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Bacterial infections continue to cause serious problems in the world. The search for
new antimicrobial agents is of great necessity in view of the ever increasing pressure of the
resistance of microorganisms against conventional antibiotics. This makes it imperative when
seeking new drugs that could substitute those for which resistance phenomena have developed
or restore their lost activity. It is in this context that the present study take place to evaluating
the antimicrobial properties of nine Cameroonian medicinal plants against ten clinical isolates
of Helicobacter pylori causative agent of gastroduodenal ulcers. Extracts of plant samples of
the selected plants were prepared by maceration of the plant powder in ethyl acetate firstly
and secondly in methanol. These were the following plants: Afzelia africana, Ageratum
conyzoides, Crossopteryx febrifuga, Khaya senegalensis, Moringa oleifera, Piliostigma
reticulatum, Acacia albida, Azadirachta indica and Picralima nitida. The antimicrobial
activity of these plant extracts as well as that of Amoxicillin, Erythromycin, Metronidazole,
Clarithromycin, Ciprofloxacin and Doxycycline; antibiotics used in treatment regimens for
this infection were evaluated in ten clinical isolates of Helicobacter pylori by the
microdilution method in liquid medium. Next, the kinetics of the bactericidal activity of
Clarithromycin, Ciprofloxacin and Doxycycline against Helicobacter pylori was evaluated by
counting method after culture on agar medium. Only certain methanolic plant extracts
exhibited moderate antimicrobial activity compared to those extracted with ethyl acetate. The
best activity anti-Helicobacter pylori obtained was that of methanol extracts of Acacia albida,
Picralima nitida and Azadirachta indica against 30%, 50% and 10% of isolates tested with
MIC value 256 pg/mL. However, extracts of Afzelia africana, Ageratum conyzoides,
Crossopteryx febrifuga, Khaya senegalensis, Moringa oleifera and Piliostigma reticulatum
showed no significant antimicrobial activity. Ciprofloxacin presented bactericidal time
dependent activity contrary to that of Clarithromycin and Doxycicline was rather dependent

on concentration.

Keywords: antimicrobial activity, medicinal plants, Helicobacter pylori, common antibiotics,
bacterial kinetics.

vii




AE: Acétate d’éthyle

AINS: Anti-inflammatoire non stéroidiens
BHI: Broth Hearth Infusion

CMB: Concentration Minimale Bactéricide
CMI: Concentration Minimale Inhibitrice
DMSO: Diméthylsulfoxide

HNC: Herbier National du Cameroun

H. pylori: Helicobacter pylori

INT: Para-lodonitrotétrazolium

IPP: Inhibiteurs de la Pompe a Proton
M.A.L.T: Mucosa Associated Lymphoid Tissue
MeOH: Méthanol

Nacl: Chlorure de sodium

OMS: Organisation Mondiale de la Santé
SRFC: Société des Réserves Forestiére du Cameroun

UFC: Unité Formant Colonie
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Au Cameroun comme dans les autres pays en voie de développement, les maladies
infectieuses et parasitaires constituent un probléme de santé publique & cause de leur
fréquence et de leur gravité (Bourgeois 1999).

Helicobacter pylori est un petit bacille (0,5 pm de diametre sur 2 pm de longueur) de
forme hélicoidale, Gram négatif, mobile grace a de multiples flagelles (5 a 7) entourés d'une
gaine et disposes selon une ciliature polaire. L’H. pylori est a ’origine d’une inflammation
chronique de I’estomac, ¢’est-a-dire d’une gastrite située dans la plupart des cas au niveau de
I’antre de 1’estomac et qui reste le plus souvent asymptomatique (Thomson 1997). Tous les
patients infectés présentent cette gastrite antrale. La bactérie ne semble cependant pas
entrainer les mémes Iésions chez tous les patients. Elle cause chez les uns des ulcéres et chez
les autres des lymphomes.

L’ulcére est une sorte de plaie, qui peut étre superficielle ou profonde. Elle survient
lorsque la couche protectrice des muqueuses se détériore a certains endroits, laissant ainsi
pénétrer les acides gastriques naturels de I’estomac qui causent des lésions. L ulcére gastrique
résulte d’'un déséquilibre entre les facteurs d’agression et les mécanismes de défense de la
muqueuse gastrique sous I’influence de certains facteurs: alimentaires (épices, alcool, tabac),
médicamenteux (salicylés, AINS); psychogenes (stress) et infectieux (Helicobacter pylori).
L'infection a H. pylori est I'une des infections les plus répandues dans le monde, pres de la
moitié de la population mondiale est porteuse de la bactérie. Les malades sont généralement
soumis a une trithérapie comportant: un antiacide (Hydroxyde d’aluminium, Sucralfate), un
antisécrétoire  (Cimétidine, Oméprazole) et deux antibiotiques (Metronidazole et
Amoxicilline). Parfois 1’élimination de Helicobacter pylori nécessite une combinaison de trois
antibiotiques (Delaney et al. 2002).

Toutefois, la prévalence varie de 20 a 90% selon les pays, l'infection étant plus
fréquente dans les pays en voie de développement (Leclerc 2006). Ce qui fait de cette
infection un vrai probleme de santé. Au Cameroun, la pathologie ulcéreuse gastrique a une
prévalence de 31,65 % avec une prédominance chez les hommes (Ndjitoyap et al. 1990).

L’approvisionnement en médicaments modernes reste encore faible surtout en zones
rurales, et les populations ont recours aux médicaments a base de plantes que leur offre les
tradipraticiens (Diafouka 1997), car leur revenu n’arrive pas toujours a couvrir leurs besoins
les plus élémentaires. La situation est davantage plus préoccupante a cause de I'apparition des
souches de microorganismes antibiorésistants et I'émergence des infections non communes
(Vanden & Vlietinck 1991) qui compromettent les traitements a l'aide des médicaments

existants.




Face a ces nombreux obstacles que présente I'utilisation des antibactériens disponibles,
il est indispensable de rechercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large
spectre d'action. Une des stratégies pour cette recherche consiste a explorer les plantes
utilisées en médecine traditionnelle (Biyiti et al. 2004).

En effet, I’Organisation Mondiale de la Sante (OMS 2002) estime que, pour se
soigner, 80% de la population africaine recourt toujours a la médecine traditionnelle pour
laquelle la majeure partie des thérapies implique I'exploitation des principes actifs des plantes
médicinales.

Face a I'usage populaire de plus en plus croissant de plantes traditionnelles, une
exploration scientifique s'avére nécessaire afin d’évaluer son effet anti-ulcérogénique et de
garantir I’efficacité pour leur meilleure utilisation.

Le but du présent travail est de contribuer a la valorisation de la flore médicinale
camerounaise a travers 1’évaluation de ’activité antimicrobienne de neuf plantes utilisées en
médecine traditionnelle camerounaise vis-a-vis des isolats cliniques de Helicobacter pylori.
De fagon plus spécifique, il s’agit de:

-Evaluer I’activité antibactérienne des extraits a I’acétate d’éthyle et au méthanol des plantes
sélectionnées.

