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RESUME

Dissotis multiflora et Paullinia pinnata sont deux plantes médicinales utilisées dans la
région de 1’Ouest Cameroun pour traiter les maladies infectieuses. Ce travail a été entrepris
afin d’évaluer I’activité antibactérienne des combinaisons d’extraits éthanoliques et des
fractions actives de feuilles de D. multiflora et de P. pinnata sur six souches bactériennes
pathogénes dont a cinqGram négatif (Escherichia coli, Salmonella typhi, Klebsiella
pneumoniae, Shigella flexneri et Proteus mirabilis) et un Gram positif (Bacillus cereus). Le
screening phytochimique a ¢été réalis¢ selon les méthodes standards. Les méthodes de
diffusion en puits et de microdilution ont été utilisées pour I’évaluation des activités
antibactériennes. Le criblage phytochimique a révélé la présence des alcaloides, des phénols,
des tanins, des flavonoides, des saponines, des anthraquinones, des anthocyanes et des
stéroides. Concernant les extraits bruts, les diamétres d’inhibition varient de 10.33 + 1.2 (K.
pneumoniae) a 21.5 £ 0.4 mm (S. typhi) pour D. multiflora et de 8.33 = 1.24 (K. pneumoniae)
a 13.67 = 1.64 mm (S. typhi) pour P. pinnata. Les CMI varient de 97 (S. typhi) a 781 pg/ml
(B. cereus) pour D. multiflora et de 390 (P. mirabilis etK. pneumoniae) a 781 ng/ml (E. coli,
B. cereus, S. flexneri et S. typhi). Concernant les fractions actives, les CMI varient de 48
ug/ml (S. typhi) a 390,62 pg/ml (P. mirabilis) et de 97 (K. Pneumoniae et B. cereus) a 390,62
ug/ml (P. mirabilis) respectivement pour les fractions FiA/M (7/3) et FIA/M (3/7) de D.
multiflora. Tandis que les CMI varient de 97 (B. cereus) a 390,62 ug/ml (E. coli, S. flexneri,
S. typhi et P. mirabilis)F,A/M (7/3) de P. pinnata.Quant aux combinaisons des deux extraits
bruts les combinaisons 5 :5 et 6:4 ont présenté¢ un effet synergique sur E. coli et B. cereus
tandis qu’un effet d’indifférence est noté sur P. mirabilis et S. typhi avec un antagonisme sur
K. Pneumoniae et S. flexneri. Concernant les fractions, la combinaison 6:4 des fractions
FiA/M (7/3) / F,A/M (7/3) de D. multiflora et P. pinnata a présenté une synergie sur toutes
les souches testées a 1I’exception de S. fyphi ou on a noté un effet indifférent tandis que les
combinaisons F{A/M (3/7) et F,A/M(7/3)de D. multiflora etP. pinnata ont un effet
antagoniste sur B. cereus, un effet synergique sur P. mirabilis et un effet indifférent sur S.
flexneri. A I’exception des combinaisons 4 :6 et 8 :2 toutes les autres ont présenté un effet
synergique sur K. pneumoniae. Ces résultats justifient 1’usage traditionnel de ces plantes dans
le traitement des maladies infectieuses.

Mots clés :DissotismultifloraTriana, Paulliniapinnata, métabolites secondaires, activités
antibactériennes, combinaisons des extraits bruts, fractions actives
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ABSTRACT

Dissotis multiflora Triana (Mélastomaceae) and Paullinia
pinnata(Sapindaceae) are two medicinal plants used in the West Region of Cameroon for the
treatment of infectious diseases without scientific support. This work was undertaken to the
evaluate the antibacterial activity for the combination of the ethanolic extract and the actives
fractions of leaves of Dissotis multiflora and Paullinia pinnata on six pathogenic bacterial
strains among which were five in Gram-negative bacteria (Escherichia coli, Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri and Proteus mirabilis) and one Gram positive
(Bacillus cereus).A phytochemical screening was per formed according to the standard
methods. The well-variant of the diffusion test and microdilution assay were used for the
evaluation of antibacterial activities. Qualitative phytochemical analysis reveals the presence
of alkaloids, polyphenols, saponins, alcaloides, anthraquinones, anthocyanes, tanins and
steroids. The susceptibility test on solid medium the two crude extractshave inhibit all the
strains with the diameter ranged from 8.33 + 1.24 (K. pneumonia) ranged t013.67 + 1.64 mm
(S. typhi) from P. pinnata and10.33 = 1.2 (K. Pneumoniae) ranged to21.5 = 0.4 mm (S. #yphi)
from D. multlflora. Furthrmore the active fractions show that the CMI ranged to (48 pg/ml)
from S. typhiand(390, 62 pg/ml) from P. mirabilis respectively from the fractions F{A/M
(7/3) and F1A/M (3/7) for D. multiflora.So the CMI ranged to 97 (B. cereus)from 390,62
ug/ml (E. coli, S. flexneri, S. typhi and P. mirabilis)F,A/M (7/3) to P. pinnata. About the
combinations of the two crude extracts the combination 5:5 and 6:4 have presented synergic
effect on E. coli and B. cereus so an indifferent effect has noted to P. mirabilis and S. typhi
with an antagonism on K. Pneumoniae and S. flexneri. About the fractions the combination6:4
from thefractions F1A/M (7/3) / F2A/M (7/3) the D. multiflora and P. pinnata have presented
a synergic on all the strains tested in exception ofS. #yphi where had noted an indifferent effect
so that the combinations F;A/M (3/7) and F,A/M (7/3) the D. multiflora and P. pinnata have
an antagonist effecton B. cereus, an synergic effect on P. mirabilis and indifferent effect on S.
flexneri. In exception,the combinations 4 :6 and 8 :2 all of another have presented an synergic
effect on K. Pneumoniae. These results confirm the traditional utilisation from these plants in

the treatment of the infectious diseases.

Keywords:DissotismultifloraTriana, Paulliniapinnata, secondary metabolites, antibacterial
activity,combinations of crude extracts, active fractions.
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S. flexineri : Shigella flexneri

S. typhi : Salmonella typhi

TTC : 2, 3,5-Triphenyl Tetrazolium Chloride
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INTRODUCTION

Les maladies infectieuses sont responsables de 25 % des décés dans le monde. Elles
sont considérées comme un véritable probléme de santé publique a cause de la non
disponibilité¢ des vaccins ou de la limite de 1’antibiothérapie. La plupart des antibiotiques
courants ont considérablement des limites a cause du faible spectre antimicrobien et des effets
secondaires. Leur emploi excessif a induit la résistance clinique croissante des
microorganismes auparavant sensibles aux antibiotiques (Cos ef al. 2006).Face a I’émergence
des souches bactériennes résistantes il y a une augmentation correspondante dans la demande
universelle pour les antimicrobiens efficaces permettant de lutter contre les infections
associées. Les difficultés rencontrées dans le combat contre ces maladies sont aggravées par
la pauvreté qui sévit dans de nombreux pays. La misére des populations dénuées de tout y
entretient des foyers infectieux difficiles a neutraliser pour des raisons a la fois scientifiques et
¢conomiques. Pour pallier a cela les populations du tiers monde surtout en Afrique ont recours
a I’utilisation des plantes médicinales (phytothérapie) qui depuis des siecles sont utilisées par
I’homme pour soulager et traiter les maladies avec différents extraits et formulations de
plantes dont les produits dérivés sont utilisés pour leurs vertus médicinales (Hema et al.
2009). La recrudescence de la résistance des souches bactériennes est I’'une des entraves au
succes des traitements des maladies microbiennes (Tepe et al. 2004). Ellea augmenté la
demande universelle pour la phytothérapie qui constitue aujourd’hui une part intégrale des
soins primaires dans la plupart des pays (Jules ef al. 2011) et la majorité¢ de la population
mondiale en dépend. Les stratégies courantes utilisées pour vaincre le probléme global de
résistance antimicrobienne incluent la recherche de nouvelles molécules antimicrobiennes a
partir des plantes et dont 1’'usage permettra de contrdler les infections globales. De plus , les
combinaisons thérapeutiques sont recommandées dans la prévention de 1’émergence des
résistances pour atteindre une grande efficacité dans le traitement des infections et autres
maladies. Le mode d’action des combinaisons différe significativement de celui du méme
médicament pris individuellement. Ainsi, la sélection d’une combinaison appropriée est
cruciale et essentielle ce qui requiert la compréhension du potentiel d’interactions entre les
extraits des plantes et I’agent antimicrobien. A cet effet, un travail préliminaire a été mené sur
I’évaluation des activités antibactérienne et antioxydante de D. multiflora et P. pinnata, deux
plantes médicinales utilisées dans le traitement traditionnel des diarrhées a 1’ouest Cameroun.

Le criblage phytochimique des extraits bruts éthanoliques de ces deux plantes a révélé la
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présence de nombreux métabolites secondaires (alcaloides, flavonoides, phénols totaux,
tannins et stéroides). Les propriétés antibactérienne et antioxydante ont également été établies
(Afagnigni et al. 2014 ; Afagnigni et al. 2016a ; Afagnigni ef al. 2016b). De plus les tests
anti diarrhéiques in vivo sur des modeles animaux ont révélé d’intéressants résultats et la
toxicité sub-aigué montre que les doses efficaces de P. pinnata et de D. multiflorasont non
toxiques (Afagnigni et al. 2016c¢). Ces résultats encourageants nous ont permis de procéder au
fractionnement des extraits bruts de ces deux plantes afin de pousser la recherche vers les
molécules responsables de ces activités biologiques. Dans le but d’amplifier cette activité des
combinaisons ont été faites entre ces deux plantes dans le traitement des maladies infectieuses
pour mettre en evidence leurs différents effets (antagoniste, synergique, indifférent et additif)

lorsque ces infections deviennent résistantes aux antibiotiques.

Dans I’optique d’apporter notre modeste contribution dans I’exploration de nouvelles
sources de molécules antibactériennes issues des plantes médicinales, nous nous sommes
proposés d’évaluer in vitro les activités antibactériennes des combinaisons d’extraits bruts et

des fractions Dissotis multiflora Triana actives de et de Paullinia pinnata Linn.
11 s’agit plus spécifiquement de :

- réaliser le fractionnement des extraits éthanoliques de Paullinia pinnata Linn et Dissotis

multifloraTriana ;

- évaluer ’activité antibactérienne des combinaisons d’extraits bruts et des fractions

actives de Paullinia  pinnata Linn et Dissotis multiflora Triana
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1.1.Généralités sur les infections bactériennes
> Définition

Une infection désigne la pénétration et/ou la multiplication d’un agent pathogéne
(bactérie) dans un organisme hote, avec pour conséquence la rupture d'équilibre qui existe
entre le germe et I’hote (Baron ef al. 1986). Ce déséquilibre provient, soit d'une diminution

des défenses du sujet, soit d'un accroissement de virulence de germes.

» Agent infectieux

I1 existe différents agents infectieux classés dans différentes catégories (familles).

Tous les microorganismes n’ont pas les mémes capacités a provoquer des infections, certains
¢tant pratiquement toujours associés a des manifestations cliniques (maladies) alors que

d’autres ne provoquent qu’exceptionnellement des maladies (Joly 2003).
Un agent infectieux pathogene obligatoire est soit :

* Soit un microorganisme qui ne fait pas partie de notre flore normale et qui provoque
une infection. Son identification est toujours pathologique, ce qui veut dire que sa présence
provoque en reégle générale des manifestations cliniques (exemple : le vibrion cholérique)

(Hahn et al. 2003) ;

* Un microorganisme pouvant faire partie de notre flore mais dont la présence dans
certains sites entraine en regle générale des manifestations cliniques (exemple : la bactérie de
la méningite peut étre retrouvée dans la gorge sans infection alors que sa présence dans le

liquide céphalorachidien provoque toujours une méningite) (Hahn et al. 2003).

Un agent infectieux pathogéne occasionnel est un micro-organisme qui peut faire
partir de notre flore normale sans entrainer de manifestation clinique mais qui peut dans
certaines circonstances €tre responsable de maladies (exemple . Staphylocoque épidermidisde

la peau peut infecter occasionnellement une blessure) (Hahn et al. 2003).

Un agent infectieux opportuniste est un germe qui est habituellement peu agressif

mais qui peut le devenir et provoquer des infections graves dans certaines circonstances, en

particulier chez des patients présentant une altération des défenses immunitaires (exemple :
Pneumocystis carini provoque des pneumonies chez les patients a VIH positif) (Hahn et al.

2003).
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I.1.1. Réservoir ou habitat des agents infectieux

Les agents infectieux sont présents dans différents types de réservoirs: 1'homme,

l'animal et 1'environnement (eau, air, surfaces).

Les réservoirs des microorganismes peuvent donc étre :
e Endogenes pour les germes se trouvant chez le patient ;

e Exogénes pour les germes présents dans I’environnement du patient, (Joly 2003).

