxacine et du cotrimoxazole. La
sensibilité de la méme souche apres exposition a la Dec.4 a aussi continué a diminuer vis-a-vis

de la ciprofloxacine, de I’amoxiciline et de la gentamicine.
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Nous pouvons conclure que la résistance développée par S. Typhi durant son exposition
aux décoctions 2 et 4 persiste vis-a-vis de la ciprofloxacine et du cotrimoxazole aprés son
exposition & Dec.2 et vis-a-vis de la ciprofloxacine, de I’amoxiciline et de la gentamicine aprés

son exposition a Dec.4.

Tableau XXI: Sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques pendant et aprés son exposition a la
décoction 2

CIP AMX C GM SXT/TSU

Ap mm

. , . 3,00£1,15 -1,33x0,58 7,33x1,15 3,50+0,87  3,33+0,58
(en présence d’extrait)

AA mm

, . -6,33+0,58 -3,33+1,15 4,83+1,44 1,83+0,66 -0,33+0,58
(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa> 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. CIP : Ciprofloxacine, AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM :
Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.

Tableau XXI1I: Sensibilité de S. Typhi aux antibiotiques pendant et aprés son exposition a la
décoction 4

CIp AMX C GM SXT/TSU

Ap mm

. , . 2,33£1,15 0,33+0,58 6,67+0,58 1,17+0,87 9,00+0,00
(en présence d’extrait)

AA mm

, . -6,33+1,15 -6,33+0,37 4,00+1,15 -1,17+0,08 4,33+0,95
(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa> 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. CIP : Ciprofloxacine, AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM :
Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.

111.1.2.4. Comparaison de la résistance de S. Typhi aux antibiotiques induite par les
extraits de plantes

Les activités antibactériennes de cinq antibiotiques (Ciprofloxacine, Amoxicilline,

Chloramphénicol, Gentamicine et Cotrimoxazole) ont été évaluées aprés induction de la

résistance de S. Typhi par les extraits de plantes.
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% Résistance de S. Typhi aux antibiotiques induite par Annickia chlorantha et par
Irvingia gabonensis

Les résultats présentes sur les Figures 22 et 23 montrent que 1’exposition de S. Typhi aux
extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis, induit la résistance de cette
souche aux antibiotiques. En effet, I’exposition a 1’extrait Annickia chlorantha induit la
résistance de S. Typhi a trois antibiotiques (amoxicilline, gentamicine et cotrimoxazole) sur les
cing testés. C’est également le cas pour 1’exposition a Irvingia gabonensis qui induit la
résistance de S. Typhi a la ciprofloxacine, la gentamicine et au cotrimoxazole. Cependant, le
degré de résistance pour les deux antibiotiques identiques a savoir la gentamicine et le
cotrimoxazole varie en fonction de I’extrait de plante utilisé pour I’induction. La résistance a la
gentamicine et au cotrimoxazole développée par cette souche étant beaucoup plus importante
sous I’action d’lrvingia gabonensis que sous 1’action d’Annickia chlorantha. C’est ainsi qu’on
note vis-a-vis du cotrimoxazole un Ap — Aade 4mm et de 1mm respectivement aprés exposition
a Irvingia gabonensis et a Annickia chlorantha, et vis-a-vis de la gentamicine des valeurs

moyennes de Ap — Aa égale a 4mm et a 3mm pour ces mémes plantes.
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Figure 22: Résistance de S. Typhi aux antibiotiques induite par Annickia chlorantha

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa = 0, la souche est restée stable. CIP: Ciprofloxacine,
AMX: Amoxicilline, C: Chloramphénicol, GM: Gentamicine, SXT/TSU: Cotrimoxazole.

73



8,00

-4,00

NN
—gzgg

(]

S 6,00

K . [

% g 400 ZM

cE 7

Egz,oo éﬁT v Ap
N =] el Rt

E % 0.00 é%% -[ %% = Aa
® 5 i

L2 C J # Ap-Aa
o <

T ©

£g

kS

<

-6,00
Antibiotiques

Figure 23: Résistance de S. Typhi aux antibiotiques induite par Irvingia gabonensis

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de 1’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa = 0, la souche est restée stable. CIP: Ciprofloxacine,
AMX: Amoxicilline, C: Chloramphénicol, GM: Gentamicine, SXT/TSU: Cotrimoxazole.

% Résistance de S. Typhi aux antibiotiques induite par les décoctions 2 et 4

La souche S. Typhi exposée aux décoctions 2 et 4 est devenue résistante a tous les
antibiotiques testés (Figures 24 et 25). Ces résultats montrent que le degré de résistance induit
par les décoctions est beaucoup plus important que celui induit par les extraits de plantes
Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis. Cependant, des effets comparables produits par
ces substances ont été releveés sur le comportement de S. Typhi vis-a-vis de certains
antibiotiques. On peut en effet voir que, la résistance induite par la Dec.4 & ’amoxicilline est
comparable a celle induite par Annickia chlorantha ; et celle induite par cette méme décoction
a la gentamicine et au cotrimoxazole est comparable a celle induite par Irvingia gabonensis.

Ces résultats ont également montré que la résistance de S. Typhi vis-a-vis de la
ciprofloxacine aprés avoir été soumis a I’action de Dec.2 et de Dec.4 est plus élevée que celle

observée vis-a-vis des autres antibiotiques.
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Figure 24: Résistance de S. Typhi aux antibiotiques induite par la décoction 2.

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de 1’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de ’antibiotique testé. Si Ap — Aa = 0, la souche est restée stable. CIP : Ciprofloxacine,
AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM : Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.
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Figure 25 : Résistance de S. Typhi aux antibiotiques induite par la décoction 4.

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de ’antibiotique testé. Si Ap — Aa = 0, la souche est restée stable. CIP : Ciprofloxacine,
AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, GM : Gentamicine, SXT/TSU : Cotrimoxazole.
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111.1.3. Impact de la concentration d’extrait de plante sur les capacités d’acquisition d’une
antibiorésistance par S. Typhi

Compte tenu des résultats précedents mettant en évidence une réduction globale de
I’activité de différents antibiotiques sur S. Typhi exposée a une concentration fixe d’extrait de
plante, il était indispensable d’examiner 1’impact de 1’utilisation de différentes concentrations
fixes de la substance d’exposition sur I’induction de la résistance de cette souche aux
antibiotiques.

Les résultats obtenus ont montré que S. Typhi exposée a différentes concentrations fixes
(0,5mg/mL ; Img/mL et 1,5mg/mL) d’extrait Annickia chlorantha, développe une résistance
aux antibiotiques testés (ciprofloxacine, gentamicine, amoxicilline et chloramphénicol). Ceci
se traduisant par une diminution des diametres des auréoles d’inhibition de ces antibiotiques.
Cependant, cette diminution est fonction de la concentration d’extrait utilisée pour cette

exposition.

111.1.3.1. Résistance de S. Typhi a la ciprofloxacine induite par son exposition a trois
concentrations fixes d’extrait de plante

L’étude de la sensibilité de S. Typhi & la ciprofloxacine durant son exposition a 1’extrait
Annickia chlorantha pendant 14jours montre que cette souche exposée a trois concentrations
fixes (0,5mg/mL ; Img/mL et 1,5mg/mL) développe une résistance a cet antibiotique (Tableau
XXII). En effet, les valeurs des diamétres d’inhibition obtenues au début de 1’exposition sont
significativement différentes de celles obtenues a la fin de I’exposition.

L’utilisation de la concentration Img/mL d’extrait pour 1’exposition de S. Typhi entraine
une diminution progressive de sa sensibilité & la ciprofloxacine. En effet, on a abservé une
diminution des valeurs des diamétres d’inhibition de cet antibiotique partant de 32,5mm au
premier jour d’exposition, a 25mm au cinquieme jour et a 18,5mm au dernier jour. Par contre,
I’exposition de cette méme souche aux deux autres concentrations (0,5mg/mL et 1,5mg/mL) la
rend moins sensible a la ciprofloxacine les 5 premiers jours d’exposition. Cependant, cette
sensibilite tend a augmenter au dernier jour d’exposition.

L’analyse statistique montre qu’a la fin du processus d’induction de la résistance, il
n’existe aucune différence significative entre les valeurs des diamétres d’inhibition de la
ciprofloxacine obtenues apres exposition de S. Typhi aux trois concentrations d’extrait de plante

testées.
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Tableau XXI11: Diametres moyens des auréoles d’inhibition de la ciprofloxacine testée sur S.
Typhi exposée a trois concentrations fixes d’extrait de plante

Valeurs des diametres moyens des auréoles d'inhibition (mm)

Jours 0,5 mg/mL 1 mg/mL 1,5 mg/mL
1 32,5+2,12° 32,5+2,12° 32,5+2,12°
5 16+1,002P 25+1,41¢ 14,550,702
15 18,5+0,70"¢ 18,5+0,70"¢ 18,5+0,70%¢

Les diamétres moyens des auréoles d’inhibition affectés de la méme lettre a, b, c, d, e sur la méme ligne
ne sont pas significativement différents a p<0,05. Chaque valeur représente la moyenne + écart-type du
diameétre moyen des auréoles d’inhibition.

111.1.3.2. Résistance de S. Typhi a la gentamicine induite par son exposition a trois
concentrations fixes d’extrait de plante

Les résultats obtenus sur la sensibilité de S. Typhi a la gentamicine, présentés dans le
Tableau XXI1V, montrent que cette souche devient moins sensible a cet antibiotique de maniére
progressive durant son exposition aux trois concentrations fixes testées (0,5mg/mL ; 1Img/mL
et 1,5mg/mL) d’extrait de plante. Ceci étant traduit par une diminution progressive des valeurs
des diamétres d’inhibition. On note que I’utilisation de la concentration 1mg/ml d’extrait
provoque une résistance chez S. Typhi plus importante que 1’utilisation des autres
concentrations fixes d’extrait 0,5mg/mL et 1,5mg/mL. Les valeurs des diameétres des auréoles
d’inhibition étant de 12mm pour la conncentration d’exposition Img/mL et de 13mm et 13,5mm
respectivement pour les concentrations d’exposition 0,5mg/mL et 1,5mg/mL d’extrait de

plante.

Tableau XXIV: Diametres moyens des auréoles d’inhibition de la gentamicine testée sur S.
Typhi exposée a trois concentrations fixes d’extrait de plante

Valeurs des diameétres moyens des auréoles d'inhibition (mm)

Jours 0,5 mg/mL 1 mg/mL 1,5 mg/mL
1 25,542,12f 25,5+2,12f 25,5+2,12f
5 15+0,00%¢ 17+1,41%¢ 15,5+2,12¢¢
15 13+0,00° 12+0,002P 13,5+0,70"¢

Les diamétres moyens des auréoles d’inhibition affectés de la méme lettre a, b, ¢, d, e, f sur la méme
ligne ne sont pas significativement différents a p<0,05. Chaque valeur représente la moyenne + écart-
type du diamétre moyen des auréoles d’inhibition.

77



111.1.3.3. Résistance de S. Typhi a I’amoxicilline induite par son exposition a trois
concentrations fixes d’extrait de plante

Dans le Tableau XXV, on constate a partir des valeurs des diamétres des auréoles
d’inhibition obtenues au 15°™ jour, que la souche de S. Typhi exposée aux concentrations
0,5mg/mL et 1mg/mL de D’extrait de plante, a développé une résistance vis-a-vis de
I’amoxicilline. Cependant, I’utilisation de la concentration 1mg/ml d’extrait pour I’exposition
entraine un niveau de résistance plus élevé que 1’utilisation de la concentration 0,5mg/mL
d’extrait. D’apres les analyses statistiques, la valeur du diametre d’inhibition (20,5mm) obtenue
pour I’exposition a Img/mL, est statistiquement différente de celle obtenue pour la
concentration 1,5mg/mL qui est de 26mm. Comme dans le cas de la gentamicine, ce résultat
montre que le fait de doubler la concentration d’exposition, entraine une différence plus
importante dans le développement de la résistance a 1’amoxicilline en favorisant ainsi ce
processus.

Tableau XXV: Diamétres moyens des auréoles d’inhibition de I’amoxicilline testé sur S. Typhi
exposeée a trois concentrations fixes d’extrait de plante

Valeurs des diamétres moyens des auréoles d'inhibition (mm)

Jours 0,5 mg/mL 1 mg/mL 1,5 mg/mL
1 24+0,00%0¢ 24+0,0020¢ 24+0,0020¢
5 25,5+3,50%b¢ 28,5+0,70° 22+0,002P
15 23+1,413P 20,5+3,532 26+1,41°¢

Les diamétres moyens des auréoles d’inhibition affectés de la méme lettre a, b, ¢ sur la méme ligne ne
sont pas significativement différents a p<0,05. Chaque valeur représente la moyenne + écart-type du
diamétre moyen des auréoles d’inhibition.