-Evaluer I’activité antibactérienne des antibiotiques usuels des schémas thérapeutiques de
I’infection & Helicobacter pylori.

-Evaluer la cinétique de bactéricidie des antibiotiques actifs vis-a-vis de Helicobacter pylori.







I.1. GENERALITES SUR HELICOBACTER PYLORI

I.1.1. Historique de la découverte de la bactérie

A cause du pH bas qui y régne, I’estomac a longtemps été considéré comme un milieu
stérile et par conséquent hostile a toute colonisation microbienne. Cette assertion était
soutenue par les travaux de Palmer en 1945 qui confirmaient I’absence de spirochéte au
niveau de la muqueuse gastrique a partir de I’examen de 1180 biopsies, nonobstant des
observations isolées et trés anciennes faisant état de la présence de bactéries spiralées dans la
cavité gastrique. L’activité uréasique au niveau de I’estomac a été décrite pour la 1%° fois en

1924 (Luck & Seth 1924).

En 1950, deux irlandais démontrent que chez les patients présentant un ulcere
gastroduodénal, 1’uréase neutralise [’acidité gastrique via la production d’ammoniaC
(Fitzgerald & Murphy 1950). Malgré le fait qu’on ait noté la disparition de cette activité
enzymatique avec un traitement antibiotique, le lien entre I’activité uréase et des bactéries n’a
pu étre mis en évidence qu’en 1984 (Langenberg et al. 1984). En 1979, la bactérie fut
redécouverte par deux chercheurs australiens Barry Marshall et Robin Warren de 1’hopital
«Royal de Perth» qui décrivaient la présence abondante de bactéries spiralées dans le mucus
recouvrant la muqueuse gastrique de patients présentant une gastrite. La publication de leur
recherche fut d’abord refusée en 1983 par la société Australienne de Gastroentérologie, mais
ensuite acceptée lors du 2°™ Congrés international sur les infections & Campylobacter (2nd
International Microbiology Workshop on Campylobacter infections) organisée la méme
année. Ces mémes chercheurs parvinrent a cultiver la bactérie spiralée a partir d'une biopsie
gastrique d'un patient souffrant d’ulcere duodénal et la baptiserent initialement
Campylobacter-like organism (CLO) car ils pensaient que c’était une nouvelle espéce du
genre Campylobacter (Marshall & Warren 1983). La bactérie fut ensuite appelée
Campylobacter pyloridis (Marshall et al. 1984). Pour des raisons de grammaire latine, elle fut
ensuite dénommée Campylobacter pylori (Marshall & Goodwin 1987) puis Helicobacter
pyloridis, et enfin Helicobacter pylori au vue des caractéristiques morphologiques,

structurelles et génétiques spécifiques a ce nouveau genre (Goodwin et al. 1989).

1.1.2. Caractéristiques générales
1.1.2.1. Taxonomie
H. pylori est une bactérie de forme hélicoidale découverte dans une zone de 1’estomac

proche du pylore, d’ou son nom. Elle est classée dans le réegne des Bacteria, la division




Proteobacteria, la classe Epsilon proteobacteria, I'ordre des Campylobacterales, la famille

Helicobacteraceae, le genre Helicobacter et I'espece Helicobacter pylori (Garrity et al. 2005).

1.1.2.2. Morphologie de Helicobacter pylori

H. pylori est un bacille & Gram négatif spiralé non sporulé. 1l mesure 0,5 & 1um de
largeur sur 2,5 a 5 um de longueur (Goodwin et al. 1989). Il est tres mobile grace a la
présence de 4 a 7 flagelles, gainés en ciliature lophotriche (Figure 1), qui lui permettent de se
mouvoir dans le suc gastrique (Hazell et al. 1986). La forme hélicoidale (d'ou le nom

«Helicobacter») lui permet de s’ancrer dans la paroi stomacale par des mouvements

hydrodynamiques.

\ |

Figure 1. H. pylori au microscopique électronique. (Photo du Prof. Yutaka Tsutsumi,

Université de Fujita, Japon 1989).

Apres I’isolement de la bactérie par la culture in vitro, la morphologie peut varier entre
une forme bacillaire, en U, en C ou en O (Figure 2). De plus lorsque les cultures sont vieilles,
apparaissent des formes coccoides non viables. La bactérie peut, en effet, devenir coccoide si
elle pousse sur un milieu pauvre ou dans d’autres conditions défavorables (Van der Hulst et
al. 1996, Kuster et al. 1997, Vandenbroucke-Grauls et al. 1999).
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Figure 2. Examen microscopique d’une culture aprés coloration de Gram. H. pylori apparait

sous diverses formes: bacillaire, incurvé, en U, en C ou en O. (Miendje 2011).

1.1.2.3. Caractéristiques culturaux et biochimiques

H. pylori est une bactérie micro-aérophile avec un optimum de croissance a 37°C. En
effet, la bactérie est sensible a I’oxygene, a la teneur atmosphérique et requiert pour vivre une
atmospheére appauvrie en oxygeéne. Elle requiert une concentration en O, de 3 a 6% (optimum
de I’ordre de 5%) et une concentration en CO, de 6 a 10% (Goodwin et al. 1989). Elle
possede une catalase (Hazell et al. 1991), une oxydase (Maier et al. 1996) et un superoxyde
dismutase (Pesci & Pickett 1994). La bactérie synthétise également une y glutamyl
transférase, une leucine aminopeptidase et une phosphatase alcaline (Mégraud et al. 1985).
Son activité enzymatique la plus caractéristique est son uréase qui lui permet de résister a
I’acidité gastrique, en créant un environnement alcalin par 1’hydrolyse de ’urée (Mégraud et
al. 1985, Marshall et al. 1990). L’uréase est une métallo-enzyme secrétée en quantité
abondante par toutes les souches; elle représente 6 a 10% des protéines exprimées par H.
pylori (Mobley et al. 1988). Les mutants non uréolytiques sont incapables de coloniser la

muqueuse gastrique (Tsuda et al. 1994).

1.1.2.4. Caractéristiques génotypiques

H. pylori est composé d'un seul chromosome circulaire dont le nombre de paires de
bases varie entre 1 549 666 (HP908) et 1 667 867 (26695). Le corps du génome contient
environ 1200 génes. Le contenu en G+C (Guanine + Cytosine) de toutes ces souches est en
moyenne de 39%. Néanmoins les génomes séquencés présentent des régions ayant des
contenus en G+C% différents. L’une de ces régions correspond a I’ilot de pathogénicité
dénommé Cag dont le contenu en G+C est de 35% (Censini et al. 1996). H. pylori est I'une
des bactéries pathogeénes montrant d’importantes variations génétiques entre les souches et ce

particulierement au niveau de génes spécifiques (microdiversité) (Salama et al. 2000,




Gressmann et al. 2005, Suerbaum et al. 2007, Dong et al. 2009). La séquence génomique des
différentes souches de H. pylori varie en fonction des régions géographiques (Falush et al.
2003, Linz et al. 2007).