I.1.2. Transmission de I'agent infectieux

11 existe différents modes de transmission :

e La transmission directe de la personne malade a la personne réceptive qui est soit un
autre malade ou un personnel ;

e La transmission indirecte en passant par I’intermédiaire des supports contaminés (eau,
nourriture, objets souillés, mains sales) ; des vecteurs (insectes), personnel médical.

(Heller 2008).

La voie de transmission dépend du germe. Les voies les plus fréquentes sont : cutanéo-
muqueuse (transmission de germes cutanés dans la bouche), orofécale (conditions d’hygiéne
non respectées), respiratoire (émission de micro-gouttelettes lors d’éternuement, de toux et
réception de ces micro-gouttelettes lors de 1’inspiration), sexuelle, parentérale (transmission
de germes dans le sang lors de blessure, transfusion), par I’intermédiaire de vecteurs vivants
(malaria transmise lors de piqiire de moustiques infectés), verticale (voie mere-enfant durant
la grossesse) et digestive en mangeant des aliments contaminés (hépatite A), en contaminant

les aliments ou sa cigarette par des mains sales (Staphylocoques, Salmonelles) (Heller 2008).

I.1.3. Traitements utilisés pour les infections

Pour le traitement des infections on va utiliser les antibiotiques qui sont définis comme
¢tant des substances d’origine naturelle, hémi-synthétique ou synthétique capables d’inhiber
la croissance ou d’entrainer la mort des bactéries. Ils ont une activité sélective et spécifique
liée & un mécanisme d’action précis (Bryskier 1999). Ce sont les principales armes
médicamenteuses les plus efficaces utilisées contre les infections bactériennes. On peut citer
par exemple les fluoroquinolones, le cotrimoxazole, 1’ampicilline, ’acide nalidixique,

clavunalate, ticarcilline, céfalothine et céfamandole.
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1.2. Généralités sur les bactéries.

Une bactérie ou bacteria, est un organisme vivant caractéris€ par une absence de
noyau et d'organites. Les bactéries les plus grosses mesurent plus de 2 um et les plus petites
mesurent 0,2 um, mais il existe des « ultramicrobactéries », y compris en eau douce (Hahn,
2003). Les bactéries présentent de nombreuses formes : sphériques (coques), allongées ou en
batonnets (bacilles), des formes plus ou moins spiralées. Les bactéries sont ubiquitaires et sont

présentes dans tous les types de biotopes rencontrés sur terre. (Fredrickson et al. 2004).

1.2.1. Structure de la bactérie

I.2.1.1. Forme végétative

C’est la forme sous laquelle la bactérie croit, se multiplie et a un métabolisme
hautement fonctionnel.

P araol cellulaire
Mermbrane plasmie

Cywtoplas

Ribiosoames
Flasmidas

Flagelle

Mucleoide

Figure 1: Structure d’une cellule bactérienne typique (Berg et al. 2002)

1.2.1.2. Forme sporulée

Quelques bactéries, Gram positif, comme Bacillus, Clostridium, Sporohalobacter,

Anaerobacter et Heliobacterium peuvent fabriquer des endospores leur permettant de survivre
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dans des conditions physiques et chimiques extrémes, tels que des niveaux élevés de
rayonnement UV, les rayons gamma, les détergents, les désinfectants, une forte chaleur ou

pression et a la dessiccation(Nicholson et al. 2002).

1.2.2. Paroi bactérienne et résistance aux antimicrobiens

Les bactéries sont divisées en deux grands groupes en fonction de la composition de
la paroi : les bactéries Gram + et les bactéries Gram —.

Chez les bactéries a Gram+, le peptidoglycane est tres épais, associé a des protéines
pari¢tales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques, acides
teichoiques) (Figure 2). Par contre chez les bactéries a Gram-, le peptidoglycane est trés fin et
associé¢ a une enveloppe externe complexe définissant un espace périplasmique) (Figure 3).
Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée de
phospholipides, de protéines (porines) et lipopolysaccharides (LPS). L'espace périplasmique
est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'elles puissent traverser
la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques toxiques (antibiotiques,
métaux lourds). La paroi donne a la bactérie sa forme et la protége contre 1’éclatement sous
I’effet de la tres forte pression osmotique du cytosol. Le peptidoglycane assure la rigidité de la
paroi. Il existe toutefois des bactéries sans paroi : ce sont les mycoplasmes(Fauchere &Avril
2002). La résistance des bactéries a Gram- aux glycopeptides et aux macrolides est due a

l'incapacité de ces molécules de franchir la membrane externe (Berche 2003).
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Figure 2: Structure de la paroi bactérienne Gram+ (Lavigne 2007).
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Figure 3: Structure de la paroi bactérienne Gram- ( Lavigne, 2007).
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1.3. Généralités sur les souches bactériennes utilisées

1.3.1. Bacillus cereus

1.3.1.1. Caracteéres bactériologiques

Les B. cereus sont des bactéries aux extrémités arrondies, d’une longueur supérieure a
3um et d’un diametre moyen de 1,4 um. Ce sont des bacilles Gram positifs (culture fraiche),
catalases positives, souvent regroupées en chainettes de tailles variables et généralement
mobiles grace a une ciliature péritriche (Euzeby 2003). Les souches de Bacillus cereus sont
constituées de bacilles (Euzeby 2008).Sa gamme de températures de croissance s’échelonne
entre 5 et 50°C ; il se développe a des pH de 4,3 4 9,3 (Reed 1994) pour des activités en eau
supérieures a 0,912 . Sa tolérance au sel est relativement élevée puisqu’il peut croitre a des
teneurs en NaCl atteignant 18% (Prendhan et al. 1985). Les colonies deB. cereus ont un
diametre compris entre 2 et 7 mm. Elles sont soit circulaires, soit de forme irréguliére avec
des bords ondulés, crénelés ou filamenteux ; leur aspect est crémeux et lisse, mat ou

granuleux (Euzéby 2008).

1.3.1.2.Habitat et pouvoir pathogene

B. cereus est un germe ubiquiste. Elle vit dans les sols et dans les eaux, peut survivre
dans l'environnement sous forme de spores. Elle peut contaminer surtout des aliments
d'origine végétale (riz, épices) et de nombreux plats cuisinés. B. cereus se comporte comme
un pathogéne opportuniste et cette espece est également responsable de toxi-infections
alimentaires. La présence de spores de B. cereus pose de sérieux problémes dans les industries
agroalimentaires (notamment les industries laitieres). B. cereus est également un contaminant
des drogues (héroine) et de médicaments tels que les topiques qui peuvent alors contaminer

des plaies (Euzeby, 2008).
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1.3.2.Escherichia coli

1.3.2.1.Caracteéres bactériologiques

Escherichia coli est 1'espece type du genre Escherichia des entérobactéries. Ce sont
des bacilles Gram négatifs qui sont, soit mobiles avec une ciliature péritriche, soit immobiles
et non sporulés. Elles sont aérobies et anaérobies facultatives et se développent sur des
milieux ordinaires a base d’extrait de viande ou de peptone. Elles fermentent le glucose avec
ou sans production de gaz et possédent une nitrate réductase. Elles sont oxydase-négatives et

catalase-positives (Brooks et al. 2004; Denis et al. 2007).

1.3.2.2. Habitat et pouvoir pathogene

Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif
(présente a raison de 107 & 10° corps bactériens/g de selle des anaérobies) et pathogéne pour
l'appareil urinaire et qui se transmet par voie orofécale. Les aliments incriminés étant I’eau
(dans certains pays), les viandes et lait cru (Delarras 2007).Les infections a E. coli sont de
types opportunistes trés fréquents touchant principalement les voies génitales et biliaires ;
infections pouvant se compliquer en septicémie. Les infections du tractus digestif sont
responsables des gastro-entérites infantiles et des syndromes dysentériques (Carbonelle et al.
1987).E. coli est sensible a I’ampicilline et cotrimoxazole (Cheesbrough 2000, Dupeyron,

1997).

1.3.3. Salmonella thyphi

1.3.3.1.Caracteéres bactériologiques

Le genre Salmonella, qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae, doit son nom
au Dr. Vétérinaire Salmon, bactériologiste américain du XIXe siécle (Euzeby 2008). Ce genre
est caractérisé par des bacilles a coloration Gram-, non sporulantes, la plupart du temps doués
d'une mobilit¢ propre grace a des flagelles péritriches (a l'exception de Salmonella
gallinarum). Elles sont catalase +, glucose +, oxydase -, H2S + et lactose +/-. La taille des
batonnets varie entre 2 et 5 um de longueur sur 0,7 a 1,5 um de largeur (Dellaras 2007).Elle

est bacille mobile, aéro-anaérobie, pathogéne, a transmission oro-fécale, responsable de
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salmonelloses (fievre typhoide, infections intestinales). L’homme étant son seul réservoir, les
principales sources de contamination sont l'eau, les aliments (produits laitiers, ceufs.), les

animaux familiers porteurs.

1.3.3.2. Habitat et pouvoir pathogéne

Les Salmonelles sont des bactéries de l'intestin. Chez de nombreux sujets, elles
peuvent &tre présentes sans entrainer de symptomes (porteurs sains). Quelques sérovars sont
spécifiquement humains: typhi et paratyphi. D'autres ne se rencontrent que chez 1’animal.
Chez I'homme, elles colonisent la muqueuse intestinale et 1'iléum. Le principal réservoir des
salmonelles est le tractus gastro-intestinal des hommes et des animaux, en particulier les porcs
et les volailles. Elles sont excrétées dans les déjections animales et se retrouvent ainsi libérées
dans l'environnement. Les aliments représentent le principal vecteur des salmonelles a
I'homme en particulier les viandes crues et les ceufs. Les symptomes apparaissent environ 24 a
48 h apres digestion de l'aliment contaminé et se traduisent par des nausées, des
vomissements, des maux de téte et des diarrhées (Dellaras 2007). S. typhi est I’espece la plus
importante du genre Salmonella et fait partie des especes strictement infectants a 1’homme
(Brooks et al. 2004). Elle est responsable de la fievre typhoide chez I’homme, avec une
incidence annuelle mondiale selon les estimations d’au moins 21 millions de cas, dont 1 a 4 %
ont une issue fatale (OMS 2008).Elle est sensible au chloramphénicol, a I’ampicilline, aux
céphalosporines de troisieme génération, aux tétracyclines et au triméthoprime-
sulfaméthoxazole, (OMS 2008) il existe aussi un vaccin acellulaire spécifique de la fievre

typhoide(TYPHIM) qui est disponible depuis 1988 (Chups 2003).

1.3.4. Klebsiella pneumonia

1.3.4.1. Caracteéres bactériologiques

Les bactéries K. pneumonia sont des Gram négatives, non mobiles, encapsulées, lacto-
fermentaires, anaérobies facultatives, bactéries en forme de batonnet présentes dans la flore
normale de la bouche, de la peau, et de I'intestin. Elles synthétisent de 1’uréase, de la lysine
décarboxylase, et ont la capacité a pousser dans les milieux au citrate. Ces bactéries ne
produisent pas du H,S, du tryptophane désaminase et de 1’ornithine décarboxylase. La

production d’indole est négative chez K. pneumonia (Brooks et al. 2004 ; Denis et al. 2007).
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1.3.4.2.Habitat et pouvoir pathogene

Typiquement Klebsiella infecte généralement les personnes immunodéprimées quand
un sujet aspire les microbes colonisant 1’oropharyngée dans le tractus respiratoire inférieur. K.
pneumoniae peut causer la Klebsiella pneumonia. Elle cause des changements destructifs dans
I’inflammation du poumon humain et I’hémorragie avec mort cellulaire (nécrose) qui
quelquefois produisent une pate ensanglantée, des crachats. K. pneumonia et K. oxytoca sont
des germes impliqués dans les infections urinaires, les septicémies et les infections broncho-
pulmonaires. Ce sont des especes fréquemment isolées en milieu hospitalier ou elles seraient
responsables de 10% des infections nosocomiales (Denis ef al. 2007). Elle est sensible a la
colistine, aux quinolones, aux aminosides, aux furanes et a l'association triméthoprime-

sulfaméthoxazole (Decré et al. 2004).

1.3.5. Proteus mirabilis

1.3.5.1. Caractéres biologiques

Bacilles mobiles a Gram négatif c’est un bacille généralement mobile, polymorphe,

mesurant 0,4 4 0,8 um de diamétre sur 1,0 mm a 80 mm de longueur et pourvu de flagelles.

Elle n’a pas d’exigence particuliére, P. mirabilis pousse bien sur milieux ordinaires (c’est une

Entérobactérie) a 37°C.

Elles forment de colonies grosses, non hémolytiques, envahissant la surface de la gélose au
sang en ondes concentriques (cette propriété est liée a la mobilité exceptionnelle que lui
conférent plusieurscentaines de flagelles). Elles sont aero-anaerobies (vivent en présence ou

en absence d’oxygene).