111.1.3.4. Résistance de S. Typhi au chloramphénicol induite par son exposition a trois
concentrations fixes d’extrait de plante

La mise en évidence de la résistance de S. Typhi au chloramphénicol, aprés son exposition
a différentes concentrations fixes d’extrait de plante, dont le résultat est présenté dans le
Tableau XXVI, montre que cette souche devient moins sensible au chloramphénicol apreés
14jours d’exposition. En effet, on observe une diminution importante des diametres des
auréoles d’inhibition allant de 29,17mm au 1* jour d’exposition jusqu’a 10,5mm au dernier
jour. Au 15°™jour, on observe une différence significative (p<0,05) entre les valeurs des
diametres des auréoles d’inhibition des deux concentrations d’exposition fixes (Img/mL et

1,5mg/mL) et celle de 0,5mg/mL. Cependant, la concentration d’exposition 1mg/mL reste celle
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qui induit un degré de résistance plus €levé au chloramphénicol. Ainsi, lorsqu’on double la
concentration d’exposition de I’extrait de plante, la résistance de S. Typhi au chloramphénicol
est plus élevée que dans le cas de 1’utilisation des autres concentrations. Ce résultat est similaire
a ce qui a été observé dans 1’étude de la résistance de S. Typhi a la gentamicine et au
I’amoxicilline.

Tableau XXVI: Diamétres moyens des auréoles d’inhibition du chloramphénicol testé sur S.
Typhi exposée a trois concentrations fixes d’extrait de plante
Valeurs des diametres moyens des auréoles d'inhibition (mm)

Jours 0,5 mg/mL 1 mg/mL 1,5 mg/mL
1 29,17+1,41° 29,17+1,41° 29,17+1,41°
5 11,5+0,5%P 24,5+2,12¢ 21+1,419
15 16+0,00° 10,542,122 12+2,823b

Les diameétres moyens des auréoles d’inhibition affectés de la méme lettre a, b, c, d, e, f sur la méme
ligne ne sont pas significativement différents a p<0,05. Chaque valeur représente la moyenne + écart-
type du diamétre moyen des auréoles d’inhibition

I11.1.4. Sensibilité de S. Typhi aux extraits de plantes pendant le protocole d’induction de
la résistance

Les résultats obtenus precédemment ayant montré qu’un contact prolongé des souches
bactériennes aux extraits de plantes est capable d’induire leur résistance aux antibiotiques
testés, le travail mené dans cette partie consistait a tester les extraits de plantes a la place des
antibiotiques pour voir si I’exposition des souches bactériennes aux extraits de plantes est aussi
capable d’induire une résistance aux substances végétales.

A cet effet, a la place des antibiotiques testés précédemment durant le protocole
d’induction, quatre extraits de plantes ont été testés : Annickia chlorantha, Irvingia gabonensis,
Musanga cecropioides et Chromolaena odorata. Et pour 1’exposition de S. Typhi durant le
protocole d’induction, les extraits de plantes les plus actifs Annickia chlorantha et Irvingia
gabonensis ont été sélectionnés. Un mélange d’antimicrobiens constitué¢ d’un extrait de plante
et d’un antibiotique a également été teste.

Les résultats obtenus et présentes dans les Tableaux XXVII et XXVIII ont montré que
I’exposition en continue de S. Typhi a Annickia chlorantha diminue sa sensibilité a trois extraits
de plantes (Annickia chlorantha, Musanga cecropioides et Chromolaena odorata), tandis que
son exposition a Irvingia gabonensis la diminue a deux extraits de plantes (Annickia chlorantha
et Chromolaena odorata) sur les quatre testés (Ap>0). Cependant, cette sensibilité de S. Typhi

aux extraits de plantes varie dans le temps. Car apres la phase d’exposition, les observations
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faites durant les cultures répétées de cette souche en absence de tout extrait de plante montrent
que I’efficacité des extraits de plantes testés a augmenté (Aa > 0). Ainsi la résistance acquise
par S. Typhi aux plantes médicinales durant la phase d’exposition diminue aprés cette phase,
c¢’est-a-dire en absence d’antimicrobien.

Par ailleurs, S. Typhi exposée a un mélange d’antibactériens s’est comportée
differemment (Tableaux XXI1X). Car durant la phase d’exposition ot la souche était en contact
avec ce mélange d’antibactériens, elle est restée sensible a toutes les substances végétales
testées, mais en absence de tout antibactérien cette souche est devenue moins sensible a trois
extraits de plantes (Annickia chlorantha, Irvingia gabonensis et Chromolaena odorata) sur les

quatre testés.

Tableau XXVII: Sensibilité de S. Typhi aux extraits de plantes pendant et apres son
exposition a Annickia chlorantha

EC IG MC CO
JApmm o on 35 -0,25+0,35 1,00¢0,00  0,50%0,70
(en présence d’extrait)
As mm 0,25+0,35 -0,25+0,35 1,50£0,70  0,00%0,00

(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa >0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. EC : Annickia chlorantha, 1G : Irvingia gabonensis, MC : Musanga
cecropioides, CO : Chromolaena odorata.

Tableau XXVIII: Sensibilité de S. Typhi aux extraits de plantes pendant et aprés son
exposition a Irvingia gabonensis

EC 1G MC CO
0,50+0,35 -0,25+0,35 -0,50+0,00 0,50+0,70

Ap mm
(en présence d’extrait)

AA mm

, . 0,25+0,35 0,00+0,00 1,00+0,00 0,50+0,70
(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa> 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. EC : Annickia chlorantha, 1G : Irvingia gabonensis, MC : Musanga
cecropioides, CO : Chromolaena odorata.
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Tableau XXIX: Sensibilité de S. Typhi aux extraits de plantes pendant et apres son exposition
a un melange d’antimicrobiens

EC IG MC CO
JApmm 606,00 -0,75+0,35 -0,25+0,35  0,00+0,00
(en présence d’extrait)
As mm -0,75+0,70 -1,00+0,00 1,0020,00  -0,50+0,70

(en absence d’extrait)

Si Ap > 0, la souche devient moins sensible aux antibiotiques. Si Ap < 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Ap
=0, la sensibilité de la souche est constante. Si Aa < 0, la souche issue de la phase d’exposition devient moins sensible aux
antibiotiques durant la phase de non exposition. Si Aa> 0, elle devient plus sensible aux antibiotiques. Et si Aa =0, la sensibilité
de la souche préalablement exposée est constante. EC : Annickia chlorantha, IG : Irvingia gabonensis, MC : Musanga
cecropioides, CO : Chromolaena odorata.

111.1.5. Comparaison de la résistance de S. Typhi aux extraits de plantes induite par les
substances végétales

Les résultats de I’induction de la résistance de S. Typhi aux extraits de plantes montrent
que lorsque cette souche est en contact avec Annickia chlorantha, elle développe une résistante
(Ar- Aa> 0) a deux extraits de plantes que sont : Annickia chlorantha et Chromolaena odorata
(Figure 26). L’exposition de cette méme souche a Irvingia gabonensis provoque une résistance
a Annickia chlorantha et a Chromolaena odorata comparable a celle observée précédemment
(Ap -Aa = 0,5mm), mais aussi a Irvingia gabonensis (Figure 27). Cependant, quel que soit la
plante utilisée pour l’exposition, la souche est devenue moins résistante a Musanga
cecropioides Ap -Aa étant inférieur a 0.

La Figure 28 montre que I’exposition de S. Typhi au mélange de I’extrait de
plante+antibiotique induit une résistance vis-a-vis des extraits de plantes comparable a celle
induite par I’exposition de cette souche a 1’extrait Irvingia gabonesis. Cette exposition induisant
une résistance a Annickia chlorantha, a Irvingia gabonensis et a Chromolaena odorata. Les
degrés de résistance dans ce dernier cas demeurent toutefois plus importants avec les variations
Ap -Aa ayant des valeurs respectives de 0,5mm et 1mm en présence de 1’extrait Irvingia

gabonesis et du mélange (extrait de plante + antibiotique).
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Figure 26: Résistance de S. Typhi aux extraits de plantes induite par Annickia chlorantha

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa =0, la souche est restée stable. EC: Annickia chlorantha,
IG: Irvingia gabonensis, MC: Musanga cecropioides, CO: Chromolaena odorata.
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Figure 27: Résistance de S. Typhi aux extraits de plantes induite par Irvingia gabonesis

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa =0, la souche est restée stable. EC: Annickia chlorantha,
IG: Irvingia gabonensis, MC: Musanga cecropioides, CO: Chromolaena odorata.
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Figure 28: Résistance de S. Typhi aux extraits de plantes induite par un mélange
d’antibactériens

Si Ap — Aa > 0, la souche a développé une résistance vis-a-vis de 1’antibiotique testé. Si Ap — Aa < 0, la souche n’a pas
développée une résistance vis-a-vis de I’antibiotique testé. Si Ap — Aa= 0, la souche est restée stable. EC : Annickia chlorantha,
IG : Irvingia gabonensis, MC : Musanga cecropioides, CO : Chromolaena odorata.

111.1.6. Concentrations minimales inhibitrices des extraits de plantes testés sur S. Typhi
apres son exposition aux extraits de plantes

La faible activité des extraits de plantes comparée a celle des antibiotiques testés n’ayant
pas permis une bonne appréciation de la capacité des extraits de plantes a induire la résistance
de S. Typhi aux extraits de plantes testés, les CMI de ces extraits de plantes ont été déterminées
aprés le protocole d’induction. Connaissant les valeurs des CMI de ces extraits avant le
protocole, une comparaison avec les valeurs obtenues apres ce protocole a été faite afin de
mieux apprécier le degré de résistance induite aux extraits de plantes chez S. Typhi apres son
exposition a Annickia chlorantha, a Irvingia gabonensis et a un mélange d’antibactériens.

Les résultats obtenus et présentés dans le Tableau XXX montrent qu’un contact prolongé
de S. Typhi avec Annickia chlorantha induit sa résistance a trois extraits de plantes (Annickia
chlorantha, Irvingia gabonensis, Chromolaena odorata), tandis que son exposition a Irvingia
gabonensis induit sa résistance a deux (Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis). Par
ailleurs, il est & noter que la souche ayant été mise en contact avec le mélange d’antimicrobiens

est devenue résistante a tous les extraits de plantes testés.
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Tableau XXX : CMI des extraits de plantes testés sur S. Typhi apres induction de la résistance

(mg/mL)
E. chlorantha I. gabonensis M. cecropioides C. odorata
S. Typhir 6.25 12.25 25 25
S. Typhiec 50 25 125 50
S. Typhiic 12.5 50 25 125
S. Typhiepia 25 25 50 50

S.Typhit: S.Typhi témoin non exposée ; S. Typhiec: S. Typhi exposée & Annickia chlorantha, S. Typhiic : S. Typhi exposée &
Irvingia gabonensis, S. Typhiep+a : S. Typhi exposée au mélange d’antibactériens.

L’exposition de S. Typhi et de S. aureus aux extraits de plantes entraine une réduction
globale de leur sensibilité aux antibiotiques pendant le protocole d’induction. Ce qui a permis
de mettre en exergue la capacité des plantes médicinales a induire la résistance des bactéries
aux antibiotiques. Les résultats obtenus en testant les extraits de plantes a la place des
antibiotiques, ont montré que les substances végeétales sont également capables d’induire la
résistance de S. Typhi aux extraits de plantes. Cependant, la résistance induite vis-a-vis des
extraits de plantes est moins importante que celle induite vis-a-vis des antibiotiques. Parmi les
facteurs pouvant influencer le degré de résistance induite chez ces souches par les extraits de
plantes, il y a la concentration utilisée pour I’exposition. En effet, il a été constaté que la
résistance développée par S. Typhi exposée a la concentration fixe Img/mL d’extrait de plante
est beaucoup plus importante que celle développée par cette méme souche exposée aux autres
concentrations fixes 0,5mg/mL et 1,5mg/mL de la méme plante. Tous ces résultats mettent en
évidence I’implication des extraits de plantes dans le mécanisme d’acquisition de la résistance

des souches bactériennes aux antibiotiques.
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I11.1.7. Mécanismes d’acquisition de la résistance des souches bactérienne aux
antibiotiques

Les résultats obtenus sur I'induction de la résistance des bactéries aux antibiotiques par
leur exposition aux extraits de plantes ont mis en exergue la complexité du mécanisme
d’acquisition de la résistance par ces souches aux antibiotiques. Les valeurs des CMI obtenues
avant la recherche des genes cibles des antibiotiques chez les échantillons de S. Typhi exposée
aux extraits de plantes ont permis de confirmer ce phénoméne. Ainsi la détection de certains
genes cibles d’activité au cours de la résistance aux antibiotiques chez S. Typhi ayant été

exposée a permis d’avoir plus d’éclairage sur ce phénomeéne.

111.1.7.1. Extraction et électrophorése du génome des différents échantillons de S. Typhi
La Figure 29 ci-dessous présente la photographie du gel d’agarose apres extraction et
électrophorese du génome de S. Typhi exposée aux antibactériens. Une comparaison des bandes

obtenues de I’ensemble des échantillons a été faite.