1.1.2.5. Habitat de H. pylori

Le réservoir naturel de H. pylori est I'estomac humain (Figure 3). C’est le
microorganisme le plus fréquemment retrouve dans la muqueuse gastriqgue humaine en
association avec les cellules épithéliales. Il vit préférentiellement au niveau de I’antre

gastrique.

Helicobacter pylori

Figure 3. Habitat de H. pylori.

(http://nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/2005/press.html). Visité le 21/06/2015.
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1.1.2.6. Autres especes du genre Helicobacter

Le tableau 1 ci-dessous présente les autres especes bactériennes du genre Helicobacter

et les pathologies associées.

Tableau 1. Autres especes bactériennes du genre Helicobacter et les pathologies associées
(www.bacteriologie.net/medicale/helicobacter.html, Pr. J-P. Euzéby). Visité le 21/ 06/ 2015

Helicobacter ayant un tropisme préférentiel pour I’estomac

Espéces

Candidatus Helicobacter suis

Helicobacter bizzozeronii,
Helicobacter salomonis

Helicobacter cynogastricus

Helicobacter felis

Helicobacter mustelae

Hotes

Porcs, hommes, primates non-

hominiens

Chiens

Chiens

Chats, chiens, guépards

Furets (mustela putorius furo)

Pouvoir pathogene

Gastrites chez le porc

Gastrites

Pouvoir pathogene
inconnu

Gastrites chez les
carnivores

Gastrites chez le furet

Helicobacter ayant un tropisme préférentiel pour ’intestin et /ou le foie

Espéces

Helicobacter bilis

Helicobacter canadensis

Hotes

Souris, rats, hamsters, gerbilles,

chiens,
Chats, ovins, porcs, hommes

Hommes, oies

canadensis, Branta leucopsis)

Pouvoir pathogene

Diarrhées sévéres chez les
souris  co-infectées  par
Helicobacter rodentium
pouvoir pathogéne incertain

pour les autres especes

(Branta Diarrhées chez I’lhomme




Helicobacter cholecystus Hamsters (mesocricetus auratus) ~ Pancréatite  centrolobulaire
et cholangiofibrose.

Helicobacter fenneliae Hommes, primates non- Infections chez I’lhomme
hominiens, chiens

Helicobacter pullorum Volailles, hommes Hépatites vibrionniennes des
poules pondeuses. Entérite

chez ’homme




1.2. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’INFECTION A H. PYLORI
1.2.1. Facteurs de virulences de H. pylori

1.2.1.1. Adaptation au milieu

La grande mobilité et la morphologie spiralée de H. pylori lui permettent de traverser
le mucus beaucoup mieux que les autres germes. H. pylori est aussi sensible que les autres
bactéries a I'acidité gastrique cependant, on a montré qu'en présence d'urée, il restait viable 2
heures dans un milieu a pH 2. Cette résistance est due a sa puissante uréase qui en hydrolysant
I'urée normalement présente dans I'estomac, libére de I'ammoniac qui tamponne l'acidité du
milieu suffisamment longtemps pour permettre a la bactérie de gagner, a travers le mucus, les

cellules muqueuses gastriques donc le pH est voisin de la neutralité (Fauchere 1994).

1.2.1.2. Adhésion

L'étude des systemes d'adhésion d'H. pylori aux membranes des cellules de la
muqueuse gastrique n'en est qu'a ses débuts, les bactéries colonisent préférentiellement le
tissu antral ou les zones de métaplasie gastrique du duodénum. Plusieurs composés bactériens
peuvent jouer le role de facteurs d'adhésion: des hémagglutinines, non spécifique du germe du
fait de la présence de leurs récepteurs (N-acetyl-neuraminyl-lactose) sur la plupart des
cellules épithéliales. Par contre, des travaux montrent qu'une protéine de surface de 63 KDa
associée a l'uréase et se fixant sur une phosphatidyl-éthanol-amine membranaire ainsi qu'une
protéine de 20 KDa sont des adhésines potentielles d’H. pylori (Courillon-Mallet et al. 1994,
Fauchere 1994).

1.2.1.3. Persistance

La persistance de H. pylori pendant de longues périodes, voire toute la vie en dépit
d'une réponse humorale et générale est une énigme non résolue. L'existence de mécanismes
d'échappement aux effecteurs du systeme immunitaire ou l'inefficacité de ces effecteurs dans
I'environnement gastrique sont deux explications possibles mais non élucidées. Plusieurs
mécanismes démontrant la résistance de H. pylori a la phagocytose et/ou a la bactéricidie ont
été mis en évidence (Fauchere 1994). La perte possible de I’efficacité des phagocytes dans le
milieu gastrique, cumulée aux facteurs bactériens seraient probablement les raisons de cette
inefficacité phagocytaire. La diminution d'efficacité des anticorps opsonisants a été également
invoquée, de méme que la saturation de ces anticorps par des antigenes relargués par la

bactérie ou leur destruction par des protéases bactériennes ou gastriques (Fauchere 1994).




1.3. HELICOBACTER PYLORI ET PATHOLOGIES GASTRO-DUODENALES
1.3.1. H. pylori et ulcéres

En 1983 a été mise en évidence, au niveau de la muqueuse gastrique atrophiée de la
gastrite chronique de type B, une bactérie spiralée appelée H. pylori. On la retrouve dans
I’estomac (antre, fundus, liquide gastrique) et dans les zones de métaplasie gastrique quel que
soit leur site (duodénum, cesophage, diverticule de Meckel, rectum). L'infection a H. pylori est
une cause majeure de développement d'ulcere duodénal chez I'adulte et I'enfant. La prévalence
de cette infection est de 11 & 75% pour l'ulcére gastrique et de 33% a 100% des cas pour
I'ulcere duodénal (Hang 1999).

1.3.2. H. pylori et lymphome

H. pylori entraine une prolifération lympho-épithéliale de la muqueuse gastrique,
celle-ci étant normalement dépourvue de follicule lymphoide, et évoque la phase d’initiation
du lymphome gastrique de type M .A.L.T" Mucosa Associated Lymphoid Tissue”a cellule B
de bas grade de malignité. Par ailleurs, 1’éradication de H. pylori entrainerait une régression
du lymphome type MALT de bas grade de malignité a cellule B dans 90 a 100 des cas
(Lamoliatte 1994).

1.3.3. H. pylori et cancer gastrique

L’existence d’un lien entre I’infection par I’H. pylori et la survenue d’un cancer de
I’estomac est possible comme témoigne ’existence d’une association significative entre la
présence des anticorps anti-H. pylori et ’apparition d’un cancer gastrique. Ainsi, le risque
relatif de survenue d’un cancer gastrique dans les populations infectées par H. pylori est de 6,
et le risque de développer un cancer gastrique est élevé d’autant plus que I’infection a H.
pylori est ancienne. En plus, H. pylori provoque une diminution du taux d’acide ascorbique,
une hypochlorhydrie favorisant la pullulation microbienne et par conséquent la formation des
nitrosamines, ensemble de facteurs incriminés dans la genése du cancer gastrique (Dobrilla &
Benvutti 1995).