1.3.5.2. Habitat et pouvoir pathogéne

Les Proteus sont répandues dans la nature, dans ’eau, et le sol. P.mirabilis est une
bactérie commensale de 1’intestin de ’homme et des animaux dont la présence dans les selles
est normale (Chups 2003). P. mirabilis est responsable des infections urinaires
communautaires ou nosocomiales grace a son uréase puissante peut alcaliniser les urines.
Elles ont une incubation trés courte : 24 a 48 heures apres ingestion. Apres invasion elles

causent :
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Des infections localisées surtout cutanées.

Mais d’autres localisations sont possibles (abcés du cerveau, infections pleurales et

péritonéales,)

Des infections des voies respiratoires surtout en milieu hospitalier : infections ORL et

pneumopathies.

- Des septicémies et bactériémies .puissantes qui peuvent alcaliniser les urines et étre
responsables des lithiases. Ces lithiases se comportent comme du matériel étranger qui permet
a Dinfection de devenir chronique, entrainant ainsi une destruction progressive du

parenchyme rénal.

Proteus mirabilis a une résistance naturelle a la colistine aux cyclines (spécificité de
I’espéce mirabilis) et furanes. Les autres antibiotiques testés sur les bacilles & Gram— type
Entérobactéries sont habituellement actifs (lactamines, aminosides, quinolones,

cotrimoxazole, chloramphénicol)(Archambaud 2004).

1.3.6. Shigelle flexneri

1.3.6.1. Caracteres biologiques

Ce sont des entérobactéries a tropisme exclusivement digestif, trés proche d’E. coli
mais qui ne fermentent pas le lactose. Les Shigelles sont des entérobactéries a Gram-,
immobiles, qui provoquent des dysenteries bacillaires (Cheesbrough 2000). Elles sont

uréase-, mannose+, et ne produisent pas de gaz (Betsy & Keogh, 2005).

1.3.6.2. Habitat et pouvoir pathogéne

Ce sont des bactéries strictement humaines a transmission féco-orale. Elles sont des
agents d’une maladie diarrhéique aigue a transmission direct (Dellaras 2007). L’incubation
est trés courte : 24 a 48 heures apres ingestion. Apres invasion dans I’intestin, elle cause une
intense inflammation tissulaire et détruit la muqueuse avec ulcérations et hémorragies
(Berche 2003). Elle est sensible a I’ampicilline, cotrimoxazole, et fluoroquinolones

(Dupeyron 1997).
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1.4.Généralités sur les métabolites secondaires

Par opposition aux métabolites primaires qui sont des protéines, des glucides et des
lipides, les plantes possédent des métabolites dits « secondaires ». Innées ou acquis, ces
substances servent aux plantes de mécanismes de défense contre des stress qui peuvent étre
biotiques (micro-organismes pathogenes, insectes, herbivores) ou abiotiques (lumiére UV,
température ¢élevée). Aujourd’hui, il y a un intérét grandissant dans la corrélation entre ces
composés phytochimiques des plantes et leurs activités pharmacologiques (Muanda, 2010).
Les groupes majeurs de composé€s antimicrobien et antioxydant sont: les phénols et
polyphénols ; les terpénoides et huiles essentielles ; les alcaloides, les lectines et polypeptides

(Sher2009)

1.4.1.Composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances. L’¢lément
structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un cycle aromatique portant au
moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction (éther, ester,
hétéroside). Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées, la structure de ces
composés naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les
molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) (Macheix ef al. 2005). On peut

citer :

1.4.1.1.Phénols simples et les acides phénoliques

Les phénols simples (catéchol) sont constitués d’un seul cycle phénolique substitué et
les acides phénols sont des dérivés de 1’acide benzoique et de 1’acide cinnamique. Ils se sont
révélés toxiques vis-a-vis des microorganismes et la toxicité relative de chaque dérivé est
fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles sur le cycle aromatique, ils sont
aussi anti-inflammatoires, antiseptiques urinaires, anti-radicalaires, hépato protecteurs,

(Bruneton & Cowan 1999).
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1.4.1.2.Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus important avec plus de 5000 composés
(Francesco et al, 2007). Ce sont des composés phénoliques possédant un squelette carboné a
15 atomes de carbones dont 2 noyaux aromatiques reli€és par une chaine carbonée linéaire a 3
atomes. Ils sont doués de propriétés anti oxydantes efficaces (Mohamed et al. 2005, Jun et
al.2005, John et al. 2007). Comme les quinones, ils forment des complexes avec les protéines
solubles et extracellulaires microbiennes et ¢galement avec les polypeptides de la paroi ; leur
activité reste de nos jours plus prononcée vis-a-vis des virus. Cependant ils inhibent aussi les

bactéries ; ¢’est le cas du vibrion cholérique (Boris1996)

Structure de base des flavonoides

1.4.1.3. Tannins

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans I’eau et caractérisés par leur
astringence (Peronny 2005). On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux

groupes basés sur des différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non
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hydrolysables ou tanins condensés (Ghestem 2001). IIs ont un effet anti diarrhéique; ils sont
vasoconstricteurs et limitent la perte en fluides. Ces propriétés, ajoutées par ailleurs a leur
effet antiseptique, en font des molécules intéressantes pour la régénération des tissus en cas de
blessures superficielles ou de brulures, et les rendent utilisables dans le traitement des

diarrhées infectieuses (Bruneton 1999). Certains tanins sont aussi antioxydants.

HO Tannins @:OH
6 OH HO ol

OH
: =
H
0 HO OH
OH st
OH OH
procyanidine B-2
HO pentagalloylglucose
Tanin condensé Tanin hydrolysable

1.4.1.4. Quinones

Les quinones sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou oranges
et possédant deux fonctions cétones. On les trouve chez les végétaux et les bactéries
(Bruneton 1999). En plus d’étre une source de radicaux libres stables, les quinones sont
capables de se complexer de fagon irréversible aux aminoacides des protéines et pour cette
raison, ils posseédent un potentiel antimicrobien élevé (Stern et al. 1996).

0)

Quinone
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1.4.2.Alcaloides

Ce sont les composés hétérocycliques azotés qui se cristallisent en présence des
tannins (Kuiate 2005). Ils possédent presque tous une molécule d’azote (-N-) qui les rend
pharmacologiquement trés actifs (Brunetton 1999). La Berbérine et ses dérivés sont les
composés représentatifs du groupe des alcaloides. Ils sont potentiellement actifs contre les
trypanosomes, les plasmodiums (Omulokoli ef al. 1997), mais également contre les bactéries
gram-négatifs et les bactéries gram-positifs (Faizi et al. 2003 , Gonzaga et al. 2003). Leur
action antimicrobienne est attribuée a leur habilit¢ a s’intercaler entre le DNA et/ou les

cellules membranaires.

OCH,

berberine

Alcaloide

1.4.3. Terpénoides et huiles essentielles

Les terpénes constituent un ensemble de composés organiques, dont I'unité structurale
de base est I'isopréne (2-methylbutadiene). Ils existent sous forme de monoterpenes,
diterpeénes, triterpenes, tétraterpenes, sesquiterpenes .Les terpenes et terpénoides comme le
lupéol sont actifs contre les bactéries (Ahmed et al. 1993, Tene et al. 2008). Bien que le
mécanisme d’action ne soit pas élucidé, on pense qu’ils accomplissent leur activité
antimicrobienne en effectuant une lipolyse membranaire (Sher 2009). Les huiles essentielles
constituées principalement des mono et sesquiterpenes possedent des propriétés antiseptiques
(Kuiate et al. 2005). Elles ont aussi des propriétés antibactérienne, antifongique et antivirale
(Ayafor 1994, Amaral et al. 1998). Leur mécanisme d’action n’est pas complétement
¢lucidé. Elles perturberaient la structure membranaire des microorganismes a travers leurs

composants lipophiles. (Cowan 1999).

(o)

H,CO CH,
N 7
H

CH,
HO
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L.5. Généralités sur I’étude antibactérienne

Plusieurs méthodes sont aujourd’hui disponibles pour déterminer 1 activité
antimicrobienne des extraits de plantes. Le choix du test a utiliser dépend non seulement de la
nature de la substance a tester et celle du microorganisme mais également des parametres

recherchés. Vanden ez al. (1991) regroupe ces différents tests en deux catégories :

- Les tests qualitatifs, permettant de déterminer la présence ou non des substances a activité

antimicrobienne. IIs renferment les méthodes de diffusion et les méthodes autobiographiques ;

- Les tests quantitatifs, permettant quant a eux de déterminer les parametres d’inhibition

(CMIL, CMB) d’un extrait sur un germe.
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I.5.1. Méthodes qualitatives

1.5.1.1. Méthodes de diffusion sur milieu solide

Ces méthodes regroupent la technique de diffusion en puits et la technique de diffusion sur

disques.
» Technique de diffusion sur disques

Sur un milieu de culture solidifi¢ et au préalable inoculé avec le microorganisme, des
disques de papier Whatman n°l1 de 6 mm de diamétre imprégnés d’extraits a tester sont
déposés a la surface du gel. Apres 24 a 48 heures d’incubation, si le composé a une activité
contre le germe, 1’inhibition s’observe par 1’apparition d’auréoles claires autour des disques
constituant ainsi les zones d’inhibition. Ces zones représentant les diametres d’inhibition
seront mesurées a 1’aide d’un pied a coulisse. La sensibilité microbienne sur des extraits est
classée, selon le diametre des zones d’inhibition, comme suit : non sensible (-) pour un
diametre moins de 8 mm ; sensible (+) pour un diametre compris entre 9-14 mm ; trés
sensible (++) pour un diametre entre 15 — 19 mm et extrémement sensible (+++) pour un

diamétre > 20 mm (Moreira et al. 2005).

> Technique de diffusion en puits

Elle est réalisé¢e de la méme manicre que la méthode précédente a la seule différence qu’ici les
substances a tester diffusent plutot a partir des puits de 6 mm de diametre, réalisés a 1’aide du

bout large d’embouts (Valgas et al. 2007).

1.5.1.2. Méthode autobiographique

Elle consiste a réaliser une chromatographie sur couche mince (CCM) de I’extrait a
tester et ensuite incuber la plaque en présence du germe contre lequel 1’activité est évaluée.
Apres culture dans les conditions appropriées, on observe aisément la croissance des
microorganismes si I’extrait n’a pas d’activité ; dans le cas contraire, I’absence de croissance
des cellules se traduit par I’apparition d’une zone claire qui indique de par sa surface la
présence d’une ou de plusieurs molécules. La révélation est quant a elle effectuée au moyen

d’un indicateur coloré¢ (Valgas et al. 2007).
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1.5.2. Méthodes quantitatives

» Méthode de dilution en milieu liquide

L’inoculum bactérien est cultivé en présence d’une série de concentration décroissante
d’extrait selon une dilution géométrique de raison 2. Cette méthode présente plusieurs
variantes selon que la série de dilution des extraits se fait dans une série de tubes
(macrométhode de dilution) ou dans des cupules d’une microplaque (microméthode de
dilution) contenant le milieu de culture. L’inoculum bactérien est équitablement distribué
dans chaque tube ou cupule. Deux témoins sont réalisés; un témoin positif (bouillon nutritif +
microorganisme) et un témoin négatif (bouillon nutritif + extrait). Aprés incubation, la
concentration minimale inhibitrice (CMI) est considérée comme étant la plus petite
concentration ayant inhibée toute croissance visible a I’ceil nu (Vanden ef al.1991). La
croissance bactérienne se traduit par le trouble du milieu ou par le changement de couleur

d’un indicateur coloré¢ préalablement introduit dans le bouillon.

> Méthode d’incorporation dans la gélose

Cette méthode est généralement utilisée pour mesurer [’activit¢ des substances
hydrophobes et les microorganismes non sporulants (Hadacek et al, 2000). Elle consiste a
mélanger avec le milieu de culture, I’extrait ou la substance dont on veut évaluer I’activité et
ensuite le couler dans des boites de pétri. Apres solidification, le milieu est inoculé et les
pourcentages d’inhibition sont mesurés au cours de I’incubation a des intervalles de temps

bien définis (Ngono 1999).