M Sty StEc Sth StED+A Ty

1000pb
500pb

100pb

Figure 29: Profil de migration par électrophoréese du génome de S. Typhi exposée aux extraits
de plantes

M: marqueur de poids moléculaire (100 pb) ; Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Stgc :
échantillon de S. Typhi exposée & Annickia chlorantha ; Stig : échantillon de S. Typhi exposée & Irvingia
gabonensis ; Stgp+a : échantillon de S. Typhi exposée a un mélange Extrait de plante+antibiotique ; Tn: Témoin
négatif sans souche

A I’observation de cette figure, il en ressort que les bandes du génome de S. Typhi exposée
a Annickia chlorantha (Ec), a Irvingia gabonensis (Ig) et a un mélange d’antibactériens (Ep+A)
sont semblables a celle de la souche témoin non exposée (T). En effet, la taille des bandes du
génome de S. Typhi observée sur gel d’agarose apres électrophorése est la méme pour la souche

exposée ou non.
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111.1.7.2. Mécanisme d’acquisition de la résistance de S. Typhi aux pB-lactamines
(amoxicilline)

Deux génes codant pour deux B-lactamases a spectre élargi différents ont été recherchés
par PCR (blaTEM et blaSHV) afin d’identifier le mécanisme de résistance de S. Typhi aux -
lactamines et particuliérement a 1’amoxicilline aprés son exposition a différents antibactériens.
Les valeurs des CMI de cet antibiotique présentées dans le Tableau XXXI, ont permis de
confirmer la résistance induite par les substances antibactériennes chez cette souche.
L’échantillon témoin (T) étant resté sensible a I’antibiotique. Cependant, la résistance induite
par le mélange d’antimicrobiens chez la méme souche est plus importante que celle induite par

les extraits de plantes : Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis.

Tableau XXXI : Phénotype de résistance de S. Typhi a I’amoxicilline aprés son exposition a
différents antibactériens

StT StEc Stlg StEp+A
CMI de "AMX (ug/ml) 2 15 15 >500
Phénotype de résistance a ’AMX S R R R

S: la souche est sensible; R: la souche a développé une résistance
Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Ste. : échantillon de S. Typhi exposée a Annickia

chlorantha ; Stig : échantillon de S. Typhi exposée a Irvingia gabonensis ; Step+a : échantillon de S. Typhi
exposée a un mélange Extrait de plante+antibiotique

Les résultats concernant I’expression des genes codant pour les B-lactamases, présentés
sur la Figure 30, ont permis de détecter la présence du gene blaTEM chez S. Typhi exposée aux
différents antibactériens y compris chez 1’échantillon témoin non expose. Le géne blaSHV
quant a lui n’était pas détecté chez tous les échantillons de S. Typhi exposée ou non (Figure
31).

Au vue de ce qui précéde, la résistance développée par cette souche a 1’amoxicilline
(Tableau XXXI), observée aprés son exposition a Annickia chlorantha (Ec), a Irvingia
gabonensis (Ig) et au mélange d’antibactériens (Ep+A) serait liée & I’expression du géne
blaTEM chez cette souche.

Malgré la présence de ce méme géne chez la souche témoin non exposée (T), celle-ci est
restée sensible a 1’amoxicilline. L’exposition de S. Typhi aux antibactériens serait donc a

I’origine de I’expression de ce gene.
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Figure 30: Profil de migration par électrophorése des produits d’amplification du gene

blaTEM de S. Typhi.

M: marqueur de poids moléculaire (100 pb) ; Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Stgc:
échantillon de S. Typhi exposée a Annickia chlorantha ; St : échantillon de S. Typhi exposée & Irvingia
gabonensis ; Step+a : échantillon de S. Typhi exposée & un mélange Extrait de plante+antibiotique ; Tn: Témoin
négatif sans souche
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Figure 31: Profil de migration par électrophorése des produits d’amplification du géne

blaSHV de S. Typhi.

M: marqueur de poids moléculaire (100 pb) ; Str: échantillon de S. Typhi initiale ttmoin non exposée ; Stec:
échantillon de S. Typhi exposée a Annickia chlorantha ; Stg : échantillon de S. Typhi exposée a Irvingia
gabonensis ; Step+a : échantillon de S. Typhi exposée a un mélange Extrait de plante+antibiotique ; Tn: Témoin
négatif sans souche
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111.1.7.3. Mécanisme d’acquisition de la résistance de S. Typhi au cotrimoxazole

La détection d’un géne spécifique conférant une résistance au cotrimoxazole a la souche
S. Typhi exposée ou non a été recherchée par I’utilisation de I’amorce Sull.

Les résultats du Tableau XXXII, présentant les valeurs des CMI du cotrimoxazole et le
phénotype de résistance de S. Typhi a cet antibiotique, confirment les capacités des
antibactériens utilisés pour I’exposition de cette souche, a induire la résistance de cette derniére

au cotrimoxazole.

Tableau XXXII : Phénotype de résistance de S. Typhi au cotrimoxazole apres son exposition
a différents antibactériens

Str Stec Stig Step+a
CMI du SXT/TSU (ug/mL) 62 125 125 >500
Phénotype de résistance au SXT/TSU S R R R

S: la souche est sensible ; R: la souche a développé une résistance
Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Stec : échantillon de S. Typhi exposée a Annickia

chlorantha ; Stig : échantillon de S. Typhi exposée a Irvingia gabonensis ; Step+a : échantillon de S. Typhi
exposée a un mélange Extrait de plante+antibiotique

Les résultats présentés dans la Figure 32 ont permis de mettre en évidence la présence du
géne sull chez les échantillons de S. Typhi issue de I’exposition aux extraits de plante Annickia
chlorantha (Ec) et Irvingia gabonensis (Ig). Par contre, ce géne n’a pas été détecté chez la
méme souche issue de I’exposition au mélange d’antibactériens (Ep+A) et chez le témoin non
exposé (T). Contrairement a I’échantillon témoin qui est resté sensible au cotrimoxazole,
I’échantillon de la souche exposée au mélange a développé une résistance a cet antibiotique.
On note méme que cette résistance est plus importante que celle développée par les échantillons
de S. Typhi exposee a Annickia chlorantha (Ec) et a Irvingia gabonensis (1g) chez lesquels on
a identifié la présence du gene sull. Ainsi, la résistance développée par cette souche au
cotrimoxazole aprés son exposition a Annickia chlorantha (Ec) et a Irvingia gabonensis (lg)
serait liée a ’expression de ce géne due a I’influence de ces deux extraits de plante. Par contre
la résistance acquise par la méme souche au cotrimoxazole, aprés son exposition au mélange

d’antibactériens (Ep+A) n’est pas liée a 1’expression de ce gene.
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Figure 32: Profil de migration par électrophorése des produits d’amplification du géne sull
de S. Typhi.

M: marqueur de poids moléculaire (100 pb) ; Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Stgc:
échantillon de S. Typhi exposée a Annickia chlorantha ; Stq : échantillon de S. Typhi exposée a Irvingia
gabonensis ; Step+a : échantillon de S. Typhi exposée a un mélange Extrait de plante+antibiotique ; Tn: Témoin
négatif sans souche

111.1.7.4. Mécanisme d’acquisition de la résistance de S. Typhi au chloramphénicol

Le Tableau XXXIII présente les valeurs des CMI du chloramphénicol, obtenues avant la
recherche du géne floR. On observe que tous les échantillons de S. Typhi exposée aux
antibactériens ont acquis une résistance au chloramphénicol. Comme dans le cas précédent, le
niveau de résistance de S. Typhi exposée au mélange Extrait de plante+antibiotique est plus

importante que celui des échantillons de la méme souche exposée aux autres antibactériens.

Tableau XXXII1 : Phénotype de résistance de S. Typhi au chloramphénicol aprés son
exposition a différents antibactériens

Str Stec Stig Step+a
CMI du C (ug/mL) 4 15 15 250
Phénotype de résistance au C S R R R

S: la souche est sensible; R: la souche a développé une résistance
Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Ste. : échantillon de S. Typhi exposée a Annickia

chlorantha ; Sty : échantillon de S. Typhi exposée a Irvingia gabonensis ; Step+a : échantillon de S. Typhi
exposée a un mélange Extrait de plante+antibiotique

Les résultats obtenus et présentés sur la Figure 33 concernant la recherche du géne floR
codant pour la résistance au chloramphénicol montrent que seuls les échantillons ayant été

exposés aux extraits de plantes (Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis) possedent ce géne.
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Ainsi, la résistance exprimée par S. Typhi vis-a-vis du chloramphénicol aprés son
exposition aux deux extraits de plantes, serait liée au gene floR qui se trouve dans son génome.
Dans ce cas, cette résistance serait le résultat de I’expression de ce géne contrairement a celle
observée chez S. Typhi exposée au mélange d’antibactériens qui serait probablement le résultat

d’une adaptation phénotypique.

M Sty Stee St Stg.s T

1000pb

S00ph -

- 198pb
100pb =

Figure 33: Profil de migration par électrophorése des produits d’amplification du géne floR
de S. Typhi.

M: marqueur de poids moléculaire (100 pb) ; Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Stec:
échantillon de S. Typhi exposée & Annickia chlorantha ; St : échantillon de S. Typhi exposée a Irvingia
gabonensis ; Step+a: échantillon de S. Typhi exposée & un mélange Extrait de plante+antibiotique ; Tn: Témoin
négatif sans souche

111.1.7.5. Mécanisme d’acquisition d’une multirésistance de S. Typhi aux antibiotiques
Les intégrons de classe 1 (intl) qui constituent un groupe de genes conférant une

multirésistance aux antibiotiques, ont été recherchés par PCR. On remarque a partir du Tableau

XXXIV, que tous les échantillons de S. Typhi ayant été soumis a I’action des antibactériens ont

développé une résistance a plus de deux antibiotiques.

Tableau XXXIV : Phénotype de résistance de S. Typhi aux antibiotiques apres son exposition
a différents antibactériens

StT StEc Stlg StEp+A

cip ©)S (62S (15S  (500)R
ehinotype do réence do AMX @S (9R (9R  CS0)R
i t:/ipaux R C @S (15R (I5R  (250)R
1P GM ®S (2R (62R (15R

SXT/TSU (62) S (125)R (125 R (>500)R
S : la souche est sensible ; R : la souche a développé une résistance
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Parmi les cing échantillons de S. Typhi sélectionnés, deux ont révélé la présence du géne
intl (Figure 34). 1l s’agit de 1’échantillon issue de 1’exposition a 1’extrait de plante Annickia
chlorantha (Ec) et de celui issue de 1’exposition a Irvingia gabonensis (lg). Par contre, ce géne
n’a pas ¢été détecté chez [I’échantillon issu de D’exposition au mélange Extrait de
plante+antibiotique, ainsi que chez 1’échantillon témoin non exposé (Figure 34). Par
conséquent, la mise en évidence du géne intl chez les échantillons ayant été exposés aux extraits
de plante Annickia chlorantha (Ec) et Irvingia gabonensis (lg) indique que la résistance
observée est liée a 1’expression de ce géne. Par contre, I’absence de ce géne chez I’échantillon
de S. Typhi issue du mélange Extrait de plante+antibiotique montre que la résistance observée

dans ce cas est le résultat d’un mécanisme n’impliquant pas ce dernier.
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Figure 34: Profil de migration par électrophorése des produits d’amplification du géne intl
de S. Typhi.

M: marqueur de poids moléculaire (100 pb) ; Str: échantillon de S. Typhi initiale témoin non exposée ; Stec:
échantillon de S. Typhi exposée a Annickia chlorantha ; Stig : échantillon de S. Typhi exposée & Irvingia
gabonensis ; Step+a: échantillon de S. Typhi exposée & un mélange Extrait de plante+antibiotique ; Tn: Témoin
négatif sans souche

La détection des génes de résistance sull, floR et intl trouvés chez S. Typhi exposée aux
extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis a montré que les extraits de
plantes sont impliqués dans 1’expression des génes cibles aux antibiotiques. Cependant, ces
génes n’ont pas été détectés chez S. Typhi exposée au mélange Extrait de plante+antibiotique.
Ces résultats ont démontré que les extraits de plantes sont capables d’induire la résistance

bactérienne aux antibiotiques par divers mécanismes impliquant des genes de résistance ou pas.
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111.2. DISCUSSION

La sensibilité des souches bactériennes (S. Typhi et S. aureus) vis-a-vis des différents
antimicrobiens testés s’est traduite par la présence d’auréoles claires autour des disques.