1.4. EPIDEMIOLOGIE

Une fois acquise I’infection a H. pylori éventuellement inapparente va persister
plusieurs décennies et représenter pour I’individu colonisé un risque d’évolution a 1’ulcére

duodénal ou au cancer gastrique. Outre la connaissance théorique sur la microbiologie de la
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bactérie, plusieurs raisons cliniques justifient donc que 1’on s’intéresse a 1’épidémiologie de
I’infection a H. pylori. Afin de contréler I’infection, il est en effet nécessaire lors du

traitement d’un patient, d’évaluer son risque de réinfection.

1.4.1. Prévalence de I’infection

H. pylori est I’'un des plus fréquents agents infectieux. A 1’échelle mondiale sa
prévalence est supérieure a 50% (Brown 2000). Elle dépend du taux d’acquisition, de la
clearance de I’infection et de la durée entre les 2 étapes précédentes. Aussi, la prévalence de
I’infection varie d’un pays a I’autre et méme au sein d’'un méme pays, en fonction de plusieurs
facteurs, entre autres, I’age, le statut socio-économique, les appartenances ethniques et les
relations interfamiliales (Brown 2000). La prévalence de I’infection est plus élevée dans les
pays en développement (Vale et al. 2010) (Figure 4). Etre né dans un pays en développement

constitue donc un facteur de risque d’infection (Kivi et al. 2006).

Figure 4. Répartition géographique de la prévalence de I’infection a H. pylori dans le monde
(% de la population infectée). (Extrait de www.helicobacter.com/h_epidemiology.html).Visité
le 11/ 11/ 2015.

1.4.2. Mode de transmission

1.4.2.1. Transmission par voie oro-orale

A partir de ’estomac, 1’H. pylori peut coloniser la partie haute du tube digestif. On
peut postuler que le liquide gastrique transporte les organismes viables jusqu’a I’cesophage et

la bouche durant la régurgitation. L’H. pylori a été trouvé dans 1’cesophage dans les cas de

11



http://www.helicobacter.com/h_epidemiology.html

reflux gastro-cesophagien et les patients souffrant de maladie de Barrett (Megraud 1995). L’
H. pylori a été cultivé a partir de la salive dans plusieurs études. Les données récentes
supportent le role prépondérant de la transmission par la voie orale-orale (Deltenre & Koster
2000).

1.4.2.2. Transmission par voie féco-orale

Le suc gastrique est ¢liminé dans I’intestin mais on n’a jamais prouvé la multiplication
de I’ H. pylori dans les selles. L’H. pylori est sensible a la bile acide ce qui pourrait étre la
cause de sa destruction dans les intestins. Il souffrirait aussi de la compétition des autres
micro-organismes des intestins (Mégraud 1995). Méme si on mettait de c6té la question de
son transit, la survie dans 1’environnement extérieur devrait étre nécessaire pour permettre
cette transmission par les aliments, par I’eau ou méme par contact direct (transmission fécale-

orale entre personne sans réservoir environnemental intermédiaire).
1.5. DIAGNOSTIC DE L’INFECTION A H.PYLORI

Les méthodes de recherche de H. pylori sont classées en «invasives» ou «non

invasives» selon qu'elles nécessitent ou non une fibroscopie gastroduodénale.

1.5.1. Méthodes invasives (directes)

1.5.1.1. Test rapide a ’uréase

Ce test est basé sur la puissante activité uréasique produite par H. pylori. Pour le
réaliser, la biopsie gastrique est placée dans un milieu contenant de l'urée (Figure 5). Suite a la
production d'ammonium associée a 1’activité de I'uréase, un changement de pH est mis en
évidence par le virage colorimétrique d'un indicateur de pH. Les avantages du test rapide a
I’uréase sont sa simplicité, son faible colit et sa facilit¢ d’exécution. Il s’effectue facilement
dans une salle d'endoscopie. La positivité de ce test peut étre suffisante pour demarrer le
traitement (Malfertheiner et al. 2007). C’est ainsi qu’il occupe une place de choix dans le

diagnostic de I’infection a H. pylori dans les pays en développement.
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Figure 5. Test de l'uréase en milieu Urée-Indole. (Malfertheiner et al. 2007)

1.5.1.2. Examen bactériologique standard
1.5.1.2.1. Frottis colorés

Cet examen comporte la recherche des bactéries spiralées sur un frottis coloré, par la
méthode de Gram. Le frottis est préparé en frottant une biopsie, cdté mucus sur une lame
porte-objet. Aprés coloration de Gram, les bactéries incurvées ou spiralées apparaissent. Cette
méthode peut étre combinée a la culture, mais elle implique I'obtention d'une biopsie
supplémentaire. La présence de formes coccoides doit étre vérifiée par un test irnmunologique

ou par la coloration a I'acridine orange (Glupczynski 1994).
1.5.1.2.2. Culture bactérienne

Collection et transport des échantillons: 1l n’y a pas de consensus quant au nombre
d’échantillons de biopsie gastriques a réserver pour la culture. Néanmoins, vu la distribution
inégale de H. pylori au niveau de I’estomac plus le nombre d’échantillons sera élevé, plus
grandes seront les chances de détection de H. pylori (Bayerdorffer et al. 1989). Il est
souhaitable d’avoir au minimum un échantillon de 1’antre et un du fundus. Généralement, les
biopsies sont transportées dans une gélose semi-solide. Elles peuvent étre conservées
réfrigérées pendant 24 heures. Au-dela, il est préférable de les congeler a -70°C ou dans de
I'azote liquide (Heep et al. 1999).

Ensemencement: La biopsie broyée est ensemencee sur des milieux géloseés frais
conservés dans des boites fermées a 4°C pour maintenir I'humidité et éviter I'exposition a la
lumiere. La plupart de milieux gélosés (Columbia, Wilkins-Chalgren) peuvent étre utilisés,
néanmoins 1’ajout de sang ou de sérum (5 & 10%) est indispensable pour la croissance de H.
pylori (Figure 6). Les principaux antimicrobiens utilisés pour rendre les milieux sélectifs sont
la vancomycine pour inhiber les cocci a Gram positif; la polymyxine, I'acide nalidixique, la

colistine, le triméthoprime ou la cefsulodine pour inhiber les bacilles a Gram négatif, et enfin
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de la nystatine ou I'amphotéricine B pour inhiber les champignons (Mégraud & Lehours
2007).

Figure 6. Aspects des colonies de Helicobacter pylori sur gélose Columbia au sang. (Heep et
al. 1999).