1.6. Généralités sur les plantes utilisées

1.6.1. Dissotis multiflora Triana

» Famille des Melastomataceae
Les M¢lastomataceae sensu stricto (a l'exclusion de Memecylaceae)

comprennent environ 3000 espéces en Amérique, 1000 en Asie, 240 en Afrique et 230 au
Madagascar. Toutes ces études sont synthétisées par (Lebrun & Stork 2003) qui montrent

que les Mélastomataceae d’ Afrique comptent 25 genres et 279 especes.
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» Genre Dissotis

Le sous genre Dissotis, est composé des herbes, arbrisseaux ; rarement
petits arbres. Inflorescence en cimes paniculées ou racémeuses parfois capituliformes,
rarement biformes. Fleurs a 4-5 meres parfois accrescent, diversement indumenté de poils
simples ou étoilés, ou encore d'émergences sétuleuses et de formes variées, rarement glabre;
sépales de poils simples ou étoilés, généralement caducs; étamines normalement dimorphes;
les externes plus développées, surtout par le pédoconnetif, avec 2 appendices linéaires ou

subulés, ou bien un appendice bilobé, bifide a bipartite (Lebrun & Stork 2003)

» Espéce DissotismultifloraTriana
Arbrisseau peu ramifié, dressé jusqu’a 1,50 m ; rameaux 4-angulaires étroitement

ailés, strigileux surtout sur les angles, puis arrondis et glabrescents. Feuilles a pétiole gréle,
long de 1 a 3 cm, sétulo-strigilleux ; limbe 3 — 12 cm, lancée a lancéolé, obtus ou arrondi,
rarement subcordé a la base aigu a vaguement acuntiné au sommet ; poils cours et apprimés,
dispersés au-dessus ; plus fins mous et + hérissés dessous; 3 — 5 nervures saillantes et
stringilleuses dessous ; marges subentieres, densément cili€s. Espece répandue en Afrique par
ses feuilles beaucoup plus longues, a 7 et non 5 nervures, ses bractées lancéolées-aigués et

non ovales-oblongues, ses fleurs non sessiles ou subsessiles.

Au Cameroun ’espéce Dissotis multiflora Triana se retrouve dans plusieurs régions
notamment le Sud (Kribi; Sangmélima), I’Est (Yokadouma, Abong-Mbang; Lomié ;
Lolodorf), le Centre (Mbalmayo ; Akonolinga), I’Ouest (Noun).

a- Systématique

Régne : Végetal
Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Melastomatacae

Genre : Dissotis

Espece : Dissotis multiflora triana (Lebrun & Stork 2003)
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b-Usages et travaux antérieurs

A T’Ouest Cameroun le macéré des rameaux feuillés est utilis¢ traditionnellement
comme antidiarrhéique. A ce jour trés peu d’études justifient son usage traditionnel.
Néanmoins les propriétés antibactériennes, antioxydantes et antidiarrhéiques ont été
démontrées ainsi que les tests de toxicité. Et ’analyse phytochimique faite sur des extraits
bruts a I’éthanol des feuilles de cette plante a révélé la présence des métabolites secondaires
tels que : les stéroides, les alcaloides, les saponines, les tannins, les anthraquinones, les

flavonoides et les polyphénols (Afagnigni et al. 2016a).

1.6.2.Paullinia pinnata

a- Systématique

Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division:Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Sapindales

Famille : Sapindaceae
Genre : Paullinia

Espece : Paullinia pinnata (Afagnigni et al. 2016b)

b- Usages et travaux antérieurs

Les lianes et I’arbre de P. pinnata est utilisés dans ’ouest du Cameroun dans le
traitement des infections bactériennes a savoir : typhoide, syphilis, gonorrhée, mal d’estomac,

mal de reins, diarrhée, dans le traitement des infections microbiennes des blessures. Les
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propriétés antioxydantes des extraits de méthanol contenus dans les feuilles et I’activité anti
bactérienne des acides gras de P.pinnata avaient ét¢ étudiés (Jimoh ef al. 2007 , Annan et al.
2009 , Afagnigni ef al. 2016b) , les feuilles et les racines de cette plante sont utilisées en
médecine traditionnelle dans le dysfonctionnement érectile, la Malaria et aussi que ces extraits
riche en phénols permette de promouvoir la relaxation vasculaire via les mécanismes

dépendants de I’endothélium (Zamble ef al.2016)
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I1.1.Matériel

I1.1.1. Matériel Végétal

Les feuilles de Dissotis multiflora Triana( Figure 11) et de Paullinia pinnata( Figurel0)
Linn ont ¢été collectées dans la localit¢ de Koupa-Matapit dans le département du Noun
(Ouest-Cameroun) en Aott 2015. L’identification botanique et 1’authentification ont eu lieu a
I’Herbier National du Cameroun a Yaoundé¢ (HNC) en comparaison avec 1’échantillon
numéro 20022/SRF Cameroun de Leeuwemberg 6205 de Paullinia pinnata Linn et

I’échantillon numéro HNC 20950 de Dissotis multifloraTriana J.J. Bos 3182 respectivement.

Figure 5: D.multiflora (photographie prise par Afagnigni en Aout 2015)
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I1.1.2. Microorganismes utilisés

Six souches bactériennes dont cinq Gram négatif (Escherichia coli,
Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Shigellaflexneri et Proteus mirabilis) et un Gram
positif (Bacillus cereus) toutes isolées des patients de ’Hopital Général de Yaoundé ont été
fournies par le Laboratoire de Microbiologie du Département de Microbiologie de la Faculté
des Sciences de I’Universit¢ de Yaoundé I. Les souches conservées a +4°C sur gélose
nutritive inclinée ont été activées sur milieu gélosé avant la réalisation des tests

antimicrobiens.

1I.1.3. Milieux de culture

Le Mueller Hinton Agar (MHA) et le bouillon nutritif glucosé (BNG) ont été utilisés
pour le renouvellement des souches bactériennes et la détermination des diameétres et des
parametres d’inhibition (CMI et CMB) des extraits. Les milieux de culture ont été stérilisés a

I’autoclave a 121°C pendant 15 min pour la réalisation des tests.

I1.1.4. Agents microbiens de référence

La Gentamicine 40 mg/mL a été utilis¢ comme antibactérien de référence.

11.2. Méthodes

I1.2.1. Préparation des extraits de Dissotis multiflora Triana et de Paullinia pinnata Linn

Apres la récolte, les feuilles des deux plantes ont été séchées a température ambiante,
ensuite moulues jusqu’a obtention d’une poudre fine. Deux cent grammes (200 g) de poudre
issue du broyage des différents échantillons des feuilles de plante séchés ont été macérés dans
I’é¢thanol a 95° (600 mL) pendant 48 heures sous agitation temporaire a raison de trois
macérations par échantillon. Aprés macération, le mélange a été filtré au moyen du papier
filtre Whatman n°1 ; le filtrat obtenu a été concentré a 1’évaporateur rotatif jusqu’a obtention
d’une pate représentant ainsi notre extrait brut dont la conservation s’est faite a 4°C jusqu’a

I’utilisation. La formule suivante nous a permis de calculer le rendement d’extraction :

Masse de I'extrait obtenu(g)

Rend t d’extracti %) =
endement dextraction (%) Masse de poudre initiale (g)
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II. 2.2. Fractionnement des extraits bruts

Le fractionnement a été effectué par chromatographie flash des extraits bruts en utilisant
quatre solvants a polarité croissante : Hexane, Hexane/Acétate (7/3), Hexane/ Acétate
d’¢éthyle (3/7), Acétate d’éthyle, Acétate d’éthyle /Méthanol (7/3), Acétate d’éthyle /Méthanol

(3/7) et le Méthanol. 11 a été effectué selon le protocole suivant :

Cent grammes (100 g) d’extrait brut de feuilles de D. multifloraet P. pinnata ont été
fractionnés par chromatographie flash sur colonne de silice 60 (0,063- 0,200 mm) en utilisant
un gradient Hexane-acétate d’éthyle (Hex-AE) et Acétate d’éthyle-méthanol (AE-MeOH).

Les fractions ont été collectées et concentrées a 1’évaporateur rotatif (Biichi rotavapor R-114)

Extraits éthanoliques de D. multiflora/P. pinnata

N

Hex 70% 30% AE 70% 30 %

MeOH

F.DM/P.P ||EED.M/P.P || F.D.M/P.P || FD.M/P.P || F.D.M/P.P || FED.M/P.P || F.D.M/P.P

Figure 6:Chromatographie flash des extraits éthanoliques de D. multiflora et P. pinnata
Légende : F,.DM/P.P 2 F,.D.M/P.P représente de la 1“4 la 7°°™ fraction de D.multiflora et

P.pinnata.

I1.2.3. Etude phytochimique des extraits bruts

Les extraits bruts de plantes ont été analysés pour déterminer les groupes de composés

chimiques présents selon les méthodes décrites par Harbone (1998).
Test des phénols

3 ML d’une solution de chlorure ferrique 5 % fraichement préparée pendant 5 min est ajoutée
a 0,5 g d’extrait dissout dans 2 ML d’eau. Aprés homogénéisation, quelques gouttes d’une
solution de ferricyanure de potassium sont ajoutées. L’observation d’un précipité vert indique

un test positif et révele la présence de ce composé (Harbone 1998).
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Test des tanins

500 mg d’extrait sont ajoutés a 5 ML d’eau distillée. Le mélange est chauffé au bain marie
pendant 5 min, puis filtré apres refroidissement. Ensuite, on ajoute au filtrat quelques gouttes
de chlorure ferrique 3 %. La présence des tanins se traduit par ’apparition de la coloration

noire bleue (bleue sombre) (Harbone 1998).

Test des saponines

500 mg d’extrait sont ajoutés dans 5 mL d’eau distillée. Apres homogénéisation, le
mélange est chauffé pendant 5 min jusqu’a ébullition. La présence des saponines se traduit

par I’apparition d’une mousse persistante aprés 1 min (Harbone 1998).

Test des flavonoides

50 mg d’extrait sont dissous dans 0,5 mL de NaOH 1N. La décoloration de la couleur jaune
obtenue apres addition d’acide chlorhydrique 1N indique la présence des flavonoides

(Harbone 1998).

Test des anthocyanines

50 mg d’extrait sont mélangés a 15 mL de HCI 1% et le mélange porté a ébullition. La
variation de la coloration du rouge orangé au bleu orangé caractérise la présence des

anthocyanines (Odebeyi & Sofowora, 1978).

Test des alcaloides

50 mg d’extrait sont chauffés dans 1 ml d’acide sulfurique 1% pendant 2 a 3 min, puis filtré.
A 1 mL du filtrat, on ajoute quelques gouttes du réactif de Mayer. L’obtention d’un précipité

blanc indique la présence des alcaloides (Sofowara 1993).

Test des triterpénes et des stéroides

50 mg d’extrait sont dissouts dans 20 mL de chlorure de méthyléne. A cette solution, on

ajoute successivement 4 gouttes d’anhydride acétique et de I’acide sulfurique. La présence des
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triterpenes se manifeste par un changement de la couleur rouge violacée, alors que la couleur

bleue verdatre est caractéristique des stéroides (Sofowara 1993).

I1.2.4. Evaluation antibactérienne des fractions de plantes

L’¢étude de I’activité antimicrobienne a consist¢ a déterminer les diametres et
paramétres d’inhibition (CMI, CMB) des fractions actives de D. multifloraet P. pinnata et

molécules 1solées sur les souches bactériennes.

> Préparation du milieu de culture Mueller Hinton Agar

Le milieu de culture gélos¢ Mueller Hinton Agar est préalablement préparé en dissolvant
38g de milieu lyophilisé¢ dans 1L d’eau distillée, puis porté a ébullition pour la stérilisation a
121°C pendant 15 min a I’autoclave. Le milieu est ensuite coulé¢ dans différentes boites de
Pétri de 90 mm a raison de 5 mL par boite puis laissé pour solidification sous la hote stérile

pendant 15 minutes.

11.2.4 .1. Renouvellement des souches bactériennes

A I’aide d’une anse de platine, une colonie pure de microorganismes a été prélevé et
ensemencé par stries sur milieu gélos¢ MHA coulé dans les boites de Pétri. Les boites ainsi

ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 48 heures (Carbonnelle ez al. 1987).

11.2.4.2. Préparation de I'inoculum

> Préparation de la suspension bactérienne.

Pour chaque microorganisme testé, une colonie bactérienne, provenant d’une culture pure
ensemencée sur milieu gélos€¢ MHA et incubée a 37°C de moins de 24 heures, a ét¢ mise en
suspension dans des tubes a essai contenant 1 mL d’eau distillée stérile. Cette suspension a été

préparée a la charge de 1,5% 10° cellules/mL.

> Préparation des solutions d’extraits et d’antibiotique de référence

100 mg des différents extraits ont été¢ dissous dans 1 mL d’eau distillée de fagon a obtenir
une solution mére d’extraits bruts de concentration 100 mg/mL. Les fractions ont été

préparées a la concentration de 50 mg/mL. Les solutions de combinaisons d’extraits bruts et
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des fractions actives ont été préparées dans les proportions 1:9;2:8;3:7;4:6;5:5;6:4;
7:3; 8:2et9:1 de D. multiflora et P. pinnata respectivement. L’antibiotique de référence

(Gentamicine) a été préparé a la concentration de 0,2 mg /mL.

> Ensemencement de la solution d’inoculum et réalisation des puits
Apres solidification des milieux gélosés, les différentes boites de Pétri seront
ensemencées par €couvillonnage avec la solution d’inoculum de différentes souches

préalablement préparées a la charge de 10° cellules/mL Téreshuck et al. 1996).