Les résultats obtenus montrent que les souches S. Typhi et S. aureus sont sensibles aussi
bien aux antibiotiques qu’aux extraits de plantes testés dans ce travail. L activité inhibitrice des
extraits pourrait s’expliquer par la présence dans ceux-ci de différents métabolites secondaires
possédant des propriétés antimicrobiennes, car plusieurs investigations ont eu & démontrer que
les extraits de plantes contenaient des substances telles que les tanins, les flavonoides et les
saponines, responsables de leur activité antibactérienne (Adesokan et al., 2007; Dawang et
Datup, 2012). Cependant, I’activité antibactérienne des extraits de plantes varie d’une plante a
une autre. Cette différence d’activité pourrait s’expliquer par la différence en composition et en
concentration de métabolites secondaires de ces différents extraits (Takeo et al., 2004).

Par ailleurs, il a été observé que les activités antimicrobiennes des extraits de plantes
restent bien inférieures a celles des antibiotiques. La faible activité des extraits de plantes par
rapport aux antibiotiques se justifierait par le fait que contrairement aux antibiotiques qui sont
des molécules pures, les extraits de plantes sont des mélanges de molécules actives auxquelles
s’ajoutent d’autres substances telles que les polysaccharides et les polypeptides capables de se
lier aux composés actifs et de masquer ou diminuer leur activité (Sanogo et al., 2006).

Parmi les antibiotiques testés sur S. Typhi; la ciprofloxacine, la gentamicine et
I’amoxicilline ont présenté une meilleure activité par rapport aux autres antibiotiques. Et
concernant la souche S. aureus; la vancomycine, 1’érythromycine et le cotrimoxazole sont les
antibiotiques les plus actifs. Cependant, les valeurs des CMI ont permis de confirmer la forte
activité de 1’amoxicilline et de la vancomycine vis-a-vis de S. Typhi et de S. aureus
respectivement. L’efficacité de ces antibiotiques qui agissent au niveau de la paroi bactérienne,
serait d{ au fait qu’ils ont une certaine facilité a atteindre leurs cibles, car selon Nairouz (2005),
pour qu’un antibiotique soit efficace, il faudrait qu’il atteigne sa cible dans la bactérie. Les
extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis ont présenté une meilleure
activité vis-a-vis de S. Typhi par rapport aux autres plantes testées. La forte activité d’Annickia
chlorantha serait liée a la présence dans cette plante, des alcaloides qui se révélent
quantitativement plus élevés que les autres constituants (Dawodu et al., 2014). En effet, ces
molécules sont connues comme douées de propriétés antimicrobiennes (Faizi et al., 2003). Le
mécanisme d'action des alcaloides est attribué a leur capacité a s'intercaler avec I'ADN. La
présence des tanins (composés phénoliques) dans 1’extrait de plante Irvingia gabonensis a des

quantités trés élevées par rapport a tous les autres constituants (Efosa et Ngozi, 2018 ; Don,
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2018) serait a I’origine de sa forte activité. Parmi les extraits de plante testés vis-a-vis de S.
aureus, Chromolaena odorata et Erigeron floribundus ont présenté les meilleures activités. La
forte activité de ces deux plantes, qui sont de la famille des Asteraceae, serait liée a leur richesse
en métabolites secondaires et particulierement a la présence élevée de composés phénoliques
tels que les flavonoides (Sharma et al., 2014 ; Akinmoladun et al., 2007).

Les souches bactériennes S. Typhi et S. aureus, soumises a une pression moléculaire des
extraits de plantes ont acquis une résistance aux antibiotiques testés. Cette capacité des bactéries
a acquerir des résistances aux antibiotiques peut étre le résultat de plusieurs modifications
métaboliques et /ou génétiques dans la population bactérienne. Ces changements peuvent
impliquer plusieurs mécanismes de résistance dépendant du mode d’action de chaque
antimicrobien et de la souche bactérienne. Le mode d'action des molécules actives contenues
dans les extraits de plantes suggere un mode d'action multi-objets impliquant a la fois des cibles
membranaires et intracellulaires. La modification des sites de liaison initiaux des bactéries et
/ou des modifications de la membrane cytoplasmique empécheraient les antibiotiques
d'atteindre leurs cibles (Bayer et al., 2000 ; Peschel et al., 2001 ; Samuelsen et al., 2005).

Les variations des activités antibactériennes des antibiotiques testés vis-a-vis de S. aureus
aprés le protocole d’induction, montrent que 1’exposition de cette souche & Chromolaena
odorata provoque plus de résistance chez cette derniére que son exposition a Erigeron
floribundus. En effet, S. aureus exposée a Chromolaena odorata a développé une résistance a
tous les antibiotiques testés. Tandis que la méme souche exposée a Erigeron floribundus a
développé une résistance a deux antibiotiques (I’oxacilline et le cotrimoxazole) sur les cinq
testés. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que 1’extrait de plante Chromolaena
odorata est plus riche en métabolites secondaires douées d’activités antibactériennes a
I’exemple des flavonoides, composés phénoliques majoritaires dans cette plante
(Akinmoladun et al., 2007). En effet, cette multitude de métabolites actifs suggere une
multitude de mécanismes d’action qui seraient a I’origine des résistances observées a plusieurs
antibiotiques par S. aureus apres son exposition & Chromolaena odorata (Yala et al., 2001).
On a observé que la résistance induit par Erigeron floribundus chez S. aureus vis-a-vis de
I’oxacilline est permanente. Le caractére persistant de cette résistance serait li¢ a une mutation
génétique ou a une modification du métabolisme de la bactérie provoquée par la pression de
I’antibiotique sur la souche (Van der Hors et al., 2011). La souche aurait subi une perte ou une
diminution structurelle ou fonctionnelle d’un géne avec comme conséquence une modification

de son métabolisme bactérien.
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L’exposition de S. Typhi aux extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia
gabonensis, induit la résistance de cette souche aux antibiotiques. En effet, I’exposition a
I’extrait Annickia chlorantha induit la résistance de S. Typhi a trois antibiotiques sur les cing
testés. C’est également le cas pour 1’exposition a Irvingia gabonensis. L’efficacité de ces
extraits de plante a induire la résistance aux antibiotiques serait liée a leur composition riche en
métabolites actifs. En effet, plusieurs études ont révélé la présence a de grandes quantités des
alcaloides dans ’extrait Annickia chlorantha et des tannins dans 1’extrait Irvingia gabonensis
ainsi que d’autres métabolites comme les saponines, les flavonoides, les phénols et les
glycosides cardiaques et les terpénoides (Dawodu et al., 2014 ; Efosa et Ngozi, 2018 ; Don,
2018). Cependant les observations faites durant le protocole d’induction montrent que la
résistance développée par S. Typhi en contact avec I’extrait de plante baisse en absence de tout
contact avec ce dernier. Cette variation du taux de résistance de S. Typhi, vis-a-vis des différents
antibiotiques testés serait le résultat d’'une combinaison de mécanismes de résistance. En effet,
il est possible que dans un premier temps, la présence de I’extrait de plante ait modifié le
métabolisme de S. Typhi vis-a-vis des différents antibiotiques et que dans un deuxiéme temps
le prolongement de 1’exposition ait provoqué une mutation génétique sur cette souche de par la
pression moléculaire (Hall, 2004) lui permettant ainsi de lutter efficacement contre ces
antibiotiques. En absence de I’extrait plante, le mécanisme de résistance li¢ au métabolisme
aurait cessé d’ou la baisse du niveau de résistance observé aprés exposition.

Les observations faites durant la phase d’exposition de S. Typhi a la décoction 2 et 4 ont
montré que ces extraits de plantes sont capables d’induire la résistance de cette souche a la
plupart des antibiotiques testés. Mais on note que le niveau de résistance de S. Typhi vis-a-vis
de ces antibiotiques tend a baisser en absence des décoctions. Malgré la baisse du niveau de
résistance observée a la phase de repiquage en absence des décoctions, S. Typhi conserve tout
de méme sa résistance a tous les antibiotiques. Ces résultats montrent que Dec.2 et Dec.4
induisent plus la resistance de S. Typhi aux antibiotiques par rapport aux extraits Annickia
chlorantha et Irvingia gabonensis. Ceci pourrait s’expliquer par le nombre élevé de molécules
bioactives variées contenues dans les décoctions. En effet, la variété de biomolécules actives
implique le développement de plusieurs mécanismes de résistance (Yala et al., 2001).
Cependant, il n’est pas a exclure que les décoctions pourraient provoquer plus de mutations que
les extraits de plantes simples.

Les resultats obtenus concernant I’impact de la concentration d’extrait de plante utilisée
pour I’exposition ont montré que durant les cinq premiers jours d’exposition de S. Typhi a

différentes concentrations fixes (0,5mg/mL ; 1mg/mL et 1,5mg/mL), celle-ci développe
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rapidement une résistance a la majorité des antibiotiques testés. Cette perte de sensibilité serait
liée a une adaptation, de cette souche dd & une modification du milieu de culture. Le mécanisme
de résistance rapide observé serait le résultat de I'activation d'une réponse au stress chez la
bactérie. D’apres certains travaux, l'implication d'une protéine de réponse au stress dans la
résistance aux antibiotiques a déja été démontrée, plaidant pour une activation du systéeme de
stress bactérien en tant que mécanisme de résistance possible (Ulvatne et al., 2002 ; Katzif et
al., 2003 ; Samuelsen et al., 2005). Par ailleurs, on note que toutes les trois concentrations
d’extrait de plante testées pendant 14jours sur S. Typhi ont influencé la sensibilité de cette
souche en la rendant plus résistante aux antibiotiques. Cependant, cette sensibilité varie en
fonction de I’antibiotique testé et de la dose d’exposition. Lorsqu’on expose S. Typhi & une
concentration double d’extrait de plante passant de 0,5mg/mL a 1mg/mL, on observe une
différence significative sur le comportement de cette souche vis-a-vis de tous les antibiotiques.
En effet, I’exposition de S. Typhi a la concentration 1mg/mL d’extrait de plante rend cette
souche beaucoup plus résistante aux antibiotiques par rapport a son exposition aux
concentrations 0,5mg/mL et 1,5mg/mL d’extrait. Ce résultat suggérent que 1'exposition a des
niveaux d'extraits de plantes inférieurs a la CMI et particulierement a la concentration 1 mg/mL
est un facteur de risque dans 1’acquisition d’une résistance. Ce résultat va a I’encontre de celui
de Van der Hors et al., qui en 2011, avaient montré qu’en doublant la concentration des
substances antibactériennes, cela n’a aucune influence significative sur le comportement de la
souche vis-a-vis de ces antibiotiques. Par contre lorsque la concentration d’exposition des
souches de S. Typhi tripple passant de 0,5 a 1,5 mg/mL d’extrait de plante, le comportement de
cette souche vis-a-vis des antibiotiques vari d’un antibiotique a un autre. Ainsi, cette dose
n’aurait aucune influence significative sur I’augmentation de la résistance de S. Typhi vis-a-vis
des antibiotiques testés. Ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’a cette dose, la bactérie serait
moins stressée. Ce résultat semble contrédire celui de Martinez (2009) qui a montré que 1’'usage
excessif des antibiotiques constitue un facteur de pression ou de stress considerable sur
I’écologie bactérienne contribuant ainsi a augmenter leur résistance (Martinez, 2009).
L’exposition de S. Typhi & Annickia chlorantha et a Irvingia gabonensis a induit sa
résistance aux extraits de plantes. Ainsi les phytobiomolécules actives contenues dans les
substances végétales sont capables d’induire une résistance bactérienne aux extraits de plantes.
Cette résistance serait le résultat de plusieurs modifications métaboliques et / ou génétiques non
spécifiques. En fait, il a ét€ observé qu’un mécanisme général de résistance, tel que les pompes
a éflux, qui consiste a éliminer les substances antibactériennes par pompage actif hors de la

cellule, est impliqué dans la résistance bactérienne a certaines huiles essentielles (Couriera,
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2017). Selon Yap et al. en 2014, les antibiotiques ont besoin d’étre transportés a travers la
membrane plasmique et une surproduction des pompes & protéines dans cette membrane
plasmique faciliterait la résistance des bactéries par expulsion des antibiotiques. Donc par ce
mécanisme, S. Typhi en présence des extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia
gabonensis, aurait surproduit les pompes a protéines lui permettant de développer une
résistance par ¢limination des extraits de plantes testés, d’ou les résistances observées.

Les résultats obtenus concernant les mécanismes de résistance ont montré que S. Typhi,
ayant été exposée ou non aux substances antibactériennes possede le géne blaTEM. Par contre,
le géne blaSHV n’a pas été détecté chez cette souche. Les autres génes cibles des antibiotiques
recherchés a savoir : sull, floR et intl ont été trouvés chez S. Typhi exposée aux extraits de
plantes Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis. Cependant, ces genes bien que présents
dans le génome de cette souche, n’ont pas été détectés chez I’échantillon de S. Typhi exposée
au mélange Extrait de plante+antibiotique et chez I’échantillon témoin non exposé.
L’exposition de S. Typhi aux extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis
aurait donc provoqué I’expression des geénes sull, floR et intl. Par contre le fait de ne pas avoir
détecté ces genes dans les autres échantillons démontrent qu’ils étaient “silencieux” et que du
fait de I’exposition en continue, ils ont pu s’exprimer. Ces résultats sont semblables a ceux de
Clemente et al. (2015) qui ont trouvé des génes de résistance sur des bactéries d’une
communauté d’individus peu confrontés a des antibiotiques. Ces genes étaient "silencieux" vis-
a-vis des antibiotiques, mais pouvaient s’exprimer par une sélection naturelle en cas de contact
répété de ces populations avec des antibiotiques. Ce résultat met ainsi en exergue I’implication
des extraits de plantes dans le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques en
rapport avec les modifications génétiques.