1.5.2. Méthodes non invasives (indirectes)

Les méthodes indirectes ont l'avantage de ne pas nécessiter d'endoscopie et d'étre des
méthodes dites « globales », c'est-a-dire qui explorent la totalité de la muqueuse gastrique.
Elles sont sensibles et spécifiques et permettent un suivi de l'infection. Cependant, elles ne

permettent pas l'isolement des bactéries.
1.5.2.1. Test respiratoire a I'urée marquée

Cette méthode consiste a mettre en évidence l'activité uréasique de la bactérie en
faisant ingérer au patient de I'urée marquée au ‘*C (isotope non radioactif), puis a détecter le
CO2 marqué dans l'air expiré. Le **CO2 doit alors étre dosé par spectrographie de masse. Si la
bactérie est présente dans I'estomac, lI'urée se scinde et libere le carbone 13 (ou 12) qui passe
dans le sang puis les poumons et se retrouve dans l'air expiré. Ce test, fiable a plus de 98 %,
présente l'avantage de rechercher la présence de la bactérie dans la totalité de I'estomac.
(Figure 7)
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Figure 7. Test respiratoire a I'urée marquée. (Graham et al, 1987)
1.5.2.2. Sérologie

C’est une méthode simple et trés accessible qui consiste en la recherche des anticorps
anti-H. pylori dans le sang par des techniques de type ELISA ou Western Blot. La persistance,
parfois prolongée, des anticorps dirigés contre H. pylori, ne permet pas de distinguer une
infection encore active d’une infection asymptomatique. La sensibilité et la spécificité varient
de 71 a 95%, selon les kits commercialisés (Mégraud & Lehours 2007). Son usage est

prépondérant dans des études épidémiologiques.
1.5.2.3. Recherche des antigénes fécaux

Basée sur I’élimination de H. pylori par les selles, cette méthode de diagnostic a été
proposée en 1998 (Makristathis et al. 1998). La recherche d'antigéne spécifique de H. pylori
s’effectue sur selles fraiches ou conservées a basse température ou méme congelées a —70°C.
Differents kits sont proposés a cet effet; ceux utilisant les anticorps monoclonaux offrent de
meilleurs résultats (Blanco et al. 2008). En pratique, ce test peut servir au diagnostic primaire
de Dlinfection mais s’avere surtout utile pour le contrdle de I’efficacit¢ du traitement
d'éradication. Assez pratique en pédiatrie, il pourrait étre utilisé comme alternative au test

respiratoire pour le controle d’éradication (Malfertheiner et al. 2007).
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1.6. THERAPIES D'ERADICATION DE HELICOBACTER PYLORI
1.6.1. Schémas thérapeutiques

1.6.1.1. Traitement de premiere ligne

Le traitement classique consiste en une triple thérapie (7 a 14 jours) associant deux
(02) antibiotiques (clarithromycine + amoxicilline ou clarithromycine + métronidazole) a un
IPP (Inhibiteurs de pompes a protons) a double dose pour neutraliser Il'acidité gastrique
(Malfertheiner et al. 2007). Dans ces conditions, la bactérie n’est éradiquée que dans environ
70% de cas (Graham et al. 2007).
«Clarithromycine, reste le macrolide le plus utilisé pour la thérapie anti-H. pylori. Les
macrolides inhibent la syntheése protéique en se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome
bactérien, notamment au niveau de I'ARN ribosomal (ARNr) 23S.

*Amoxicilline, c’est une aminopénicilline (betalactamines) dont la structure résulte de
I’addition d'un groupe amino a la benzylpénicilline. Elle inhibe la synthése du peptidoglycane,
constituant de la paroi bactérienne en s’attaquant aux protéines liant les pénicillines (PLP).
Trés peu de souches de H. pylori sont résistantes a 1’amoxicilline, d’ou son usage fréquent

dans les associations.

*Métronidazole, il appartient a la famille des 5-nitroimidazolés. C’est 1’addition de la
fonction nitro en position 5 qui leur confére I'activité antibactérienne, spécifiquement sur les
bactéries anaérobies ainsi que sur certaines especes microaérophiles dont H. pylori. Il agit par
inhibition de syntheése de I’ADN bactérien. L’activité du métronidazole n’est pas influencée

par le pH. Il est sécrété de facon active dans la lumiére gastrique.
1.6.1.2. Traitement de deuxiéme ligne
Les schémas thérapeutiques proposés en 2°™ ligne sont:

eLa quadri-thérapie (10 a 14 jours) incluant le Bismuth: IPP + Sels de Bismuth + tétracycline

+ métronidazole. Le taux d’éradication est de 1’ordre de 85% (Fischbach et al. 2004);

«des thérapies incluant les nouvelles générations de fluoroquinolones (lévofloxacine,
moxifloxacine), généralement associées a 1’amoxicilline et un IPP. Ce schéma devient
fortement limité par I’accroissement rapide de la résistance aux quinolones (Miendje et al.

2010);
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«des schémas incluant les rifamycines (rifampicine, rifabutine) ou la furazolidone ont

également été proposeés (Malfertheiner et al. 2007).

-Sels de Bismuth: Ils ont un effet antibactérien par inhibition de la synthése de la paroi
bactérienne. En outre, ils alcalinisent le milieu (accroissent le contenu en ions HCO3™ au
niveau de la muqueuse gastrique), ce qui potentialise I’effet des antibiotiques auxquels ils sont

associés.

-Tétracyclines, inhibent la synthese des protéines bactérienne en se liant a la sous unité 30S
du ribosome ou elle bloque la fixation de I’aminoacyl-ARNt résultant en la synthése d’un

peptide tronqué. Les molécules utilisées sont la tétracycline et la doxycicline.

-Rifamycines (rifampicine, rifabutine) qui inhibent la synthése de I’ARN bactérien par
blocage de la synthése de la sous unité B de I’ARN polymérase ADN dépendante codée par le
géne rpoB.

-Furazolidone, dérivé du nitrofurane, étudiée des les années 90 pour son activité anti-H.
pylori (Xiao et al. 1990).

1.6.1.3. Traitement de troisiéme ligne

L’adaptation de la thérapie en fonction de I’antibiogramme est indispensable en cas
d’échec d’¢éradication. Une stratégie thérapeutique basée sur les tests de sensibilité serait plus
efficace, préserverait le capital thérapeutique, limiterait la sélection des mutants résistants et

serait probablement moins codteuse (Malfertheiner et al. 2007).
1.7. SUBSTANCES ANTIMICROBIENNES
1.7.1. Antibactériens (Antibiotiques)

Les antibiotiques sont des substances chimiques, qui empéchent la multiplication des
bactéries. lls ont une toxicité sélectivement dirigée contre les bactéries (cellules procaryotes),
mais cette toxicité existe aussi, bien que moindre, pour les cellules de 1’organisme humain
(cellules eucaryotes); ils exercent leur action en des points précis (cibles) de certaines des
chaines métaboliques des bactéries; ils provoquent leurs effets a faibles concentration (mg/L)
et relativement lentement (heures). Les antibiotiques sont répartis en familles qui réunissent
les molécules qui ont une structure chimique de base identique et possédent un méme
mécanisme d’action antibactérien. Les antibiotiques d’une méme famille peuvent se

différencier par leur spectre d’activité; ils sont alors réunis par groupes de spectre identique
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quelquefois subdivisés en sous-groupes. Les antibiotiques d’un méme groupe ou d’un méme

sous-groupe peuvent différer par leurs propriétés pharmaco-cinétiques.
1.7.1.1. Modalité d’action des antibiotiques

L’effet antibactérien d’un antibiotique sur une souche bactérienne est apprécié sur la
courbe de croissance de la population bactérienne de cette souche bactérienne. L’action d’un
antibiotique sur la population de bactéries d’une souche bactérienne se manifeste pour une
concentration déterminée, par un effet antibactérien qui peut étre soit nul, soit une
bactériostase, soit une bactéricidie. Un effet antibactérien nul ne provoque aucun changement

de la croissance bactérienne.