Les puits de 6 mm de diametre seront réalisés a 1’aide du bout large d’un embout. On
déversera dans ces puits un volume de 75 puL des substances a tester. Les boites ainsi
ensemencées seront mises a sécher pendant 15 minutes (pré diffusion) sous la hotte puis
incubées a 37°C pendant 48 heures. Chaque essai est réalisé¢ en triple et les valeurs sont

exprimées sous forme de moyenne =+ erreur standard de la moyenne.

Les diameétres des zones d’inhibition autour des puits seront mesurés a 1’aide du pied a
coulisse. La sensibilit¢ aux différents extraits sera classée selon le diamétre des zones
d’inhibition comme suit : non sensible pour le diaméetre de moins de 8 mm ; sensible (+) pour
un diametre compris entre 9-14 mm ; trés sensible (+ +) pour un diamétre compris entre 15-19

mm et extrémement sensible (+++) pour le diametre plus que 20 mm (Moreira et al. 2005).

11.2.4.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des fractions de
ces plantes par la méthode de micro dilution en milieu liquide (Eloff, 1998)

» Préparation des microplaques

100 pL de milieu liquide seront introduits dans les cupules de la deuxiéme a la
derniére ligne et 200 puL d’extrait dans la premicre cupule de la plaque. A partir des cupules
de la deuxieme ligne, on effectuera une série de 10 dilutions décroissantes obéissant & une
progression géométrique de raison 2 pour chaque extrait. On préleévera 100 pL de solution de
la premicre cupule qu’on introduira dans les 100 uL de la deuxieme cupule. Apres
homogénéisation, 100 uL de cette nouvelle solution seront introduits dans la troisiéme cupule
ainsi de suite jusqu’a obtenir 100 puL de solution dans toutes les cupules excepté celle de la
premiere ligne qui contiennent encore 200 uL de solution. On versera ensuite 100 uL de la
solution de la derniére cupule. Un volume d’inoculum de 10° cellules/mL (Tereshuck et al.

1997) sera par la suite ensemencé et le volume complété a 200 mL avec le milieu nutritif. Les
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témoins ne renfermant pas d’extraits (témoin négatif) et ceux ne contenant que les
microorganismes (témoin positif) seront réalisés et les microplaques seront incubées pendant
24 heures a 37 °C.  Aprés incubation, 40uL de 0.01%w/v 2, 3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) préparé dans I’eau distillée seront ajoutés dans chaque microcupule puis la
microplaque est couverte et incubée a 37°C pendant 30 min. Le virage du TTC au rouge
indiquera ’effet antibactérien des substances testées. La CMI sera considérée comme la plus
petite concentration ayant inhibée toute croissance visible des microorganismes dans les
conditions appropriées de culture.

» Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) des extraits par

subculture en milieu liquide

Pour la détermination de I’effet bactéricide des extraits 150 pL de bouillon nutritif seront
distribués dans les cupules. Apres avoir repéré les cupules dans lesquelles aucune croissance
de levures n’est observée, des volumes de 50 uL seront prélevés dans chacune des cupules
sans TTC et introduits dans les cupules de 150 puL puis les microplaques seront incubées a
37°C pendant 48 heures. Aprés incubation, 40uL de TTC seront ajouté dans chaque
microcupule puis la microplaque est couverte et incubée a 37°C pendant 30 min. Le virage du
TTC au rouge formazan indique la viabilité ou ’activité des cellules. La non reprise de la
croissance bactérienne indique une activité bactéricide et la reprise indique une activité
bactériostatique. La CMB correspondra a la plus petite concentration en extrait pour laquelle

on n’observe aucune croissance visible de microorganismes (Eloff 1998).

Le calcul du rapport CMB/CMI permettra de déterminer 1’effet bactéricide (CMB/CMI <
4) ou bactériostatique (CMB/CMI >4) des substances testées (Oussou et al. 2008). Les tests

sont réalisés en triplicate pour avoir des résultats précis.

L’interaction entre les extraits et les fractions a été évaluée algébriquement en déterminant

I’index de concentration inhibitrice fractionnelle (FIC) selon les équations suivantes :

FIC index =FIC Extraitl/fraction] + FIC Extrait2/fraction2 EquatiOH 1

FIC Extrait = Concentration inhibitrice fractionnelle de I’extrait

= CMI de ’extrait/fraction dans la combinaison Equation 2

CMI de I’extrait pris seul
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IIL.1. RESULTATS

II1.1.1. Rendement d’extraction des extraits bruts

Le tableau ci-apres présente les rendements d’extraction des extraits bruts de D. multiflora

et P. pinnata.

Tableau 1: Rendements des extraits bruts

Extraits bruts Masse séche (g) | Masse d’extraits(g) | Rendement d’extraction (%)
D. multiflora 500 66,6 13.32
P. pinnata 500 43 .8 08.76

ITI-1-2- Screening phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques consignés dans le tableau 2 ont révélé la
présence des phénols, tannins, alcaloides, saponines, anthraquinones, stéroides et flavonoides.

Les anthocyanes sont présents dans les extraits de P. pinnataet absents chez D. multiflora.

Tableau 2: Résultats du criblage phytochimique des extraits de D.multifloraet P. pinnata

Métabolites secondaires D.multiflora P. pinnata

Anthraquinones + +

Anthocyanes +

Flavonoides + +

Stéroides + +

+ =présent ; - = absent
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II1.1.3. Essais antibactériens des extraits bruts, fractions et combinaisons

I11.1.3.1. Essais antibactérien des extraits bruts

1I1.1.3.1.1. Détermination des diametres des zones d’inhibition

La présence des zones d’inhibition (extrait/gentamicine) apres incubation révele les
activités des extraits sur les bactéries testées (Tableau3). L’extrait éthanolique de D.
multiflora inhibe la croissance de toutes les bactéries testées (B. cereus, K. pneumoniae,
S.flexneri, S. typhi et E. coli). Les diamétres des zones d’inhibition varient entre 10.33 + 1.2
(K. Pneumoniae) et 21,5 £ 0.4 mm (S. #yphi).L’extrait éthanolique de P. pinnata inhibe la
croissance de cing souches sur les six testées avec des diametres d’inhibition variant de 8.33 +
1.24 (K. pneumoniae) a 13.67 = 1.64 mm (S. typhi). L’extrait de P. pinnata est relativement

moins actif que celui de D. multiflora a la méme concentration.

Tableau 3: Diamétres des zones d’inhibition des extraits éthanoliques de D. multiflora et de

P, pinnata

21.5+0.40 13.5+1.47

13.67 +1.64 13.33+1.43

25.83 £0.62 22.33£0.94

ST : S. typhi ; KP : K. Pneumoniae; BC : B. cereus ; EC : E. coli ; PM : P. mirabilis ; SF : S. flexneri
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II1.1.3.1.2.Parameétres d’inhibition: concentration minimale inhibitrice (CMI) et
bactéricide (CMB) des extraits éthanoliques de D. multiflora et de P. pinnata

Les CMI des extraits et de la gentamicine sont présents dans le tableau 4. Il en ressort
que D. multiflora inhibe la croissance de toutes les bactéries testées avec des CMI variant de
97 (S. typhi) a 781 ng/mL (B. cereus). Concernant les extraits éthanoliques de P. pinnata, les
CMI varient de390 (P. mirabilis et K. pneumoniae) a 781 ng/mL (E. coli, B. cereus, S.
flexneriet S. typhi). Les activités des extraits de D. multiflora(10.33 £ 1.24<ID <215+ 0.4
mm et 97< MIC <781 pg/mL) et de P. pinnata(08.33 + 1.24<1D < 13.67 = 1.64 mm et 390 <
MIC < 1562 pg/ml) sont toutefois inférieures a celles de la gentamicine (17.5 = 0.57 <ID <
29.5 mm et 0.195 < MIC < 12.5ug/mL). Les rapports MBC/MIC < 4 révelent une activité
bactéricide sur toutes les bactéries testées a I’exception de K. pneumoniae ou les extraits ont

présenté un effet bactériostatique.

Tableau 4: Concentration minimale inhibitrice (CMI), bactéricide (CMB) des extraits

¢thanoliques de D. multiflora et de P. pinnata

Tests (ng/ml) | Parameétres | ST

D. multiflora | CMI 97.65 195.31 | 781.25
CMB 195.31 1562.5 | 3215
CMB/CMI 2 8 4

P. pinnata CMI 781.25 390.62 | 781.25
CMB 3215 3215 3215
CMB/CMI 4 8 4

Gentamicine | CMI 0.390 0.390 | 0.195
CMB 0.781 0.781 | 0.390
CMB/CMI 2 2 2

ST : S. typhi ; KP : K. Pneumoniae ; BC : B. cereus ; ECI : E. coli ; PM : P. mirabilis ; SF : S. flexneri ;
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111.1.3.2. Essais antibactérien des fractions actives

111.1.3.2.1. Détermination des diameétres des zones d’inhibition des fractions actives

Sachant que la complexité des extraits bruts peut réduire leur efficacité nous avons

entrepris le fractionnement de ces extraits et le résultat du test antibactérien des fractions

actives est consigné dans le tableau 5. Seules les fractions a I’acétate d’éthyle/méthanol ont

présenté la plus grande activité¢ antimicrobienne. Les résultats du tableau 5 montrent que ces

trois fractions ont sensiblement la méme activit¢ sur chacune des souches prises

individuellement avec des fractions variant de 25,33 a 11,33. S. #yphi et P. mirabilis sont les

souches les plus sensibles alors que K. pneumoniae est la souche la moins sensible. S. typhi,

B. cereus et P. mirabilis ont montré une activité supérieure a celle des extraits bruts

¢thanoliques de D.multiflora et P.pinnata. Cependant le fractionnement n’a pas modifié

I’activité des extraits sur K. pneumoniae qui est toujours bactériostatique.

Tableau 5: Diamétres des zones d’inhibition des fractions actives de D. multiflora et de P.

pinnata

Fractions | ST
F,A/M 25,33
(7/3)

F,A/M 23
(3/7)

F,A/M 19
(3/7)

KP BC
11,33 18
09,6 16,66
11,50 20,33

ST : S. typhi; KP : K. Pneumoniae; BC : B. cereus; EC : E. coli; PM : P. mirabilis ; SF : S flexneri ;F1A/M (7/3) : Fraction acétate
d’éthyle/méthanol (7/3) de D. multiflora ; F1A/M (3/7) : Fraction acétate d’éthyle/méthanol (3/7) de D. multiflora ; F,A/M (7/3) : Fraction

acétate d’éthyle/méthanol (7/3) de P. pinnata
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II1.1.3.2.2. Paramétres d’inhibition: Concentration minimale inhibitrice (CMI),
bactéricide (CMB) des fractions actives de D. multifloraet de P. pinnata

De fagon générale le fractionnement contribue a augmenter 1’activité inhibitrice des
extraits. En ce qui concerne D. multiflora ses deux fractions ont présenté des activités
différentes et on note que la fraction F;A/M (3/7) est plus active que la fraction F{A/M (7/3).

Le tableau 6 nous montre que par rapport aux extraits bruts de D. multiflora, F{A/M
(3/7) a présenté une plus grande activité sur S. fyphi (48 pg/mL) et B. cereus (195 pg/mL)
contre 97,5 et 781,25 pg/mL pour les extraits bruts respectivement. F{A/M (3/7) est moins
active (195 pg/mL) que I’extrait brut (97,65 ug/mL) sur B. cereus tandis que son activité sur
P. mirabilis est identique a celle de 1’extrait brut (390,62 pg/mL). Son activité est cependant
supérieure a celle de I’extrait brut sur K. pneumoniae, B. cereus et E. coli.

Concernant P. pinnata, la fraction F;A/M (7/3) présente une activité relativement
faible par rapport a celle de I’extrait brut. En effet seule B. cereus est plus sensible a la
fraction par rapport a 1’extrait brut avec des CMI de 97 et 781,25 pug/mL respectivement. Son
activité est plus faible 781 pg/mL que celle de I’extrait brut 390 ng/mL sur P. mirabilis tandis
qu’elle est identique sur K. pneumoniae, E. coli et S. typhi. Dans 1’ensemble les fractions de
D. multiflora ont présenté une activité supérieure a celle de P. pinnata. Les résultats obtenus
montrent que les fractions les plus actives sont celles obtenues a partir des systemes de

solvants polaires.
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Tableau 6: Concentration minimale inhibitrice (ug/ mL) (CMI), bactéricide (CMB) des

fractions actives de D. multiflora et de P. pinnata

Fractions
Parametres

FA/M (7/3) | CMI 48
CMB 390
CMB/CMI 8

F,A/M (3/7) | CMI 195
CMB 390
CMB/CMI 2

F,A/M (7/3) | CMI 781
CMB 781
CMB/CMI 1

Gentamicine | CMI 0.390
CMB 0.781
CMB/CMI 2

ST : S. typhi ; KP : K. Pneumoniae ; BC : B. cereus ; EC : E. coli ; PM : P. mirabilis ;; SF : S. flexneri ;

F\A/M (7/3) : Fraction acétate d’éthyle/méthanol (7/3) de D. multiflora ; FiA/M (3/7) : Fraction acétate d’éthyle/méthanol (3/7) de
D. multiflora ; F,A/M (7/3) : Fraction acétate d’éthyle/méthanol (7/3) de P. pinnata

111.3.3. Essais antibactérien des combinaisons

I11.3.3.1. Résultats des tests de combinaisons des extraits bruts de D. multiflora et de P.
pinnata

Les résultats des tests de combinaisons et des concentrations inhibitrices fractionnelles

sont consignés dans les Tableaux 7 et 8.