La détection du géne blaTEM, qui code pour les B-Lactamases, chez tous les échantillons
de S. Typhi y compris chez I’échantillon témoin non exposée (T) aux antimicrobiens, montre
que I’expression de ce gene pourrait étre le résultat de 1’exposition en continue aux substances
antimicrobiennes. En effet les B-Lactamases qui sont des enzymes capables d’hydrolyser le
noyau [-lactame des antibiotiques appartenant a la famille des B-lactamines (Korzeniewska et
Harnisz, 2013) sont fabriquées en permanence par la bactérie en absence de toute substance
antibactérienne. La résistance de S. Typhi a I’amoxicilline, observée aprés son exposition aux
différentes substances antibactériennes se justifierait par une augmentation importante de la
production de ces enzymes responsables de la résistance.

Le géne sull a été mis en évidence chez les échantillons de S. Typhi issue de 1’exposition
aux extraits de plantes Annickia chlorantha (Ec) et Irvingia gabonensis (Ig). Par contre, ce géne
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n’a pas ¢été détecté¢ chez la méme souche issue de I’exposition au mélange Extrait de
plante+antibiotique (Ep+A) et chez le témoin non exposée (T). Ceci pourrait se justifier par le
fait que le géne sull présent dans le génome de S. Typhi était « silencieux ». 1l se serait exprimeé
sous I’influence des phytobiomolécules actives contenues dans les extraits de plantes Annickia
chlorantha (Ec) et Irvingia gabonensis (Ig). Ainsi, la résistance développée par cette souche au
cotrimoxazole apres son exposition a Annickia chlorantha (Ec) et a Irvingia gabonensis (1g)
serait liée a I’expression de ce geéne due a I’influence de ces deux extraits de plantes (Clemente
et al., 2015). En effet, le géne sull identifié est capable de produire la dihydropteroate
synthétase impliqué dans la synthese des acides nucléiques (Peyret, 1994). Les sulfamides
agissent comme inhibiteurs compétitifs de 1’acide para-aminobenzoique vis-a-vis de la
dihydropteroate synthétase. Donc les bactéries ont pu résister a 1’action du cotrimoxazole, en
augmentant la syntheése du dihydropteroate synthetase et par 1a la production de I’acide para-
aminobenzoique (Peyret, 1994). Contrairement a I’échantillon témoin qui est resté sensible au
cotrimoxazole, 1’échantillon de la souche exposée au mélange Extrait de plante+antibiotique
(Ep+A) a développé une résistance a cet antibiotique. Cette résistance serait le résultat d’un
mécanisme qui n’est pas liée a I’expression du géne sull. Tous ces changements impliquent
plusieurs mécanismes de résistance dépendant du mode d’action des substances bioactives
contenues dans ces extraits de plantes (Yala et al., 2001). En effet, le mécanisme le plus souvent
décrit concerne la cible de I’antibiotique. Celle-ci est substituée et n’est donc plus reconnue par
I’antibiotique. L’autre mécanisme mis en évidence au cours de la résistance au cotrimoxazole
concerne la perméabilité de la bactérie a ces molécules.

Les résultats concernant la recherche du géne floR codant pour la résistance au
chloramphénicol ont montré que seuls les échantillons de S. Typhi ayant été exposés aux
extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis possedent ce gene. Ainsi, la
résistance acquise par S. Typhi vis-a-vis du chloramphénicol aprés son exposition aux deux
extraits de plantes, serait liee au gene floR qui se trouve dans son géenome. En effet, ce géne de
par son expression est capable de conférer une résistance a la bactérie en codant pour un
mécanisme non enzymatique qui présente une forte homologie avec les pompes a efflux
(Arcangioli, 2000). Par contre, la résistance développée par S. Typhi au chloramphénicol apres
son exposition au mélange Extrait de plante+antibiotique fait appel a d’autres mécanismes qui
n’impliqueraient pas le géne floR.

Parmi les cing échantillons de S. Typhi sélectionnés, deux ont réveélé la présence du géne
intl. 1l s’agit de I’échantillon issue de 1’exposition a I’extrait de plante Annickia chlorantha

(Ec) et de celui issue de I’exposition a Irvingia gabonensis (Ig). La présence du gene intl,
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conférant la résistance a plusieurs antibiotiques, justifie le caractére multi-résistant observe chez
S. Typhi. En effet, la présence de ce groupe de genes chez les bactéries est généralement
associée a un phénotype de multi-résistance (Gillings et al., 2008; Koczura et al., 2014). Des
études ont démontré que les intégrons de classe 1 (intl) sont des intégrons de résistance qui
portent en général un maximum de 10 génes de résistance codant pour la résistance aux
antibiotiques ou aux désinfectants (Gassama-Sow et al., 2006; An et al., 2006). Cependant,
I’absence de ce géne chez S. Typhi exposée au mélange Extrait de plante+antibiotique mais
résistante a plusieurs antibiotiques traduit le fait que la souche a développé d’autres mécanismes
de résistance n’impliquant pas ce gene.

Ces résultats mettent en exergue la diversité des mécanismes impliqués dans 1’acquisition
de la résistance décrite par plusieurs auteurs (Samuelsen et al., 2005; Nikaido, 2009). En effet,
le mécanisme d’action d’un antibiotique sur une souche microbienne est fonction de la famille

et de la diversité de la famille d’antibiotiques utilisés (Yala et al., 2001).
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CONCLUSION
Au terme de ce travail dont le but était d’élucider I’impact de I’exposition des bactéries
(S. Typhi et S. aureus) aux extraits de plantes utilisés dans la pharmacopée traditionnelle sur

leur capacité a acquerir une résistance aux antibiotiques, il en ressort que :

Les souches bactériennes (S. Typhi et S. aureus) avant 1’exposition aux substances
antimicrobiennes sont sensibles aussi bien aux antibiotiques testés qu’aux extraits de plantes.
Les activités antimicrobiennes des extraits restent cependant bien inférieures a celles des
antibiotiques ;

L’exposition de ces souches aux extraits de plantes traditionnellement utilisées au
Cameroun dans le traitement de la typhoide et des infections staphylococciques réduit de la
sensibilité de ces souches vis-a-vis des antibiotiques et des extraits de plantes généralement
prescrits dans la lutte contre ces infections. Ce qui prouve que I’utilisation sous pression
sélective des plantes dans les traitements traditionnels peut, comme dans le cas de I’utilisation
sous pression sélective des antibiotiques dans les pratiques cliniques et agricoles, étre a I’origine
de I'émergence et de la diffusion des bactéries résistantes aux antibiotiques. L’exposition de S.
Typhi a trois concentrations fixes (0,5mg/mL ; Img/mL et 1,5mg/mL) d’extrait de plante induit
la résistance de celle-ci aux antibiotiques. Ce qui a permis de montrer que la dose d’exposition
influence le comportement de la bactérie vis-a-vis des antibiotiques. Ceci est d’autant plus
alarmant qu’au Cameroun, I’automédication et le non-respect des doses d’antibiotiques seraient
des pratiques trés courantes.

La présence des genes cibles des antibiotiques sull, floR et intl chez S. Typhi apres son
exposition aux extraits de plantes Annickia chlorantha et Irvingia gabonensis et I’absence de
ces géenes chez I’échantillon de S. Typhi témoin non exposée a confirmé I’implication des
extraits de plantes dans le mécanisme d’acquisition de la résistance aux antibiotiques.

Ces résultats permettent ainsi de lever un pan de voile sur le cas de plusieurs échecs
thérapeutiques chez des populations admis dans nos hopitaux apres une longue cure non

controlée d’utilisation de plantes médicinales.
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PERSPECTIVES

Dans I’optique d’avoir plus d’éclairage sur les mécanismes d’acquisition de la résistance
des souches bactériennes vis-a-vis des antibiotiques suite a leur exposition aux substances
antibactériennes, il conviendrait d’approfondir cette étude aussi bien sur les souches
bactériennes (S. Typhi et S. aureus), que sur les extraits de plantes utilisés dans la réalisation

de ce travail. Ainsi, il serait important d’envisager dans des études futures :

v La détection des éventuelles mutations génétiques des souches utilisées suite a leur
exposition aux extraits de plantes ;

v' La recherche de tous les génes impliqués dans le mécanisme d’acquisition de la
résistance aux différentes familles des antibiotiques non seulement chez S. Typhi mais
aussi chez S. aureus ;

v' Les types interactions entre les phytobiomolécules contenues dans les extraits de plantes
médicinales et les antibiotiques ;

v’ La réalisation in vivo de la mise en évidence de la résistance de S. Typhi et de S. aureus

induite par les extraits de plantes.
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Annexe 1 : Composition des différents Milieux de culture

BOUILLON NUTRITIF

é Peptone 109

é Extrait de viande 10g

é Chlorure de sodium 5¢
pH7,3+0,2

GELOSE NUTRITIVE (OXOID CMO0003 Blades Biogical Ltd)

é Peptone 10g

é Extrait de viande 10g

é Chlorure de sodium 5¢

é Agar 159
pH7,3+0,2

GELOSE MUELLER-HINTON (SHARLAU 02-277)

6 Macération de beeuf 300mL

é Hydrolysat de caséine 17,59

é Amidon 1,59

é Agar 109
pH7,3+0,2



Annexe 2 : Composition des différentes décoctions de plantes

Composition de D1 (2 litres de lait) :

e Allium cepa 5009
o Allium sativum 4009
e Citrus medica 30ml
e 2 litres Lait non sucré 289

Composition de D2 (pour 5L d’eau) :

e Bidens pilosa 69
e Ecorce d’Annickia chlorantha 346,59
e Ecorce d’Alstonia boonei 249,5¢
e Fruit de Picralima nitida 8409
e Tiges de Dracaeana fragrans 1169
e Cymbopogon citratus 36,979
e Feuilles d’Eremomastax speciosa 63,399
e Tiges de Costus sp. 250,259
e Feuilles d’Aloes sp. 120,19

Composition de D3 (pour 2,5 L d’eau) :

e Ecorce de Mangifera indica  344,95¢g
e Feuilles de Psidium guajava 46,029

e Fruit de Picralima nitida 2959
e Feuilles de Carica papaya 1429
e Ocinum basilicum 38,56(¢

Composition de D4 (pour 2,5 L d’eau):

Ecorce d’Alstonia boonei 215,94g
Fruit de Citrus médica 185,42¢g
Racines de Panax ginseng 898,329
Ecorce d’Entandrophragma sp.  255g

Composition de D5 (pour 2,5 L d’eau):

Tiges de Costus sp. 314,359
Ecorce d’Annickia chlorantha
242,459

Kalanchoe crenata 34,169
Bidens pilosa 5,629

Feuilles de Voacanga africana
120,279

Composition de D6 (pour 2,5 L d’eau):

Kalanchoe crenata 2509
Ecorce d’Entandrophragma sp. 4009
Ecorce d’Annickia chlorantha  150g
Fruit de Picralima nitida 600g
Bidens pilosa 709



Annexe 3 : Protocole d’extraction et de purification de I’ADN

1.

10.

11.

12.

L'échantillon a été ajouté a un tube de lyse ZR BashingBead™. Puis 750 ul de solution
de lyse ZymoBIOMICS™ ont été ajoutés dans le tube et boucher hermétiquement ;
Les tubes de lyse ZR BashingBead™ ont ¢té centrifugés dans une microcentrifugeuse a
> 10 000 x g pendant 1 minute.

Par la suite, 400 pl de surnageant ont été transferés dans le filtre Zymo-Spin™ III-F
contenu dans un tube de prélévement et centrifuger a 8 000 x g pendant 1 minute. Le
filtre Zymo-Spin ™ [II-F a éte jeté apres centrifugation.

Puis 1 200 pl de tampon de liaison ADN ZymoBIOMICS™ ont été ajoutés au filtrat
dans le tube de prélevement de I'étape 3 et le tout a été bien mélangé.

Ensuite, 800 pl du mélange de I'étape 4 ont été transférés dans une colonne Zymo-
Spin™ IIC-Z contenue dans un tube de prélévement et centrifugé a 10 000 x g pendant
1 minute.

L'écoulement du tube de prélevement a été jeté et I'étape 5 répété.

400 pl de tampon de lavage 1 ADN ZymoBIOMICS™ ont été ajoutés a la colonne
Zymo-Spin ™ [IC-Z contenue dans un nouveau tube de prélévement et centrifugés a 10
000 x g pendant 1 minute. L'écoulement a été jeté.