La bactériostase consiste en un ralentissement de la croissance de la population
bactérienne pouvant aller jusqu’a une absence de croissance. L’effet (ou activité)
bactériostatique d’un antibiotique sur la population d’une souche bactérienne est indiquée par
la détermination de la mesure de la CMI (concentration minimale inhibitrice). Cette CMI
entraine un ralentissement de la croissance de la population bactérienne tel qu’il atteint une

absence de croissance.

La CMI est définie comme la plus faible concentration dun antibiotique donné
capable d’interrompre, dans un milieu et a des conditions parfaitement définis, toute

croissance visible d’une souche bactérienne donnée.

La bactéricidie consiste en la destruction d’une partie de la population bactérienne
d’une souche bactérienne. L’effet (ou activité) bactéricide d’un antibiotique sur une souche
bactérienne est indiquée par la détermination de la mesure de la CMB (concentration

minimale bactéricide).

La CMB d’un antibiotique pour une souche bactérienne donnée est définie comme la
plus faible concentration de cet antibiotique permettant une réduction du nombre de
survivants de la population de cette souche au moins égale & 10* bactéries/ml d’un inoculum
de 10%bactéries/ml (soit 100 survivants/mL sur 1.000.000 bactéries ensemencées/mL c’est a
dire 1 survivants sur 10.000 bactéries de I’inoculum) apreés 18h de culture a 37°C de cette

souche en présence de I’antibiotique.
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L’activité bactéricide d’un antibiotique peut étre dépendante du temps (antibiotiques

bactéricides temps dépendant) ou étre dépendante de la concentration (antibiotiques

bactéricides concentration dépendant).

L’effet post-antibiotique est ’effet antibactérien observé aprés suppression du contact

de la population bactérienne avec I’antibiotique.

La tolérance est un état acquis par une partie de la population d’une méme souche

bactérienne dans lequel un antibiotique réputé bactéricide reste bactériostatique mais perd son

effet bactéricide.

1.7.1.2. Sites d’action et propriétés d’activité des antibiotiques

Un antibiotique ne peut étre actif que si ses molécules atteignent leur cible. (Tableau 2)

Tableau 2. Spectre et mode d’action des antibiotiques

Antibiotique Cible Effet Spectre Mode d’action
d’action.
Béta-lactames Bactéricide Cocci Gram+/-
pénicillines, Bacilles G+ Inhibition de la synthese de la
ampicilline, Paroi Large spectre | paroi bactérienne par
amoxicilline inhibition de D’activité de la
Céphalosporines Large spectre | transpeptidase (Larvigne
céfepime 2007).
céfalexine Bacilles
Carbapénemes Gram+
méropéneme
Monobactames
Aztréoname
Polymixines Bactéricide Bacille Gram- | Lyse de la membrane
cytoplasmique en détruisant
Membrane organisation de la bicouche
Gramicidine, Bactéricide Bacille Gram+ | phospholipidique (Bonfiglio

tyrocidine

& Furneri 2001).
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cyclines:
tétracycline,

doxycicline

Bactériostatique

Large

Inhibent la synthese protéique
en agissant sur la sous unité
30S des ribosomes (Prescott
2004).

Aminoglycosides Bactéricide Large, sauf les

gentamicine, streptocoques
streptomycine, et les
kanamycine Ribosome anaérobes
Phénicolés: Bactériostatique | Large Inhibent la synthese protéique
chloramphénicol en agissant sur la sous-unité
Macrolides: Bactériostatique | Cocci Gram+/- | 50S des ribosomes (Larvigne
érythromycine Bacilles G+ 2007; Prescott 2004)
Synergistines Bactéricide Inactif sur les
Lincosamides: Bactéricide entérobactéries
lincomycine, et
Clindamycine Pseudomonas.
Acide fusidique / Staphylocoque | Inhibent la synthese protéique

s
Novobiocine Acides Bactéricide Bloque la réplication de
nucléiques I’ADN
Nitrofuranes / Large
Nitro imidazolé. / Bactéries
anaérobies
Quinolones : Bactéricide Gram-,  sauf | Inhibent la synthése de
ciprofloxacine, Pseudomonas | ’ADN en se fixant sur
acide nalidixique aeruginosa. I’ADN-ADN gyrase (Collet
et al. 1996).

Rifamycine Bactéricide Large Bloque la transcription par

liaison a la sous unité B de
I’ARN polymérase (Prescott
2004)
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Sulfamides: Synthése | Bactériostatiqu | Large Inhibe la syntheése de 1’acide
Trimetroprime de ’acide | e tétrahydrofolique, cofacteur
bactrim ptéroate folique de la synthese de bases

azotées par action sur I’ARN

polymeérase (Prescott 2004)

1.7.2. Antimicrobiens d’origine végétale

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une de ses parties posséde une ou
plusieurs propriété(s) medicamenteuse(s) (Akoka & Akoka 1972). Plusieurs travaux ont été
réalisés sur des plantes en vue de rechercher des substances antimicrobiennes (Saika et al.
2001, Kuiate 2007, Kuete et al. 2008). Pour cela, il est indispensable de connaitre la
composition des plantes pour comprendre comment elles agissent dans I’organisme contre les
microorganismes. Différentes classes de molécules sont ainsi trouvées et présentent des

activités biologiques variees (Kuete 2010).
1.7.2.1. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d’origine végétale, a caractere
alcalin, et doués d’importantes activités pharmacologiques (Bruneton 1999). Ils agissent
directement sur le systeme nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité. L’action
sur le systtme nerveux peut aller jusqu’a une action antispasmodique, et mydriatique,
anesthésique locale et narcotique. Les alcaloides sont aussi doués d’activité parasitaire suite &

leur action sur I’ADN (Cowan 1999).

1.7.2.2. Composes phénoliques et polyphénols

Un composé est dit phénolique lorsqu’il posséde un hydroxyle li€¢ a un noyau
aromatique. Un polyphénol quant a lui est un composé qui posséde plusieurs hydroxyles
phénoliques. Les composés phénoliques exercent une activité antimicrobienne grace a leur

action inhibitrice sur les enzymes (Cowan 1999).
1.7.2.3. Composés terpéniques et stéroidiques

Ils sont elaborés a partir des mémes précurseurs (mévalonate) et constituent le plus
vaste ensemble connu des métabolites secondaires des végétaux. Tous les terpénes et stéroides

peuvent étre considérés comme formés par I’assemblage d’un nombre entier d’unités penta

21




carbonés ramifiés du 2-méthylbutadiéne. Trés peu d’entre eux ont des propriétés
thérapeutiques comparativement aux composés phénoliques (Kuete 2010). Néanmoins

certains présentent des activités antifongiques et antibactériennes (Cowan 1999).
1.7.2.4. Coumarines

Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique, 1’acide
P-coumarique. Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques
tels que I’éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les formes
hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans 1’eau. Elles ont un spectre UV caractéristique,
fortement influencé par la nature et la position des substituants. En lumiere ultra-violette, les

CCM presentent des taches dont la coloration varie du bleu au pourpre en passant par le jaune.