Du Tableau 7 il ressort de fagon générale que les différentes combinaisons présentent
des activités différentielles. On note que la combinaison 6:4 présente une activité supérieure a
celle des extraits bruts pris individuellement sur B. cereus, E. coli. Les extraits bruts de D.
multiflora et P. pinnata ont présenté une activité supérieure a celle des combinaisons sur K.

pneumoniae.
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Tableau 7: Résultats des concentrations minimales inhibitrice (ug/ mL) des combinaisons

d’extraits bruts de D. multifloraet P. pinnata

97

3125(312,5/2812,5)
(39/351)

195 (39/156)
(39/156)

1562 (469/1093)
(469/1093)

195 (78/117)
(156/234)

195 (97,5/97,5)
(195/195)

e
(234/156)

781 781 (547/234)
(547/234)

195 390 (312/78)
(156/39)

i

781 781 (703/78)
(703/78)
781
ST : S. typhi ; KP : K. Pneumoniae ; BC : B. cereus ; EC : E. coli ; PM : P. mirabilis ; SF : S. flexneri ; E| : D. multiflora ;
E, : P. pinnata

Le Tableau 8 présente les index des concentrations inhibitrices fractionnelles des
combinaisons de D. multifloraet P. pinnata et on note que les combinaisons des extraits bruts
ont entrainé un effet antagoniste sur K. pneumoniae, S. typhiet P. mirabilis. La combinaison
6:4 a présenté un effet synergique sur E. coli tandis qu’un effet additif est noté sur B. cereuset
S. typhi avec une indifférence sur P. mirabilis. La fraction 5:5 a présenté un effet synergique

sur E. coli et un effet additif sur B. cereus.
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Tableau 8: Résultats des concentrations inhibitrices (ug/ mL) fractionnelles (FIC) des

combinaisons d’extraits bruts de D. multiflora et P. pinnata

Souche BC

FIC | FIC | FIC
Extrait | E,; E, I
1:9 0,05 | 0,45 | 0,5°
2:8 0,04 | 0,2 | 0.24°
37 0,6 | 1,39 | 1,99'
4:6 0,19 | 0,29 | 0,48°
5:5 0,25 | 0,25 | 0,5°
6:4 0,29 | 0,19 | 0,48°
7:3 0,7 | 0,29 | 0,99°
8:2 0,19 | 0,05 | 0,24°
9:1 0,9 | 0,09 | 0,99°

PM ST KP
FIC | FIC | FIC | FIC | FIC | FICI | FIC | FIC | FICI
E, | E, I E, | E; E; | B
02 | 1.8 | 2™ [ 322 36 |682™] 04 | 1.8 | 22™
08 | 32 | 4™ | 04 [019] 059° | 08 | 1,6 | 2,4™
12 | 28 | 4™ [483[139(622™| 12 | 1.4 | 2,6™
08 | 1.2 |2" | 08 014 ]022°] 32 | 24 | 56™

1 1 |2 1 (012|112 | 2 1 [ 3™

06 | 04 | 1* [059|004 063" | 24 | 08 | 32"
14 |06 | 2° [563]029]592™] 28 |06 | 34™
16 | 04 | 2" [ 321009 33" | 1,6 | 02 | L8
1,8 102 | 2" [ 724009 | 733|721 04 | 7,61™

ST : S. typhi ; KP : K. Pneumoniae ; BC : B. cereus ; EC : E. coli ; PM : P. mirabilis ; SF : S. flexneri. E| : D. multiflora ;
E, : P. pinnata ; FIC 1: FIC Index. Les effets des combinaisons sont classifiés en synergique (s), additif (a),
indifférent (i) et antagoniste (an), si FIC Index <1,=1, > 1 <2 et> 2 respectivement (Okere, 2009)

I11.3.3.2.1. Résultats des tests de combinaisons des fractions actives F{A/M (7/3) de D.
multiflora et F;,A/M (7/3) deP. pinnata

Les résultats des tests de combinaisons des fractions sont consignés dans le Tableau 9.

La combinaison fractionnelle la plus active est 6:4 méme si son activité est pratiquement

identique a celle de D. multiflora sur E. coliet P. mirabilis tandis que son activité est identique

a celle de B. cereus et a celle de S. typhi. Concernant P. pinnata, il en ressort que son activité

est inférieure a celle de la combinaison 6:4 a I’exception de B. cereus ou elle s’est avérée plus

active. Les résultats des index des concentrations inhibitrices fractionnelles sont consignés

dans le (tableau 10). En effet, la combinaison 6:4 a présenté une synergie sur toutes les

souches testées a I’exception de S. typhi ou on a noté un effet indifférent. Les combinaisons

ont présenté un effet antagoniste sur B. cereus et S. typhi et un effet indifférent sur P.

mirabilis.
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Tableau 9: Concentration minimale inhibitrice (ug/ mL) des combinaisons des fractions F{A/M (7/3) / F,A/M (7/3) de D. multifloraet P.

pinnata
ouches BC
Fraction:
F,A/M (7/3) | 195
1:9 1562 (156/1406)
2:8 1562 (312/1250)
3.7 390 (117/273)
4:6 390 (156/234)
5:5 1562 (780/780)
6:4 97 (58/39)
7:3 390 (273/117)
8:2 390 (312/78)
9:1 781 (703/78)
F,AM (7/3) | 97

PM ST KP
390 43 195

781 (78/703) 781 (78/703) 1562 (156/1406)
390 (78/312) 390 (78/312) 390 (78/312)
390 (117/273) 390 (117/273) 390 (117/273)
390 (156/234) 390 (156/234) 390 (156/234)
390 (195/195) 195 (97,5/97,5) 195 (97,5/97,5)
390 (234/156) 97 (58/39) 195 (117/78)
390 (273/117) 97 (68/29) 195 (137,5/57,5)
390 (312/78) 97 (68/29) 390 (312/78)
1562 (1406/156) 781 (703/78) 97 (88/9)

781 781 390

ST : S. typhi ; KP : K. pneumoniae ; BC : B. cereus ; EC : E. coli ; PM : P. mirabilis ; SF : S. flexneri.

Tableau 10: Résultats des concentrations inhibitrices fractionnelle (FIC) des combinaisons des fractions F1A/M (7/3) et F,A/M (7/3) de D. multifloraet P. pinnata

Souches BC

FIC FIC FICI
Extraits | E; E,
1:9 0,8 14,49 | 15,29™
2:8 1,6 12,88 | 14,48™
3.7 0,6 2,8 3,4
4:6 0,8 2,41 3,21*"
5:5 4 8 12*"
6:4 029 |04 0,69°
7:3 1,4 1,2 2,6™
8:2 1,6 0,8 2,4*
9:1 3,6 0,8 4,4

PM ST KP
FIC | FIC | FICI | FIC | FIC | FICI | FIC | FIC | FICI
E, E, E, E, E, E,
02 |09 |1 162 |09 |25 |08 |36 |44™
02 |039 |059° |162 |039 |20™ |04 |08 |12
03 1034 |064 [243 [034 |277" |06 |07 |13
04 1029 |069 |325 |029 |354" |08 |06 |14
05 |024 |074 |2 0,12 | 2,12 |05 |025 |075
0,6 0,19 0,79° 1,2 0,04 1,24 0,6 0,2 0,8°
0,7 |04 |0848 |141 |003 | 144 |07 |04 |084
08 |009 |08 |141 |003 |144 |16 |02 |18
36 | 0,19 |3,79" | 1464 | 009 | 1473 | 0,11 |002 |0,13

ST : S. typhi ; KP : K. Pneumoniae ; BC : B. cereus; EC : E. coli ; PM : P. mirabilis ; SF : S. flexneri. E\: D. multiflora;E,: P. pinnata; FIC I: FIC Index. Les effets des

combinaisons sont classifiés en synergique (s), additif (a), indifférent (i) et antagoniste (an), si

FIC Index < 1, =1, > 1 < 2 et > 2 respectivement (Okere, 2009)
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I11.3.3.2.2. Résultats des tests de combinaisons des fractions actives F{A/M (3/7) de D.
multifloraet F;A/M (7/3) de P. pinnata

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices et des index des concentrations
inhibitrices fractionnelles sont consignés dans les tableaux 11 et 12. Il en ressort que les
activités des combinaisons sont inférieures a celle de F1A/M (3/7) sur B. cereus, S. typhi et E.
coli et identique sur P. mirabilis et K. pneumoniae. FA/M (7/3) a présenté une activité
supérieure a celles des combinaisons sur toutes les souches a I’exception de B. cereus ou les
combinaisons sont moins actives. Les résultats du Tableau 12 confirment ceux du tableau 11et
il en ressort que les combinaisons ont un effet antagoniste sur B. cereus, un effet synergique

sur P. mirabiliset un effet indifférent sur S.flexneri.

Tableau 11: Concentration minimale inhibitrice des combinaisons F{A/M (3/7) et F;A/M

(7/3)
ouches BC PM ST KP
Fractions
F,A/M 97 390 195 97
(3/7)

1:9 390 (39/351) 390 (39/351) | 390 (39/351) 97 (9/88)

2:8 390 (78/312) 390 (78/312) | 390 (78/312) | 97 (19/78)

37 390 390 (117/273) | 390 (117/273) | 97 (29/68)
(117/273)

4:6 390 390 (156/234) | 390 (156/234) | 97 (39/58)
(156/234)

5:5 390 390 (195/195) | 390 (195/195) 781
(195/195) (390/390)

64 390 390 (234/156) | 390 (234/156) | 24 (14,5/9,5)
(234/156)

73 390 390 (273/117) | 390 (273/117) | 97 (68/29)
(73/117)

8:2 390 (312/78) 390 (312/78) | 781 (625/156) | 195 (156/39)

9:1 390 (351/39) 390 (351/39) 195 24 (22/2)

(175,5/19.5)
F,AM 97 781 781 390
(7/3)

ST: S. wyphi; KP: K. pneumoniae; BC: B. cereus; EC: E. coli; PM: P. mirabilis; SF: S. flexneri
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Tableau 12:Résultats des concentrations inhibitrices (ug/ mL) fractionnelle (FIC) des combinaisons des fractions F;A/M (3/7) et F,A/M (7/3) de D.
maultiflora et P. pinnata

Souches BC PM ST KP
FIC FIC FICI FIC FIC FICT FIC FIC FICI FIC FIC FICT
E, E, E, E, E, E, E, E,
Extraits
1:9 0,4 3,6 4@ 0,1 0,44 0,54° 0,44 0,44 0,88° | 0,09 0,22 0,31°
2:8 0,8 3,21 4% 0,2 0,39 0,59° 0,4 0,39 0,79° | 0,19 0,2 0,39*"
3:7 1,2 2,8 4% 0,3 0,34 0,64° 0,6 0,34 0,94° [ 0,29 0,17 0,46°
4:6 1,6 2,4 43 0,4 0,29 0,69° 0,8 0,29 1,090 [04 0,14 0,54°
5:5 2 2 4an 0,5 0,24 0,74° 1 0,24 124" |4 1 5%
6:4 2.4 1,6 4% 0,6 0,19 0,79° 1,2 0,19 1,39' 0,14 0,02 0,16°
7:3 2,8 1,2 4% 0,7 0,14 0,84° 1,4 0,14 1,54° 10,7 0,07 0,77°
8:2 32 0,8 4% 0,8 0,09 0,89° 32 0,19 3,39 | 1,6 0,1 1,71
9:1 3,6 0,4 43 0,9 0,04 0,94° 0,9 0,02 0,92° [ 0,22 0,005 | 0,22°

ST : S. typhi ; KP : K. pneumoniae ; BC : B. cereus ; EC : E. coli ; PM : P. mirabilis ; SF : S. flexneri. E| : D. multiflora ; E, : P. pinnata ; FIC 1 : FIC Index. Les effets des combinaisons sont
classifiés en synergique (s), additif (a), indifférent (i) et antagoniste (an), si FIC Index <1,=1,>1<2 et > 2 respectivement (Okere, 2009).
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II1.2.Discussion:

Les extraits de feuilles de D. multiflora et P. pinnataont €té obtenus par macération
dans I’éthanol avec des rendements de 13,32 et 08,76 respectivement. Le rendement
d’extraction de D. multiflora est plus élevé par rapport a celui de P.pinnata ce qui montre que
I’extrait éthanolique de D. multiflora serait plus concentré en métabolites que 1’extrait
¢thanolique de P. pinnata. Les travaux de Kuiatéer al. (2011) ont montré que le rendement
d’extraction des feuilles de P. pinnata par macération dans le méthanol est plus élevé. Il
ressort donc de ces résultats que les extraits issus des feuilles de D.multiflora et de

P.pinnatasont polaires.