Puis 700 pl de tampon de lavage 2 ADN ZymoBIOMICS ™ ont été ajoutés a la colonne
Zymo-Spin ™ [IC-Z dans un tube de prélévement et centrifuges a 10 000 x g pendant 1
minute. L'écoulement a éteé jeté.

200 pl de tampon de lavage 2 ADN ZymoBIOMICS™ ont été ajoutés a la colonne
Zymo-Spin ™ TIC-Z contenue dans un tube de prélévement et centrifugés a 10 000 x g
pendant 1 minute.

La colonne Zymo-Spin ™ [IC-Z a été transférée dans un tube a microcentrifugeuse
propre de 1,5 ml et 100 pl ZymoBIOMICS ™ DNase / RNase Free Water ont été
directement ajoutés dans la matrice de la colonne et incubés pendant 1 minute. Le tout
a été centrifugé a 10 000 x g pendant 1 minute pour éluer I'ADN*®,

Un filtre Zymo-Spin™ III-HRC a été place dans un nouveau tube de prélevement et 600
ul de solution de préparation ZymoBIOMICS™ HRC ont été ajoutés. Le tout centrifugé
a 8 000 x g pendant 3 minutes.

Enfin, 'ADN élué (étape 10) a été transfére dans un filtre Zymo-Spin™ III-HRC préparé
dans un tube a microcentrifugeuse propre de 1,5 ml et centrifugé a exactement 16 000

X g pendant 3 minutes.



Annexe 4 : Composition des réactifs utilisés pour I’extraction et la purification de I’ADN

ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit D4300T D4300 D4304
(Kit Size) (5 preps.) (50 Preps.) (50 Preps.)
ZR BashingBead™ Lysis Tubes (0.1 & 0.5 mm) 5 50 -
ZymoBIOMICS™ Lysis Solution 4 ml 40 ml -
ZymoBIOMICS™ DNA Binding Buffer" 6 ml 100 ml 100 ml
ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 1 2 mi 50 ml 50 ml
ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 5ml 60 ml 60 ml
ZymoBIOMICS™ DNase/RNase Free Water 1 ml 10 ml 10 ml
ZymoBIOMICS™ HRC Prep Solution 3ml 30 ml 30 ml
Zymo-Spin™ IlI-F Filters 5 50 50
Zymo-Spin™ I|lI-HRC Filters 5 50 50
Zymo-Spin™ lIC-Z Columns 5 50 50




Annexe 5 : Diameétres moyens des auréoles d’inhibition des extraits de plantes durant la phase

d’exposition et la phase de non exposition des souches bactériennes.

Tableau XXXV : Sensibilité de S. Typhi aux extraits de plantes apres son exposition & Annickia

chlorantha
EC IG VA MC co
Jours esposée | ecart | esposée | ecart | esposée | ecart | esposée | ecart |esposée |ecart
1 8 0 7 0 8 0 8 0 7 0
9 7 0 7 0 7 0 7 0 7,5 0,70
15 6,5/ 0,70 7,25| 0,35 6 0 6 0 6 0
23 7 0 7 1,4 7 0 6 0 6,5 0,70
29 6,5/ 0,70 7 0 7 0 6,5 0,70 6,5 0,70
EC IG VA MC co
Jours | témoin | ecart | témoin |ecart| témoin |ecart| témoin | ecart | témoin | ecart
1 8 0 7 0 8 0 8 0 7 0
9 7 0 7 0 7 0 7,5 0,70 6,5 0,70
15 7,25| 0,35 7 0 7 0 7 0 6,5 0,70
23 6,5/ 0,70 7 0 7 0 6,5 0,70 7,5 0,70
29 7 0 7 0 7 0 6 0 7 0
EC: Annickia chlorantha, 1G: Irvingia gabonensis, VA: Voacanga africana, MC: Musanga cecropioides, CO:
Chromolaena odorata
Tableau XXXV : Sensibilité de S. Typhi aux extraits de plantes aprés son exposition a
Irvingia gabonensis
EC IG VA MC co
Jours | esposée | ecart | esposée | ecart | esposée | ecart | esposée | ecart | esposée |ecart
1 8 0 7 0 8 0 8 0 7 0
9 7 0,7 7 0 7 0 7 0 7,75 0,35
15 6,75 1,06 7,25 0,35 7 0 7,5 0,70 6 0
23 7,25 0,35 7 0 6,5 0,70 6 0 7 0
29 6,5 0,70 6,5 0,70 6 0 6,25 0,35 6,5 0,70
EC IG VA MC co
Jours | témoin | ecart | témoin | ecart | témoin | ecart | témoin | ecart | témoin | ecart
1 8 0 7 0 8 0 8 0 7 0
9 7 0 7 0 7 0 7,5 0,70 6,5 0,70
15 7,25 0,35 7 0 7 0 7 0 6,5 0,70
23 6,5 0,70 7 0 7 0 6,5 0,70 7,5 0,70
29 7 0 7 0 7 0 6 0 7 0

EC: Annickia chlorantha, I1G: Irvingia gabonensis, VA: Voacanga africana, MC: Musanga cecropioides, CO:

Chromolaena odorata
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ABSTRACT

Introduction: Several authors have associated the development of antibiotic resistance to the use
of antibiotics. But this development of resistance could also be associated with plant extracts. This
article explores the impact of exposure to different plant extracts of Salmonella serotype Typhi and
Staphylococcus aureus on their sensitivity to antibiotics.

Methods: According to the informations obtained from traditional medicine healers, 13 plants
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powders from different parts were selected to compose mixtures that were used to produce the
extract by decoction. The susceptibility test through inhibition diameter analyses and the minimal
inhibition concentration were performed using the decoctions and the two strains. Different
microorganisms were exposed to a fresh broth containing the extract at fixed or increased
concentration in every 24 h for 14 days. Subsequently, after the 14 days, these strains were grown
in the same broth renewed at 24 h without added extract for another 14 days. Antibiogram using
three antibiotics was performed at 48 h. Variation of inhibition diameter was used to evaluate the
impact of extract exposure to the sensitivity.

Results: The two strains subjected to a molecular pressure of the plant extracts acquired resistance
to the antibiotics tested, regardless of the concentration of the plant extract used for the exposure.
The sensitivity of Salmonella Typhi exposed to two of the decoctions decreased vis-a-vis the three
antibiotics tested and this decrease persisted 14 days repeated sowing in new broth without plant
extract despite the lack of antimicrobial. In addition, exposure of Staphylococcus aureus to the
extracts of Chromoleana odorata and Erigeron floribundus showed a decrease in sensitivity of this
strain to Erythromycin. But this sensitivity compared to other antibiotics has decreased after non
antimicrobial exposure.

Conclusion: This study shows that continuous exposure of bacteria to some plant extracts reduces
the sensitivity of these strains. As a result, the development of antibiotic resistance is not only
related to the uncontrolled use of antibiotics.

Keywords: Antibiotics; plant extracts; antimicrobial activity; continuous exposure; sensitivity.

ABBREVIATIONS

SXT/TSU: Cotrimoxazole; C: Chloramphenicol; GM: Gentamicine; ERY: Erythromycine;
CIP: Ciprofloxacin; Dec.0: Decoction0O; Dec.1: Decoction1; Dec.2: Decoction2; Dec.3: Decoction3;

CO: Chromolaena odorata; EF: Erigeron floribundus; LC: Lantana camara; TP: Tridax procumbens;
AP: Difference in inhibition diameter obtained during exposure period between the beginning and the
end of the exposure; AA: Difference in inhibition diameter obtained during non exposure period
between the beginning and the end of this period; MICs: Minimal inhibitory concentrations.

1. INTRODUCTION

The antibiotic resistance which today represents
as a global public health problem is the cause of
the search for new molecules, with a potential
reserve being the use of medicinal plants. The
observations made over the past 20 years
showed that the number of new drugs reaching
the market has unfortunately fallen [1,2] while the
level of resistance has increased among
pathogenic bacteria, including Salmonella and
Staphylococcus types. This is the case for the
methicillin-resistant Staphylococcus aureus, as
well as Salmonella serotype Typhi and
Salmonella serotype Typhimurium resistant to
second generation fluoroquinolones and to
ceftriaxone [3]. Several authors have attributed
antibiotic resistance to the selective pressure of
antibiotic use in clinical, veterinary and
agricultural practices [4]. A correlation between
the use of antibiotics, the emergence and spread
of bacterial resistance is indeed well documented

[5].

Infections such as typhoid fever and meningitis
caused by resistant bacteria have become
difficult to treat and the treatment cost is
increasingly high. The use of medicinal plant
products or in combination with antibiotics is
becoming a serious alternative in developing
countries.

In general, combination studies of medicinal
substances, particularly antibiotics along with
extracts and essential oils obtained from plants
are often described in the literature [6,7,8]. This
strategy is indeed of great interest for potential
clinical applications, since it reduces the possible
side effects of current treatments by reducing the
dose of the compound used [6], thus also limiting
the development of antibiotic based resistance
phenomena.

However, recent studies have shown that
bacteria with antibiotic resistance traits can be
isolated from people who have not been
subjected to their significant exposure to
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Table 1. List of medical plants used against Salmonalla Typhi and Staphylococeus aureus in Cameroon

Sclentificname  Family Commonname  Partused  Assoclated Method of preparation ~ Howto References

plants Use
Citrus madica Rutacsae  Codratier Fru Decoction Ol [12)
Mangferaindca ~ Anacarcia-caae Andok (Ewondo)  Bax Citron Decoction Ol ]
Carica papaya Caricaceae  Fofo (Ewondo) Leaves  Dalrier, satgerm  Macaration, decoction, ~ Oral  [1410]
tituration
Bidans pllosa Astoracaae  Colécolé Bark Alods Triuration Ol [1410]
Sanna alata Fabaceae  Datrier Leaves Bol, maceration Ol 1]
Cymbopo-gon ciratus  Poaceas Cironnelle Ossanga  Leaves  Civon,canecf  Decoction Maceraion ~ Oral  [10)
(Ewondo) e twins
Alstonia boonel Apocynacaae  Ekuk (Ewondo) Ecorcs  Nivaguineleal  Macaration, fermentation  Oral  [14]
Panax ginsang Aralacaae  Ginsang Frut racine  Kinkelbainfrut  Infusion, maceraton ~—~ Onal  [14]

Enandrophragma sp.  Meliacese  Sapel blanc Ecorces  Bacbab, dattier  Macdration, fermentation  Oral  [14]
Voacanga aficana  Apocymaceae  Voacanga dAfrique  Sead, Cola nuts Maceration, dacocion Ol [14]

Leavas
Enania chioranta ~~ Amnonaceae Nl Ecorcs  Citrus [mon Decoction Ol [14]
Invingia gabonansis  Iningiacaze  Andok befi Ewondo) Ecorcss  Ngongui Decaction Ol [1
Musanga cacropioides  Cecropiaceae  Asseng Ecorcas Decoction Ol [14]
Chromolag-na odorala Asteracese  Kondengui (Ewondo) Leaves  Kingsofherbs  Trituration Darmal, [13]
Oral
Erigaron florbundus ~ Asteraceae  Vien nguim L aaves Friction in warm water ~~ Der-mal  [13]




antibiotics, living in remote locations and
undergoing very little geographical mobility [9].
This suggests that there are agents other than
antibiotics that induce resistance.

Literature presents many plants that are used as
a mixture in the form of decoctions to treat
people with typhoid fever, caused by Salmonella
Typhi in Cameroon. Bidens pilosa, Carica
papaya and Cymbopogon citratus [10]; Senna
alata and Mangifera indica [11] and Citrus
meédica [12] are among them. Several macerated
plants are also used against skin diseases or
gastrointestinal infections, as is the case of
Chromolaena odorata and Erigeron floribundus,
whose antibacterial activity against
Staphylococcus aureus has been demonstrated
[13]. Yet in a country where modern medicine
and traditional medicine are used, it is not
uncommon to see many therapeutic failures of
modern medicine after treatment with traditional
medicine. This justifies the interest of this work
which aimed at elucidating the influence of
Salmonella Typhi and Staphylococcus aureus
exposure to plant extracts on the antimicrobial
activity of various antibiotics. In particular, those
used in the fight against these two pathogens.
This study was carried out in the Laboratory of
Microbiology of the University of Yaounde 1,
Cameroon between August 2013 and April 2015.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Plants Selection

Several medicinal plant species used in the
treatment of typhoid and staphylococcal skin
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infections were harvested in Cameroon central
region from August 2013 to September 2014.
Some of these plants and the parts used are
presented in Table 2. They were selected based
on indications from the literature and information
received from traditional healers and vendors of
medicinal plants. Botanical identification and
authentication were done at the National
Herbarium of Cameroon

2.2 Preparing Adqueous Extracts of
Plants

The preparation of the decoctions used in this
work was prepared based on recipes from
traditional healers for the treatment of typhoid
fever.