Les coumarines sont cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes,
vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives; elles sont également
bénéfiques en cas d’affections cutanées. L'odeur de foin fraichement coupé de la coumarine
est trés utilisée en parfumerie. Elles sont aussi utilisées dans les produits cosmétiques. Les
coumarines de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végetales et certaines

comme I’imperatorine et I’heraclenol sont des antimicrobiens (Widelski et al. 2009).
1.7.2.5. Flavonoides

Les flavonoides constituent 1’un des groupes de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (au-
dela de la chlorophylle et des caroténoides). Ce n'est que depuis quelques années que
certaines propriétés pharmacologiques ont été mises en évidence et que leur étude a pris un
nouvel essor. Les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical
ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti-

allergiques, anti-cancéreuses (Madhavi et al. 1996).
1.7.2.6. Quinones

Les quinones sont des composés qui régeneérent les radicaux libres pouvant se
complexer irréversiblement avec les macromolécules telles que les acides nucléiques et les

protéines (Stern et al. 1996).
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1.7.2.7. Saponines

C’est un groupe important de glycosides, largement distribué dans les plantes
supérieure. Elles sont considéerées responsables de nombreuses propriétés pharmacologiques
(Sparg et al. 2004). Les saponines constituent une importante classe de métabolites
secondaires d’origine végétale et animale, de masse moléculaire entre 600 a 2000 Daltons et
de structure complexe. Les saponines ont aussi été recherchées par 1’industrie pharmaceutique

parce qu’elles forment le point de départ de I’hémi-synthése des médicaments steroidiens.
1.7.2.8. Tannins

Les tannins sont des phénols associés a un sucre capables de précipiter les protéines et
la gélatine (Stern et al. 1996). On peut en outre les utiliser en cas d’empoisonnement par des
alcaloides, car ils les précipitent et les rendent inoffensifs (sauf pour la morphine, la cocaine et
la nicotine). En cas de surdose, 1’excés de tannins libére a nouveau la substance toxique et
cause une deuxieme inflammation. Les tannins ont des effets astringents, trés utiles quand il y
a trop de secrétions (les bronchites, les diarrhées, les leucorrhées, les plaies saignantes). Ce
sont de trés grands antihémorragiques antiseptiques. lls desséchent et peuvent entrainer des
Iésions de la muqueuse gastrique et intestinale mais aussi ils peuvent blesser les reins
(Scalbert 1991).

1.8. METHODES DE DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE IN
VITRO

Les paramétres quantitatifs de base de I’activité in vitro des antibiotiques sont la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB). La
CMI est la plus faible concentration de 1’antibiotique qui empéche toute croissance visible
alors que la CMB est la plus faible concentration d’antibiotiques qui en un temps donné tue

99,9 % des bactéries de I’inoculum original.

Plusieurs méthodes d’évaluation de 1’activité antimicrobienne ont été élaborées. Le
choix de la méthode a utiliser dépend des parametres recherchés, de la nature de la substance

a tester et de celle du microorganisme. On peut donc distinguer:
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1.8.1. Méthode de diffusion sur milieu solide
C’est une méthode généralement utilisée pour la recherche préliminaire de I’activité
d’une substance. Elle est rapide et facile a réaliser (Smith-Palmer et al. 1998). Elle comprend

plusieurs techniques:
1.8.1.1. Technique de diffusion sur disque de papier

Les disques de papier buvard imprégnés d’une quantité définie d’antibiotique sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé ensemencé avec une suspension de bactéries (10° UFC
/mL) en phase exponentielle de croissance. L’antibiotique diffuse dans la gélose, sa
concentration étant d’autant plus faible qu’on s’¢loigne de la source (gradient de
concentration). Aprés incubation, on observe autour du disque une zone d’inhibition de la
croissance bactérienne pour les germes sensibles. On mesure le diamétre d’inhibition de la
croissance bactérienne dans deux directions perpendiculaires et on retient la moyenne. On
pourra en déduire la valeur approchée de la CMI de I’agent antimicrobien vis-a-vis de la
souche étudiée (Berche et al. 1988).

1.8.1.2. Technique de diffusion par puits

C’est une méthode semblable a la méthode des disques a la seule différence qu’ici les
disques de papier sont remplacés par des puits creusés dans la gélose dans lesquels sont
déposés des volumes précis d’antibactérien est introduit dans chaque puits. Aprés incubation
les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés autour des puits (Vanden & Vlietinck

1991).
1.8.1.3. Technique de diffusion de I’E-test

Un autre test de détermination de la CMI dit E-test connait actuellement un essor
considérable. Il est caractérisé par sa facilité et sa rapidité de réalisation, et sa précision dans
la détermination de la CMI. Son principal inconvénient est son co(t élevé (Amhis et al. 2001).
Une bandelette (5x50 mm) imprégnée d'un gradient d'antibiotique est déposée a la surface
d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture de la souche a étudier. Apres
incubation, cette bandelette s’entoure d'une zone d’inhibition ellipsoidale (d'ou le nom E-test).

La zone de contact entre la pousse bactérienne et la bandelette indique la CMI.
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1.8.2. Méthode de dilution en milieu liquide

La dilution est la méthode de référence. Elle peut étre pratiquée avec des tubes (macro
dilution) ou avec des plaques de 24 ou de 96 puits (microdilution). L’on distribue dans une
série de tubes stériles (ou dans les capsules d’une plaque), un méme volume d’antibiotique de
concentrations décroissantes. Puis on ajoute dans chaque tube, un méme volume d’une
suspension bactérienne en phase exponentielle de croissance d’environ 10° bactéries/ml
(Berche et al. 1988). Aprés incubation, la croissance est vérifiée en comparant la turbidité a
celle des tubes témoins non inoculés ou en ajoutant un agent révélateur tel que le para-
lodonitrotétrazolium chloride (INT) 0,2 % qui fait apparaitre la coloration rose en présence
des bactéries viables (Kuete et al. 2008).