Le screening phytochimique des extraits bruts de D.multiflora révéle la présence de
phénols, tanins, alcaloides, saponines, anthraquinones, stéroides et flavonoides en accord avec
les résultats obtenus par Afagnigni et al.(2016a). P.pinnata contient en plus des métabolites
susmentionnés des anthocyanes absents dans les extraits de D.multiflora. Ce résultat
corrobore ceux de Murutala et al. (2015) qui ont utilis¢ le méthanol comme solvant
d’extraction ainsi que ceux de Afagnigni ef al. (2016b) qui ont travaillé avec les extraits
¢thanoliques de la méme plante. Toutefois les anthraquinones sont absents dans les extraits
méthanoliques de feuilles (Paul ez al. 2015, Yusuf et al. 2014). Ces différences qui peuvent
étre attribuées a la nature des composés dans I’extrait peuvent différer en fonction de la nature
et de la partie de la plante, du lieu et de la saison de récolte, de la nature du solvant

utilisé¢(Tekwu et al. 2012).

Concernant les essais antibactériens, les tests de diffusion montrent que les extraits
bruts éthanoliques de D. multiflora et P. pinnata inhibent la croissance de toutes les bactéries
testées. K. pneumoniae est la souche la plus résistante aux deux extraits bruts ce qui se
justifierait par le fait que cette souche est naturellement résistante. La résistance de K.
pneumoniae pourrait s’expliquer par le fait que la membrane externe de Klebsiella est
constituée d’une large capsule de polysaccharides. Selon la classification de Moreira et al.
(2005), B. cereus, P. mirabilis et E. coli sont trés sensibles a D. multiflora alors que S. flexneri
et S. typhi sont extrémement sensibles aux deux extraits bruts. K. pneumoniae est non sensible
aux extraits de P. pinnata tandis que B. cereus, S. flexneri, P. mirabilis, E. coli et S. typhi sont
sensibles. Parmi ces microorganismes E. coli et S. typhi peuvent causer de sérieuses infections
gastro-intestinales (Tekwu et al. 2012). Toutefois, les extraits testés se sont révélés actifs sur

B. cereus. Ces résultats font de ces plantes de bons agents antimicrobiens avantageux pour des
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investigations ultérieures. De ce fait les activités antibactériennes observées justifieraient leur
usage dans le traitement des maladies infectieuses telles que les diarrhées, la dysenterie et
autres gastroentérites (Afagnigni er al.2016 a,b).Tous les microorganismes ont révélé
différentes susceptibilités aux extraits ¢éthanoliques de D. multiflora et P. pinnata
probablement dues a la concentration, a la nature et a 1’origine des composés actifs présents
dans ces extraits(Tekwu et al. 2012). Toutefois la sensibilité dépend aussi du type d’extrait et
du solvant d‘extraction (Sokol ez al. 2007), de certains facteurs internes spécifiques a chaque
microorganisme et de I’environnement d’action (Meyer & Deiana, 1988). Cette activité
biologique révélée par D.multiflora et P.pinnata est attribuée a la présence dans ces plantes,
de composés chimiques bioactifs doués de propriétés médicinales responsables de I’activité
antimicrobienne observée (Li et al. 2007). Des travaux antérieurs ont montré que les
polyphénols inhibent une large gamme de microorganismes et jouent aussi un role
antiseptique. De plus les activités antimicrobiennes des terpenes ont ét¢ démontrées (Rabe et
al. 2002). L’activité antimicrobienne des flavonoides est due a leur capacité a se complexer
avec les protéines extracellulaires solubles et a la paroi bactérienne (Cowan, 1999). Les
tanins inactivent ’adhésion microbienne, les enzymes et les protéines de 1’enveloppe
cellulaire et ont un effet antiseptique. Les alcaloides s’intercalent entre le DNA et/ou les
cellules membranaires (Ghestem, 2001).La non sensibilité de certaines bactéries serait due a
la faible concentration des extraits en métabolites actifs d’une part et a la composition du
milieu de culture d’autre part. Toutefois, ces bactéries posséderaient des mécanismes de
résistance tels que 1’inactivation enzymatique, la modification du site actif et la baisse de
I’accumulation intracellulaire des métabolites (Schwarz et al.1999). Les mécanismes d’action
des principes actifs peuvent varier d’une espece a 1’autre et dépendent également du matériel

génétique de chaque microorganisme (Takeo et al. 2004).

Les extraits ont présenté une activité bactéricide sur toutes les souches testées a
I’exception de K. pneumoniae. Ces résultats corroborent ceux de Afagnigni ef al. (2016b).
Aussi, les travaux de Kuiaté(2011) ont montré que P. pinnata possedent des activités
antibactériennes et dont une activité bactéricide sur toutes les bactéries testées a 1’exception
de K. pneumoniae ou les extraits ont présenté un effet bactériostatique. Cependant, les travaux
de Ikhane ef al. (2015) avec les extraits éthanoliques de feuilles de Paullinia pinnata ont
révélé une CMI de 400 mg/mL sur P.mirabilis par contre E. colis’est révélé non sensible. La
CMI obtenue avec S. typhi (781.25 pg/ml) corrobore ceux de Lunga et al. (2014) par contre

le méme auteur a trouvé que E. coli et K. pneumoniae sont sensibles aux extraits

Mémoire de DIPES II rédigé et soutenu par N'TOUMA NYAMSY Marat Ingrid Page 46



méthanoliques de feuilles. Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que le méthanol
s’est trouvé étre le meilleur solvant possédant une capacité a solubiliser la majorité de
métabolites secondaires (Eloff, 1998). K. pneumoniae et E. coli moins sensibles en milieu
solide se sont avérés plus sensibles par la méthode de microdilution. Cette sensibilité en
milieu liquide serait due au fait que les extraits sont directement en contact avec les
microorganismes ce qui augmenterait leurs potentialités inhibitrices. D. multiflora inhibe la
croissance des souches de bactéries Gram+ et Gram- avec une CMI variant entre 97.65 (S.
typhi) et781.25 pg/mL (B. cereus).Les résultats du test de sensibilité sont confirmés par la
méthode microdilution. Cependant les extraits éthanoliques de D. multiflorarévéle une CMI
de 195.31pg/mL sur K. Pneumoniae qui était moins sensible sur milieu solide. Ce résultat est
important pour Klebsiella pneumoniae qui est particulierement résistante. Le ratio CMB/CMI
montre que 1’extrait éthanolique de D. multiflora révele un effet bactéricide sur toutes les
souches testées excepté K. pmeumoniae sur laquelle les extraits réveélent un effet
bactériostatique. Les métabolites secondaires trouvés dans les extraits de feuilles éthanoliques
de D.multiflora seraient responsables de I’activité antibactérienne et peuvent agir en synergie
(Olufunmiso & Anthony, 2012). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Afagnigni
et al. (2016a). Les activités des extraits de D.multiflora sont toutefois supérieures a celles de
P. pinnata. Néanmoins toutes ces activités sont inférieures a celles de la gentamicine
probablement di au fait qu’elle est une molécule pure alors que les extraits de plante sont un

mélange de plusieurs molécules.

Sachant que la complexité des extraits bruts peut réduire leur efficacité, le
fractionnement des extraits bruts a ¢été entrepris. Dans ’ensemble les fractions de D.
multifloraont présenté une activité supérieure a celle de P. pinnata. La fraction F{A/M (7/3) a
présenté une plus grande activité sur S. typhi (48 ug/mL), B. cereuset K. pneumoniae (195
ng/mL). Dans ce cas on pourrait attribuer cette plus grande activité des fractions au fait que le
fractionnement contribuerait a se rapprocher d’avantage du principe actif qui en association
avec d’autres métabolites serait moins actif sur certaines souches. La fraction F{A/M (3/7)
quant a elle est moins active avec une CMI de 195 pg/mL contre 97,65 ug/mL pour I’extrait
brut sur B. cereus et que son activité sur P. mirabilis est identique a celle de 1’extrait brut
(390,62 pg/mL). La fraction F;A/M (7/3)de P. pinnata a présenté une activité inférieure a
celle de I’extrait brut sur toutes les souches testées a I’exception de B. cereus qui s’est avéré
trés sensible a cette fraction avec une CMI de 97 pg/mL. Ainsi donc, ces résultats montrent

que les molécules présentes dans ces extraits agiraient en synergie et que le fractionnement
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aurait plutot contribué a les séparer et de ce fait a baisser leur activité. Il en ressort donc que
le fractionnement ne contribue pas toujours a augmenter 1’activité de 1’extrait. En effet, les
travaux antérieurs ont montré que le fractionnement des feuilles de Phyllantusmuellerianuuit
a base de méthanol réduit I’effet antibactérien sur P. aeruginosa, P. mirabilis et E. faecalis

(Ofokansi ef al.2013).

L’utilisation du médicament combiné est occasionnellement recommandée pour
prévenir la résistance €mergente durant le traitement et pour parvenir a une efficacité
supérieure dans le traitement des infections et des maladies. Les combinaisons 5 :5 et 6:4
d’extraits bruts ont présenté un effet synergique sur E. coliet B. cereustandis qu’un effet
d’indifférence est noté sur P. mirabilis et S. typhi avec un antagonisme sur K. pneumoniae et
S. flexneri. Des travaux ont montré que la combinaison des extraits de plantes avec le
ciprofloxacin possédent des avantages contre P.mirabilis et E. faecalis (Ofokansi et
al.2013).Les résultats des combinaisons des fractions activesFiA/M (7/3) de D. multiflora et
F,A/M (7/3) de P. pinnata montrent que la combinaison 6:4 a présenté une synergie sur toutes
les souches testées a I’exception de S. #yphi ou on a noté un effet indifférent. De ces résultats
il ressort que les combinaisons des fractions ne sont pas appropriées contre S. typhi. Toutes
les combinaisons ont présenté un effet synergique sur E. coli tandis qu’a I’exception des
combinaisons 4 :6 ; 5 :5 et 7 :3, les autres ont présenté un effet synergique sur S. flexneri. Ce
résultat est particulierement intéressant dans la recherche du traitement contre S. flexneri, une
souche particulierement impliquée dans les diarrhées infectieuses Afagnigni et al. (2016c¢).
Les combinaisons F{A/M (3/7) de D. multifloract F2A/M (7/3) de P. pinnata ont un effet
antagoniste sur B. cereus, un effet synergique sur P. mirabilis et un effet indifférent sur
S.flexneri. A I’exception des combinaisons 4:6 et 8:2 toutes les autres ont présenté un effet
synergique sur K. pneumoniae qui pourtant s’est avéré sensibles aux extraits et combinaisons
d’extraits et d’autres fractions. Ces résultats sont d’autant plus intéressants en ce sens que K.

pneumoniae est une souche particulierement résistante aux antibiotiques.

De facon globale, la baisse d’activité peut étre attribuée a 1’incompatibilité entre les
composés phytochimiques présents dans ces extraits et fractions combinés ou a I’inhibition
compétitive au site d’action. L’effet synergique a été observé dans la majorité des
combinaisons sur B. cereus en indiquant de ce fait que ce microorganisme est le plus sensible
aux extraits, fractions et leurs combinaisons. Les effets antagonistes et d’indifférence ont été
les plus observés en combinant ces extraits et fractions. Le synergisme et 1’additivité ont

toutefois ¢€té observés dans certains cas. Ces résultats suggeérent qu’il serait bénéfique
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d’utiliser les combinaisons des fractions contre K. pneumoniae, P. mirabilis et B. cereus
tandis que les combinaisons des extraits bruts seraient conseillés sur B. cereus. Les
combinaisons thérapeutiques des extraits bruts et des fractions ne sont pas indiquées dans le
traitement contre les infections a S. #yphi. Dans tous les cas on note que les activités
antibactériennes sont obtenues aux faibles doses d’extraits ou de fractions dans les
combinaisons minimisant ainsi d’éventuels effets adverses. Ces résultats montrent enfin que
les combinaisons d’extraits bruts et de fractions seraient plus indiquées que lorsqu’ils sont
pris seuls (Marr et al. 2004). En effet, les combinaisons thérapeutiques sont une voie
importante dans la recherche des agents antibactériens efficaces dii au fait que les interactions
synergiques peuvent potentiellement augmenter le spectre d’activité antimicrobien, minimiser
d’éventuelles émergences des microorganismes résistants aux antibiotiques et réduire la
toxicité et le temps de traitement (Rybak & McGrath 1996). Les combinaisons ont montré
des effets bénéfiques contre certaines infections difficilement curables telles que le VIH/SIDA
et la tuberculose qui ne sont pas sensibles a la monothérapie due soit a une inefficacité du
traitement ou a 1I’émergence rapide des résistances (Horsburgh er al. 2000). Toutefois,
I’efficacité in vivo ne peut €tre certifiée dii a la variabilité¢ des effets pharmacocinétiques de
ces médicaments chez I’hdte et les différentes concentrations en bactéries et principes actifs
au site de I’infection. Les investigations cliniques sont requises pour élucider les mécanismes

responsables de ces effets et explorer leur potentiel thérapeutique.
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La pédagogie est une réflexion sur I’action éducative. Elle s’intéresse aux relations
entre enseignants-éléves et éleves-éléves et se penche sur les méthodes et techniques

d’éducation en fonction des objectifs a atteindre.