Indeed, the harvested plants were washed, dried
and ground. The various powder samples were
then weighed and mixed in water in the ratio of
(w / v) 1: 2 for the first solution obtained from the
plants (1: 9: 10), 2: 3 for the second solution
obtained from the plants (1: 7: 8), 1: 2 for the
third solution obtained from the plants (4: 8: 11:
12;: 13) and 2: 3 for the last solution obtained
from the plants (1: 2: 3: 4: 5: 6). The solutions
obtained were boiled for 30 minutes and then
cooled to room temperature. The decoctions
were filtered using Whatman No. 1 filter paper
and the filtrate was dried in an oven at 45°C until
a constant weight was achieved. Decoctions thus
obtained and codified as :Dec.0; Dec.1; Dec.2
and Dec.3 respectively and stored at 4°C for
later use.

Table 2. Medicinal plants selected for assessing the antibacterial activity

N° Scientific name Massl/litre Partused Reference Location of
collection

1 Citrus medica 120 g Fruit 65106/HNC Mokolo market

2 Mangifera indica 200 g Bark 5734/HNC Mount Eloumden

3 Carica papaya 180 g Leaves 18647/SFR/CAM Mendong

4 Bidens pilosa 40¢ Bark 42254/HNC Mount Eloumden

5 Senna alata 80g Leaves 1871YA Mount Eloumden

6 Cymbopogon citratus 30g Leaves 48536/SFR/CAM Mendong

7  Alstonia boonei 88¢ Ecorces 2151/SRF/CAM Mount Eloumden

8 Entandrophragma 102 g Ecorces 29933/HNC Mount Eloumden

9  Allium cepa 250 g Bulbs 034/UDS Mokolo market

10  Allium sativum 200 g Bulbs 44810/HNC Mokolo market

11 Kalanchoe crenata 100 g Ecorces 50103/YA Mokolo market

12 Annickia chlorantha 60 g Ecorces 2949/SFR/CAM Mokolo market

13  Picralima nitida 2404g Fruit 1942/SRFK Mokolo market

14 Chromolaena odorata 100 g Leaves 952/SRF/CAM Campus UY1

15 Erigeron floribundus 100 g Leaves 48832/HNC Campus UY1




The anti-staphylococcal decoction was made
from four plant extracts: Chromolaena odorata;
Erigeron floribundus; Enantia chlorantha and
Irvingia gabonensis. For this, the different parts
of each harvested plant were washed with water,
dried and finely ground using an electric grinder.
The resulting powder was soaked in water in a
10% ratio (w / v) for 48 h. The solution was
filtered under vacuum on Whatman No. 1 filter
paper and the filirate was dried in the oven at
45°C. The dry extract obtained was kept in a
refrigerator at 4°C for future use.

2.3 Bacterial Strains

Staphylococcus aureus NCTC 10652 and
Salmonella Typhi 32 that are involved in skin
diseases and typhoid fever respectively, were
used in this work and provided by the
Microbiology Laboratory of the Food Science
Department of the University of Bologna (ltaly).

2.4 Antibiotics

The following antibiotics: Gentamicin (GM),
Cotrimoxazole (SXT/TSU) (Strides Acrolab Ltd),
Erythromycin (ERY) (Alice pharma Pvt Lid.),
Ciprofloxacin (CIP) (Maxheal Pharmaceuticals
Ltd.) and Chloramphenicol (C) (Baijingyu Nanjing
Pharmaceutical Co. Ltd) were used. The choice
of these antibiotics was based on the frequency
of use and their family affiliation.

2.5 Antimicrobial Analysis

2.5.1 Inhibition diameter analysis

The antimicrobial activity of antibiotic substances
and plant extracts used was determined by the
diffusion method on agar medium [16]. Antibiotic
solutions and plant extracts were prepared at
concentrations of 1 mg/ml and 100 mg/ml
respectively. Agar was seeded from a bacterial
suspension of 10° UFC / ml. 10 pl of each
antibiotic solution and 20 pl of each extract test
solution and the solvent used as control (sterile
water) were deposited on different filter paper
disks (6 mm diameter). The impregnated disks
were dried for 24 hours at 37°C to complete
evaporation of the solvent and then deposited on
the surface of the agar. After a 24-hour
incubation period at 37°C, the various diameters
of the inhibition halos obtained around the disks
were measured.

2.5.2 Determination of MICs

MICs were determined according to the method
described by Cos et al. in 2006 [16]. A geometric
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progression of reason 2 of the concentrations of
plant extracts ranging from 0.1 mg/ml to 1600
mg/ml was carried out. For antibiotics, the range
of concentrations ranged from 0.001 to 0.5
mg/ml. Subsequently, these tubes were seeded
with a volume of 100 pl of the inoculum ('IO6 UFC
/ ml) diluted 1/100; and were incubated for 24
hours at 37°C. The experimental controls
consisted of (I) a broth without inoculum but the
inhibitory substance and (Il) broth with inoculum
without the inhibitory substance. After incubation,
the presence of haze indicated visible growth of
the bacteria, while the absence of haze involved
the antibacterial effect of the tested substances.
MIC was determined to be the lowest
concentration that inhibited any visible growth.

2.6 Continuous Exposure of Bacterial
Strains to Plant Extracts

Strains of Salmonella Typhi and Staphylococcus
aureus were cultured in every 24 hours for 14
days in nutrient broth containing the plant
extracts at a fixed concentration and increasing
sub-lethal concentrations. When growth was
visible in the tubes, 100 pl of this culture was
taken to inoculate two different broths: firstly a
new nutrient broth containing the same
concentration of the plant extract and secondly a
new nutrient broth containing the double
concentration the plant extract. This was
repeated in every 24 hours for 14 days.

After 14 days of exposure to the extracts «
exposure period », the strains were grown again
in every 24 hours for 14 additional days in
nutrient broth without plant extracts «non-
exposure period » to verify a possible change of
strain behaviour towards the antimicrobial. The
diameters of the inhibition halos of the different
antibiotics vis-a-vis the strains studied exposed
or unexposed to plants extracts were evaluated
in every 48 hours by performing a standard
antibiogram using the diffusion method with the
disks described above.

The study of the antibiotic sensitivity of strains
exposed to plant extracts over time was based
on the determination of the indices AP and AA
where, AP is the difference in inhibition diameter
obtained during exposure period calculated as
initial inhibition diameter minus final inhibition
diameter. AA is the difference in inhibition
diameter obtained during the non-exposure
period calculated as inhibition diameter at the
beginning minus inhibition diameter at the end.
Thus: if AP<0, the strain became more sensitive



to antibiotics during the exposure period, if AP=0,
it became more resistance to antibiotics during
the exposure period, and if AA<Q, the strain
gained more resistance to antibiotics during the
non-exposure period with respect to the
exposure period; if AA>0, the strain became
more sensitive to antibiotics during the non
period exposure with respect to the exposure
period.

3. RESULTS

3.1 Activity of Antimicrobial Substances

The sensitivity of the bacterial strains
(Salmonella Typhi and Staphylococcus aureus)
vis-a-vis different tested antimicrobial is
presented in Table 3. The results shows that
Salmonella Typhi and Staphylococcus aureus
were sensitive to both the antibiotics and the
plant extracts tested in this work. The
antimicrobial activities of the extracts tested,
however, remained much lower than those of
antibiotics. The diameters of the inhibition halo
obtained between 25.0 mm and 42.0 mm and
between 7.5 mm and 12.00 mm respectively for
antibiotics and plant extracts (Fig. 1).
Ciprofloxacin (36.00 mm) and Chloramphenicol
(29.00 mm) have the best antibacterial activity
against Salmonella Typhi and for Staphylococcus
aureus it is Cotrimoxazole (42.00 mm) and
Erythromycine (40.00 mm). Regarding the plant
extracts, Dec 1 has the highest antibacterial
activity against Salmonella Typhi with an
inhibition diameter of 12.00 mm, followed by the
extracts of Dec 0 and Dec 3 whose Inhibitory
activities were similar. Furthermore, Erigeron
floribundus and Chromolaena odorata showed
the best activities against Staphylococcus aureus
NCTC 10652 with inhibition diameters of 12.00
mm and 11.50 mm respectively.

The results reported in Table 3 shows MIC
values Typhi ranging from 0.008 to 0.320 mg / ml
for antibiotics, and 6.25 to 1600.00 mg/ml for
plant extracts. These results confirm the best
activities of antibiotics compared to that of plant
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extracts. Dec 0, Dec 1 and Dec 3 were the most
active decoctions against Salmonella and with
comparable activities (MICs equal to 800 mg/ml).
Moreover, extract of Chromoleana odorata was
the most active against Staphylococcus aureus
NCTC 10652 with a MIC equal to 6.25 mg/ml.

3.2 Antibiotic Susceptibility of Strains
Exposed to Plants Extracts

Continuous exposure of strains to plant extract
resulted in a variation in their sensitivity to the
antibiotics tested (Tables 4,5,6,7). Three most
active antibiotics for each strain was used to
monitor their strain behaviour towards them after
exposure to plant extracts and the period of none
exposure.

According to the present work, the monitoring of
the antibacterial activity of the three antibiotics
tested on Salmonella Typhi before and after its
exposure to decoctions 1 and 3 shows that this
strain has developed resistance to the three
antibiotics (AP>0), this regardless of the
concentrations used (Figs. 2 and 3). In addition,
it was seen that this resistance developed during
the increasing concentration exposed period
which was maintained over time during the non
exposure period (AA<Q) with all the antibiotics.
When the exposure period was at a fixed
concentration of extract (Dec.1), only
Chloramphenicol induced resistance was lost. In
case of exposure to Dec.3, the resistance to
antibiotic-induced during the exposure period
was maintained only for Ciprofloxacin in the two
tests and Cotrimoxazole only during the
increasing concentration exposed period.

The results obtained during the exposure period
of Staphylococcus aureus to Chromoleana
odorata show that this strain has become more
sensitive to all antibiotics (AP<0) except
Erythromycin at a fixed concentration (AP>0).
Similar results were obtained during the
exposure period of Staphylococcus aureus to
Erigeron floribundus (Figs. 4 and 5). The strain
has become more sensitive to  all

Table 3. Minimum inhibitory concentrations of antimicrobials (mg/ml)

Cc CIP SXT/TSU Dec.0 Dec.1 Dec.2 Dec.3
Salmonella Typhi 0.32 0.008 0.128 800 800 1600 800

GM ERY SXT/TSU co EF LC TP
Staphylococcus aureus 0.008 0.008 0.125 6.25 25 25 25

SXT/TSU: Cotrimoxazole; C: Chloramphenicol; GM: Gentamicine; ERY: Erythromycine; CIP: Ciprofloxacin;
Dec.0: Decoction0; Dec.1: Decoction1; Dec.2: Decoction2; Dec.3: Decoction3; CO: Chromolaena odorata;
EF: Erigeron floribundus; LC: Lantana camara; TP: Tridax procumbens
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Fig. 1. Values of the mean diameters of the inhibition halos of antimicrobials tested vis-a-vis
Salmonella Typhiand Staphylococcus aureus
SXT/TSU = Cotrimoxazole, C = Chloramphenicol, GM = Gentamicine, ERY= Erythromycin, CIP=Ciprofloxacin,
Dec.0 = Decoction0, Dec.1 = Decoction1, Dec.2 = Decoction2, Dec.3 = Decoction3, CO= Chromolaena odorata,
EF=Erigeron floribundus, LC= Lantana camara, TP= Tridax procumbens

antibiotics (AP<0) except Erythromycin at a fixed
and increasing concentration (AP>0). Moreover,
strains of Staphylococcus aureus obtained after
exposure to Chromoleana odorata became less
sensitive to all antibiotics during non exposure
period (AA<0), and strains obtained after
exposure to Erigeron floribundus had a lower

sensitivity  to Gentamicin (only  fixed
concentration) and Cotrimoxazole during non
exposure period (AA<0). In addition, we
observed a gain of sensitivity of Staphylococcus
aureus to Gentamicin (at increasing
concentration) and Erythromycin during non
exposure period.
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Fig. 2. Variations of the antibacterial activity of reference antibiotics against Sa/lmonella Typhi
in repeated culture in the presence and absence of fixed and increasing Dec.1
AP: difference in inhibition diameter obtained during exposure period calculated as initial inhibition diameter
minus final inhibition diameter; AA: difference in inhibition diameter obtained during the non-exposure period
calculated as inhibition diameter at the beginning minus inhibition diameter at the end. AP<0: the strain became
more sensitive to antibiotics during the exposure period; AP>0: it became more resistance to antibiotics during
the exposure period; AA<Q: the strain gained more resistance to antibiotics during the non period exposure with
respect to the exposure period; AA>0: it became more sensitive to antibiotics during the non period exposure
with respect to the exposure period. SXT/TSU: Cotrimoxazole; C: Chloramphenicol; CIP: Ciprofloxacin; Dec.1-fix:
Decoction1 at a fixed concentration; Dec. 1-Increase: Decoction1 at increasing concentration
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Fig. 3. Variations of the antibacterial activity of the reference antibiotics against Sa/monella
Typhiin repeated crops in the presence and absence of the fixed and increasing Dec.3
AP: difference in inhibition diameter obtained during exposure period calculated as initial inhibition diameter
minus final inhibition diameter; AA: difference in inhibition diameter obtained during the non-exposure period
calculated as inhibition diameter at the beginning minus inhibition diameter at the end. AP<Q: the strain became
more sensitive to antibiotics during the exposure period; AP>0: it became more resistance to antibiotics during
the exposure period; AA<Q: the strain gained more resistance fo antibiotics during the non period exposure with
respect to the exposure period; AA>0: it became more sensitive to antibiotics during the non period exposure
with respect to the exposure period. SXT/TSU: Cotrimoxazole; C: Chloramphenicol; CIP: Ciprofloxacin; Dec.3-fix:
Decoction3 at a fixed concentration; Dec.3-Increase: Decoction3 at increasing concentration