Dans le domaine des sciences de la vie et la terre de 1’éducation a I’environnement a 1’hygiene
et de biotechnologie (SVTEEHB), plusieurs approches ont été faites pour améliorer la qualité
de I’enseignement a savoir la Pédagogie Par Objectif (PPO) et I’Approche Par Compétence
(APC). Ces derniéres sont appliquées en 6™ et 5™ de I’enseignement secondaire. Ces deux
approches favorisent le développement des compétences par I’apprenant a travers les activités

d’intégration.

L’une des principales attributions de I’enseignant est de faire acquérir les connaissances aux
¢léves. Pour que cette acquisition soit efficace, 1’enseignant s’appuie sur la connaissance de
I’apprenant, son milieu et fait appel a sa formation professionnelle et a son expérience. Riche
de tous ces accords il n’est cependant pas encore prét pour faire acquérir avec succes les
connaissances. Pour cela il lui faut surtout s’organiser, s’équiper, collecter le matériel, prévoir
les méthodes et les techniques, en un mot il lui faut préparer sa lecon. Pour y parvenir,
I’enseignant doit : savoir si le theme a déja été abordé antérieurement et de quelle maniére ;
rechercher des prérequis a transformer en pré-acquis, définir le contenu de la legon et préparer
les outils pédagogiques de références déterminer ce que 1’apprenant aura a noter en guise de

sa synthése de production.

Pour mettre ces attributions en exergue ce mémoire nous permettra d’aborder une lecon
en classe de 3™ qui est intitulée : Le monde microbien, I’agression microbienne et
parasitaire.
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FICHE PEDAGOGIQUE D’UNE LECON DE SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Etablissement : Lycées et colléges d’enseignement général du Cameroun Date : 15Mars 2016

Théme : Le monde microbien, 1’agression microbienne et parasitaire, la défense de | Nom de [’enseignant : N’touma Nyamsy Marat Ingrid

I’organisme

Classe :

3iéme

Chapitre XII : Déficience du systéme immunitaire et aide au Systéme immunitaire Garcgons :

Filles :

Titre de la lecon : La lutte contre les maladies microbiennes : les méthodes curatives par antibiothérapie Durée : 55 Minutes

Objectif pédagogique opérationnel : A la fin cette lecon, 1’éléve sera capable de :

- Relever les modes d’action des antibiotiques
- Expliquer le principe de ’antibiothérapie
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ETAPES Objectifs Contenus spécifiques Matériels ou Activités d’enseignement — Evaluation Durée

Pédagogiques aux O.P.O.L. supports apprentissage

Opérationnels pédagogiques de

Intermédiaire

S P’atteinte des
OPOI

Chapitre : L.’aide au L’enseignant écrit le titre de la lecon
systéme immunitaire au tableau

1- Livre

Communiquer Dicte les objectifs d’apprentissage

le titre, les programme

objectifs et les
expliquer

I-_La lutte contre les
maladies

microbiennes : les
méthodes curatives par
antibiothérapie

0.P.O.I:

- Relever lesmodes
d’action des antibiotiques

- Expliquer le principe de

classe de 3™

Les apprenants recopient le titre de la
lecon et les objectifs d’apprentissage
dans leur cahier

5 min
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I’antibiothérapie.
Introduction 2- Déterminer | - Montrer que la défense
I’intérét de la | de I’organisme présente
séquence des limites
d’appren-
- Comprendre 1’'usage des
Tissage antibiotiques dans le
traitement des maladies | Vécu quotidien | Brainstorming / échanges 2 min
microbiennes
1-Un microbe est un étre 1-Qu’est-ce qu’un
vivant tres petit et visible microbe ?
3-Vérifier les | au microscope L’enseignant pose les questions de
pré-réquis I’évaluation diagnostique. 2-Quels sont les
2-On distingue : grands groupes de
Procéde a une rémédiation si cela microbes?
les bactéries, les wvirus, s’avere nécessaire.
les protozoaires et les 3-Quels sont les
champignons deux méthodes de
lutte contre les
3-On  distingue  les | Lecons et Les apprenants répondent aux maladies ? 3 min
méthodes préventives et | apprentissages | questions de 1’évaluation diagnostique
curatives. précédents par écrit ou oralement, notent les 4-Quels sont les
rappels indispensables. effets des agents
4-Certains médicaments extérieurs
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empéchent la croissance
des microbes et d’autres
les tuent.

(médicaments)
les microbes ?

sur

4- Formuler le
probléme
scientifique

- Quel est I’effet des
antibiotiques sur les
bactéries et les
champignons qui causent
les maladies?

Document 6 :

Une culture de
bactéries et son

L’enseignant présente le document 6

Pose des questions d’observation et/ou
de constatation qui emmenent les
apprenants a poser le probléme
scientifique

1- Que
contiennent les
pastilles ?

2- Que traduisent
les auréoles autour

antibiogramme des pastilles ?
- Quel est donc le 5 min
Les apprenants écoutent, lisent probléme que nous
Livre des SVT | attentivement le texte et observent la cherchons a
3¢, Collection | photographie du document 6, résoudre ?
Planéte
Vivante. p119 | Répondent aux questions posées
et formulent le probléme scientifique
Développem | - Relever les 1- Modes d’action des -Rappelle I’OPOI -Question 1 : Quels
modes d’action sont les effets des
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ent-

des
antibiotiques

antibiotiques

Les antibiotiques ont
deux modes d’action :

Une action
bactériostatique qui
s’oppose a la
multiplication des

germes, permettant ainsi
aux moyens naturels de
défense tels que la
phagocytose et  les
anticorps de  jouer
pleinement leur role:

-Présente une situation probléme a
partir du document 6 et pose des
questions y relative.

-Choisit les supports didactiques ou
matériels appropriés

-Décrit et fait faire les activités
d’apprentissage (Document 6)

-Pose les questions de 1’évaluation
formative

-Surveille la bonne prise de notes.

antibiotiques  sur
les microbes ?

- Question 2: La
boite de Pétri du
document 6 est
abandonnée et que
deux jours apres on

observe la
croissance des
microbes autour
des pastilles. Que
peut-on  conclure
sur la nature de
I’effet des

antibiotiques ?

c’est Dlaction la plus - Les apprenants écoutent, Que traduit la

importante. Rén¢é Djakou persistance des
et S. Yaya -observent le document, auréoles autour des
Thanon, 1996. pastilles apres deux | 12min
Biologie -posent des questions, jours ?

- Une action | Humaine 3°;

bactériolytique ou | Collection -analysent,

bactéricide qui détruit les | Bordas. Pp

germes. 206-207 -prennent des notes,
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- Expliquer le
principe de
I’antibiothérapi
e

2- L’antibiogramme

Les antibiotiques sont
efficaces dans le
traitement des maladies
causées par les bactéries
ou les champignons.
Cependant, leur emploi
abusif ou désordonné
rend les microbes
résistants. Le choix d’un
antibiotique nécessite la

réalisation d’un
antibiogramme qui
permet de déterminer

Réné Djakou
et S. Yaya
Thanon, 1996.
Biologie

-répondent aux questions,

-travaillent en groupe,

-effectuent une évaluation.

-I’enseignant rappelle ’OPOI
-Présente le document 6 aux éléves.

-Choisit les supports didactiques ou

matériels appropriés

-Décrit et fait faire les activités

-Qu’observez-vous
sur le document ?

- Pourquoi la
culture bactérienne
s’est-elle éclaircit
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I’antibiotique le  plus | Humaine 3°; d’apprentissage (Document 6:Une autour de la
efﬁcage contre la gouche Collection culture de bactéries et son
bactérienne déterminée. | p g, Pp antibiogramme) pastille ? 20min
Sur une culture d’une | 206-207
souche bactérienne, -Pose les questions de 1’évaluation
plusieurs pastilles formative
imprégnées chacune d’un
antibiotique différent ont L
&6 déposées. Les -Donpe les travaux dirigés et les
auréoles se développent devoirs
plus ou moins autour de
chaque pastille. -Surveille la bonne prise de notes.
L’antibiotique qui a la
plus grande auréole est le - Les apprenants écoutent,
plus efficace.
-observent le document,
-posent des questions,
-analysent,
-prennent des notes,
-répondent aux questions,
-travaillent en groupe,
-effectuent une évaluation.
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Svynthése des notions construites

Les antibiotiques ont une action bactériostatique et une action bactéricide. Le choix d’un antibiotique nécessite la réalisation d’un
antibiogramme. L’antibiothérapie est I’emploi des antibiotiques dans le traitement des maladies.

Conclusion
-Evaluation sommative:
Et
Evaluation - Définir antibiothérapie

- Décrire les effets des antibiotiques sur les microbes
- Comment procede-t-on pour le choix d’un antibiotique dans le traitement d’une maladie microbienne.
- Durée : 8§ min
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Document 6 : Culture de bactéries et antibiogrammes
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Antibiogramme de Escherichia coli (Vincent Cattoir, 2006)

Antibiogramme de Streptococcus faecalis(Vincent Cattoir, 2006)
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Ce présent travail, a consisté a montré les activités antibactériens des combinaisons des
extraits bruts et des fractions actives des feuilles de Dissotis multifloraTriana et de Paullinia
pinata utilisées dans la pharmacopée camerounaise pour traiter la diarrhée. L’extraction des
feuilles éthanoliques de Dissotis multifloraTriana nous a permis d’obtenir un rendement de
13,32 % ¢t08,76 % pour les feuilles de Paullinia pinnata. Une étude de la composition
phytochimique des deux extraits a révélé la présence de nombreux composés chimiques
bioactifs connus pour leurs activités biologiques notamment les phénols, les flavonoides, les

tanins, les alcaloides, les anthraquinones, les saponines, les stéroides et les anthocyanes.

¢+ 1l ressort de I’évaluation de 1’activité antibactérienne de nos extraitsbruts éthanoliques
de D. multiflora et P. pinnataqu’ils sont dotés de propriétés inhibitrices sur la
croissance de la plupart des souches bactériennes testées.

»* Concernant les fractionsdans 1’ensemble on note que les fractions de D. multiflora ont
présenté une activité supérieure a celle de P. pinnata.

¢ Concernant les combinaisons on note que les combinaisons thérapeutiques des extraits

bruts et des fractions ne sont pas indiquées dans le traitement contre les infections a S.

typhi. On note que les activités antibactériennes sont obtenues aux faibles doses en

extraits ou fractions dans les combinaisons minimisant ainsi d’éventuels effets

adverses. Ces résultats montrent enfin que les combinaisons d’extraits bruts et de

fractions seraient plus indiquées que lorsqu’ils sont pris individuellement.

Ces résultats préliminaires montrent que les combinaisons des extraits bruts et des
fractions actives testées possedent des activités antibactériennes. Nous nous proposons dans

un avenir proche d’approfondir ce travail. Ceci consistera a étendre nos recherches sur :

X/

s D’évaluation de I’activité antioxydante des combinaisonsd’extraits bruts et des

fractions actives ;

X/

s [D’évaluation de D’activité antimicrobienne descombinaisons d’extraits bruts et des
fractions actives ;
«» [D’évaluation de 1’activité antimicrobienne descombinaisons d’extraits bruts et des

fractions actives sur d’autres agents pathogenes ;

X/

< D’évaluation de la toxicité des combinaisons d’extraits bruts et des fractions actives ;

X/

« Identification des composés bioactifs présents dans les fractions ;
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ANNEXE I : Composition des milieux de culture

a) Muller Hinton Agar (MHA) :
Infusion de viande : 2g
Peptone de caséine acide : 17,5g
Amidon de mais : 1,5¢
Agar bactériologique : 17¢g
pH final : 7,4+0,2

b) Bouillon Nutritif Glucosé¢ (BNG):

Peptone : S5¢g
NaCl : S5¢g
Extrait de levure : 2g
Glucose : 20g

pH final : 7,0£0,2

ANNEXE II : équipements

Rotavapor (N’touma nyamsy)
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Etuve (N’touma nyamsy) Incubateur (N’touma nyamsy) hotte a flux
laminaire (N’touma nyamsy)
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