4. DISCUSSION molecules, plant extracts are mixtures of active
molecules plus other substances such as

The low activity of plant extracts observed polysaccharides, polypeptides capable of binding

compared to antibiotics can be related to the to the active compounds and hide or decrease

presence of various molecules present in these their activity [17,18].

plants. In fact, unlike antibiotics which are pure
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Table 4, Mean diameters of Salmonella Typhi inhibition rings after repeated cultures in the presence and ahsence of Dec.1 at a fixed

concentration and growing for all antibiotics

Days Mean diameter of inhibition halo (mm)
SXTITSU C Clp

Dec.1-fix Dec.1-increase Dec.1-fix Dec.1- increase Dec.1-fix Dec.1- increase
f 26,0041 04f 26,0011 Mg 20004076 29,00¢0,76f 36,5011 25 36,501,259
9 130060000 14,0040,00cd 250041000 26,5040, 26,0040,580,¢ 275040 58¢
15 14001058 125040980 2004173 280040,58de 25,0041 15 26,000,004
23 100042000 9,0041,00a 20040002 23004115 25,0041 156 25,0040 58a,b,0
29 1400405 115040583 4004029 22004173 23,0040,00a 29,5040,50f

The average diameters o th inhiited zones affected by the same letr n the same column are nof signiicantl diferen atp <(.09. Each value represents the mean ¢
standard deviation of the mean diamefer o the inhibifion zones, SXT/TSU: Cotrimaxazols; C: Chioramphenicol; CIP: Ciproftokacin; Dec. - Decocton at a fired
concentration; Dec. -Increase: Decoction? at increasing concentrafion

Table 5. Mean diameters of Saimanella Typhi inhibition rings after repeated cultures in the presence and absence of Dec.3 at fixed and increasing

concentration for all antibiotics

Days Mean diameter of inhibition halo (mm)
SXTSU C CIP
Dec.3fix Dec.3- increase Dec.3fix Dec.3- increase Dec.3fix Dec.}- increase

1 26,0041,04 26,00¢1,04h 29,0040,76tg 29,000,761 36,5041 251 30,901,259
9 13,0040,00¢ 15,0043,06f 26,0042,00d ¢ 215082 1ef 26,0040,00e f 30,00¢153e
15 §00t000a 135041 15de 23,00¢1,15b 25,50¢1,15¢,d 25,50¢1,15¢,d 23,0040,00b
23 110041150 10504087b,¢ 24,5040 58b.¢ 21,001,158 23,00¢1,15 24,0040 58b
29 130041 53de 13,0041,00de 24.0040,00b,¢ 26,500,56¢,d 24,0040,58b,6 26,0040,00¢

The average diameters of the inhibited zones affected by the same leter in the same column are nof significantl diferent af p <0.05. Each value represents the mean £
standard deviafon of the mean diameter of the inhiiton zones. SXT/TSU: Cotrimoxazole; G: Chloramphenicol; CIP: Clprofoxacin: Dec. 3-ix: Decoctiond af a fived
concentration; Dec.d-Increase: Decoctiond at increasing concentrafion
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Table 6. Mean diameters of Staphylococcus aureus inhibition rings after repeated cultures in the presence and absence of fixed and increasing
concentration of Chromolaena odorata (CO) for all antibiotics

Days Mean diameters of inhibition halo (mm)
SKTITSU ERY GN

CO-fix (0~ increase (Oix C0- increase (Oix C0- increase
f 42002141 42,0040,70h 40,0021 41 40,0041 41f 26,0040,70d 25004 41e
9 29,0041 41d 32,0041 e f 26,5082.120 30,040,003 14 00t141a 14 0040,00a
15 29,0020,00d 29,500 70c d 33,000,00g 35012 12d e 16,000,000 18 5040,70b
/4] 23.5020,70a 24 5041 H1a 30,0041 41d 34500 70d e 1700£0,00b 21 501212
i) 30,0041 41d 265041 41b,¢ 205081 4e 315041 41ab 16,90¢2,12b 199012120,

The average diameters o the ihibited zones affected by the same leter in the same column are not signifcanty iferent at p <0.0. Each value represents the mean ¢
standard deviafon of the mean diameter of the inhbition z0nes. SXT/TSU: Cotrimaxazole; : Chloramphenicl; Ery: Erythromycin; CO-fx: Chromolagna odorata af a i
concentraton; CO- increase: Chromolaena odorata at ncreasing concentration

Table 7. Mean diameter of Staphylococcus aureus inhibition rings after repeated cultures in the presence and absence of fixed and increasing

Erigeron floribunalus (EF) for all antibiotics

Days Mean diameters of inhibition halo (mm)
SXTITSU ERY GM

EF-fix EF- increase EFfix EF- increase EFfix EF- increase
f 42.0040,70h 42,0040,70h 0002129 40001141 30,0040,10f 26,0040,70h
g 32,0040,00e 240041 41b H00:070e 34 50t2 12 2400£2,00c d 12501070
19 265,0042,12 21,0041 41c.d B0t M2 29000708 24 5041 53 19,500,700
/A 27 5020,70b 20.5020,70d.e 0001070 315041 41c 24.0040,58¢.d 22000701
il 30,0020,00d 42,0040,70h 310041 41f 40008141 2 5040 87d 26,0040,70h

FF

The average diameters o the ihibited zones affected by the same leter i the same colum are nof signifanty difierent at p <0.0. Each value represents the mean ¢
standard deviafon of the mean diameer of the inhibiion z0nes. SXT/TSU: Cotrimaxazole; C: Chloramphenicol, Ery: Erythromycin; EF-fix: Erigeron floribundus at a fixed
concentration; EF- increase: Engeron forbundus af increasing concentraton
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Fig. 4. Variations of the antibacterial activity of reference antibiotics against Staphylococcus
aureus in the presence and absence of Chromolaena Odorata (CO) at a fixed and increasing
concentration
AP: difference in inhibition diameter obtained during exposure period calculated as initial inhibition diameter
minus final inhibition diameter; AA: difference in inhibition diameter obtained during the non-exposure period
calculated as inhibition diameter at the beginning minus inhibition diameter at the end. AP<0: the strain became
more sensitive to antibiotics during the exposure period; AP>0: it became more resistance to antibiotics during
the exposure period; AA<OQ: the strain gained more resistance to antibiotics during the non period exposure with
respect to the exposure period; AA>Q: it became more sensitive to antibiotics during the non period exposure
with respect to the exposure period. SXT/TSU: Cotrimoxazole; C: Chloramphenicol; Ery: Erythromycin; CO-fix:
Chromolaena odorata at a fixed concentration; CO- increase: Chromolaena odorata at increasing concentration
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Fig. 5. Variations in antibacterial activity of reference antibiotics against Staphylococcus
aureus in the presence and absence of Erigeron floribundus (EF) with fixed and increasing
concentration
AP: difference in inhibition diameter obtained during exposure period calculated as initial inhibition diameter
minus final inhibition diameter; AA: difference in inhibition diameter obtained during the non-exposure period
calculated as inhibition diameter at the beginning minus inhibition diameter at the end. AP<0: the strain became
more sensitive to antibiotics during the exposure period; AP>0: it became more resistance to antibiotics during
the exposure period; AA<OQ: the strain gained more resistance to antibiotics during the non period exposure with
respect to the exposure period; AA>Q: it became more sensitive to antibiotics during the non period exposure
with respect to the exposure period. SXT/TSU: Cotrimoxazole; C: Chloramphenicol; Ery: Erythromycin; EF-fix:
Erigeron floribundus at a fixed concentration; EF- increase: Erigeron floribundus at increasing concentration

The resistance developed by Salmonella Typhito non exposure period with most antibiotics may
the three antibiotics (Chloramphenicol, have been caused by a permanent adaptation,

Ciprofloxacin, Cotrimoxazole) during its exposure  which instead of producing a metabolic burden
to decoctions 1 and 3 and maintained during the as claimed by some authors [19,20] has
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produced specific changes in Dbacterial
metabolism that are beneficial for the growth of
the bacteria [21,22,23].

During the exposure period of Staphylococcus
aureus to Chromoleana odorata and Erigeron
floribundus this strain has become more
sensitive to most of the antibiotics (AP<0). This
gain of sensitivity can be explained by the
absence of an external membrane in
Staphylococcus aureus, exposing its cell wall.
Furthermore, Kosani¢ and Rankovi¢c [24]
suggested that the cell wall structure and
composition of bacteria could account for the
different sensitivity to antimicrobial compounds.
The lost sensitivity observed during non
exposure period after exposure to Chromoleana
odorata and Erigeron floribundus can be
provoked by a phenotypic adaptation of
microorganisms to environmental conditions
[25].

The effect of plant extracts on the acquisition of
resistance in Salmonella Typhi and
Staphylococcus aureus could be related to the
mechanism of action of each antibiotic and to the
antibacterial activity of the phytomolecules
contained in these plant extracts. According to
Tenover [26] the antimicrobial compound
interferes with the cell wall, the membrane,
nucleic acid and enzymes. Chloramphenicol,
Gentamicin and Erythromycin target ribosomes.
But Chloramphenicol works by inhibiting the
formation of peptide bonds by inhibition of
peptidyl transferase while Gentamicin and
Erythromycin act as inducing decoding error and
inhibiting elongation of peptide chain respectively
[27]. The three antibiotics interfere with protein

synthesis, which is not the case with
Cotrimoxazole, which interferes with the
synthesis of folic acid and Ciprofloxacin,

inhibiting nucleic acid synthesis. Furthermore,
studies have shown that the plants contained in
the decoctions as well as Chromolaena odorata
and Erigeron floribundus contain secondary
antibacterial metabolites such as tannins,
saponins, flavonoids, quinones, phenols, beta-
cyanins, cardioglycosides, coumarins, alkaloids
and steroids [13,28]. Some of these metabolites
contain aromatic forms in their structures as well
as certain functional groups [29] found in the
structure of the antibiotics tested. This can cause
effects similar to those related to the use of
antibiotics, thus explaining the acquisition of
resistance of Staphylococcus aureus exposed to
these plant extracts. Indeed, a study conducted
by Mori et al. [30] has shown that metabolites
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containing aromatic forms inhibit nucleic acid
synthesis just like the Ciprofloxacine.

Furthermore, no significant difference was
observed between the strains exposed to fixed
concentrations of the extracts and those exposed
to increasing concentrations vis-a-vis antibiotics
tested. This goes against the work of Michael
van der Horst et al. [31] whose strains exposed
to antibiotics at fixed sub-lethal concentrations
exhibited behaviour different from those exposed
to antibiotics at increasing concentrations. The
acquisition of antibiotic resistance may therefore
not be closely related to the increase in the
concentration of an antimicrobial substance as
long as it remains sub-lethal, but to the nature of
the molecule to which the microorganism is
exposed.

The results presented here indicate that
antibiotics are not the only actors in the
emergence and spread of resistant bacteria as
claimed by several authors [5,32]. Because all
strains exposed to plant extracts exhibited
different behaviour from unexposed strains.
Many of them became less sensitive to the
antibiotics tested. This decrease in the activity of
antibiotics translated by the decrease of their
diameters of inhibition. However, the behaviour
varies according to the plant and the antibiotic
tested, thus highlighting the diversity of
mechanisms involved in the acquisition of
resistance described by several authors [31,33].

5. CONCLUSION

The exposure of Salmonella Typhi and
Staphylococcus aureus to some of the extracts of
plants traditionally used in Cameroon in the
treatment of typhoid and skin diseases has
shown a reduction in the sensitivity of these
strains to the antibiotics prescribed in the fight
against these infections. These results, therefore,
show that the selective pressure use of plants in
traditional treatments can, as in the case of the
selective pressure use of antibiotics in clinical
and agricultural practices, be the cause of
emergence and the spread of antibiotic-resistant
bacteria, even though some of this resistance is
not permanent. These could explain the case of
several therapeutic failures of the populations
admitted in hospitals after a long uncontrolled
use of medicinal plants.
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