1.9. CROISSANCE MICROBIENNE
1.9.1. Dynamique de la croissance microbienne

Pour une population microbienne homogéne (c'est-a-dire ou tous les individus sont
pratiquement identiques sur le plan génétique et physiologique) qui se développe en milieu
liquide dans des conditions idéales (température, oxygene, teneur en CO,, concentrations des
éléments nutritifs, pH) le nombre de cellule ainsi que la masse cellulaire double a chaque
génération. La croissance d'une bactérie peut étre définie par deux constantes:

-le temps de génération, c'est-a-dire I'intervalle de temps entre deux divisions successives ou
celui nécessaire au doublement de la population. En partant d'une cellule bactérienne unique,
ce dernier se fait selon une progression geométrique. Dans une population bactérienne toutes
les cellules ne se développent pas au méme rythme. Le temps de génération varie avec

I'espéce considérée et les conditions de culture. (Buchanan 1918)

-le taux de croissance est le nombre de division par unité de temps. Autrement dit, il est
I'inverse du temps de génération.

La croissance bactérienne est I'accroissement ordonné de tous les composants de la bactérie.
Elle aboutit a l'augmentation du nombre de bactéries. Au cours de la croissance, il se produit,
d'une part, un appauvrissement du milieu de culture en nutriments et, dautre part, un
enrichissement en sous-produits du metabolisme, éventuellement toxiques. La croissance peut
étre étudiée en milieu liquide ou solide. Le tracé de la densité microbienne en fonction du
temps permet d’obtenir une courbe de croissance constituée de cing (05) phases (Figure 8)
(Buchanan 1918):
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Phase de latence: le taux de croissance nul (1 = 0). La durée de cette phase déepend de I'age
des bactéries et de la composition du milieu. C'est le temps nécessaire a la bactérie pour
synthétiser les enzymes adaptées au nouveau substrat (pas de phase de latence si repiquage
sur milieu identique au précedent).

Phase de croissance exponentielle: le taux de croissance atteint un maximum (u=max). Cette
phase dure tant que la vitesse de croissance est constante. Le temps de doublement des
bactéries est le plus court. La masse cellulaire est représentée par des cellules viables
(mortalité nulle).

Phase de ralentissement: la vitesse de croissance régresse. Il y a un épuisement du milieu de
culture et une accumulation des déchets. Il existe un début d'autolyse des bactéries.

Phase maximale stationnaire: le taux de croissance devient nul (i = 0). Les bactéries qui se
multiplient compensent celles qui meurent.

Phase de déclin: le taux de croissance est négatif (1 < 0). Toutes les ressources nutritives sont
épuisées. Il y a accumulation de métabolites toxiques. Il se produit une diminution
d'organismes viables et une lyse cellulaire sous I'action des enzymes protéolytiques
endogenes. Cependant, il persiste une croissance par libération de substances libérées lors de

la lyse (croissance cryptique).

Logio A

UFC/mL

>
1 2 3 4 5 Temps d’incubation

Figure 8. Différentes phases de la croissance bactérienne en milieu liquide. (Buchanan 1918)
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1-phase de latence, 2-phase de croissance exponentielle, 3-phase de ralentissement, 4-phase

stationnaire, 5-phase de déclin.

1.9.2. Méthode de mesure de la croissance microbienne

La plupart des méthodes permettent une estimation de la masse (nombre) microbienne.

Par lecture au microscope a 1’aide d’une cellule hématimétrique
Par dénombrement aprés culture

A I’aide d’un compteur automatique de particules

YV V VYV V

Par épifluorescence qui ne colore que les bactéries vivantes.
Meéthode de dénombrement apres culture

Le dénombrement des bactéries viables est en pratique courante. La méthode communément

utilisée peut se faire de plusieurs facons:

e Apreés culture en boite de pétrie
Les bactéries cultivables forment des colonies sur un milieu de culture approprié: on utilise la
culture en boites de Pétries ou Plate Count. Ici, on dénombre au moins 20 boules a souche

pure = colonies

e par lecture de densité optique:

De nombreuses cellules isolées ne forment pas nécessairement de Colonie. On évalue la DO
du milieu de croissance en fonction du temps, a une longueur d’onde donnée. La mesure de la
D.O. se fait a une longueur d'onde allant de 450 a 550 nm et les cultures bactériennes sont
diluées de facon a obtenir des D.O. inférieures a 0,4 (les DO évoluent linéairement a la
concentration cellulaire).

Meéthode de dénombrement par Cytométrie en flux:

Elle consiste a mesurer un ou plusieurs paramétres spécifiques d’une cellule isolée, entrainée
par un flux liquide. Cette technique est couramment appliquée en hématologie. Elle est encore

en cours d’évaluation en microbiologie

1.9.3. Cinétique de la croissance microbienne en présence d’un antibiotique
L’activité bactéricide des antibiotiques peut se mesurer a temps variable et consiste a
déterminer le nombre de survivants au cours du temps. Les résultats exprimés sous forme de

courbe reliant le logarithme du nombre de survivants au temps classent les antibiotiques en:
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-Antibiotique concentration dépendants, 1’activité bactéricide augmente avec la concentration,
pas de saturation quelque soit le nombre de fois dont la CMI est multiplié et la vitesse de

bactéricide est rapide.

-Antibiotique temps dépendants, 1’activité bactéricide augmente avec la concentration
d’antibiotique jusqu'a un certain seuil de saturation de la bactéricidie obtenue a 4-5 CMI, et

est corrélée avec la durée d’exposition a I’antibiotique (Figure 9).

LnN 4
) [Ab] = 0 pg/mL

[Ab] = 1 pg/mL

[Ab] = 2 pg/mL

effet bactériostatique

LnN_|£ [Ab] = 4 pg/mL = CMI

effet bactéricide

[Ab] = 6 pg/mL

~

[Ab] = 7 pg/mL

~

Tempg

Figure 9. Evolution de la croissance microbienne en présence d’antibiotique. ( Archambaud
2009)

1.10. GENERALITES SUR LES ESPECES VEGETALES ETUDIEES

Les informations relatives aux plantes étudiées sont consignées sur le tableau ci-aprés
(Tableau 3).
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Tableau 3. Données géneérales sur les espéces végétales étudiées

Nom scientifique

Famille

Noms vernaculaires

Utilisation en médecine
traditionnelle

Parties utilisées

Bioactivité
de la plante

Acacia albida

Afzelia africana

Ageratum conyzoides

Azadirachta indica

Crossopteryx febrifuga

Khaya senegalensis

Moringa oleifera

Piliostigma reticulatum

Picralima nitida

Césalpinacées
Césalpinacées

Astéracées

Meliacées

Rubiacées

Meliacées

Moringacées

Césalpinacées

Apocynacées

Tchoutna
(Massa)

Ma’asna (Massa)

Moul ousna
(Massa)

Ngnimna (Massa)

De’esna (Massa)

Gamna (Massa)

Gligandja
(Massa)

Marasna (Massa)

Antipaludique; maux de
ventre

Plaies

Fievre; maux de ventre;
céphalées.

Ulceéres
cedemes.

d’estomac;

Maux de ventre; maux
d’articulation.

Constipation; plaies.

Douleurs
anémie.

gastriques;

Maux de dents et maux
de ventre

Maux de
antipaludique

ventre,

Ecorces du tronc

Ecorces du tronc

Feuilles

Feuilles

Ecorces du tronc

Ecorces du tronc

Feuilles

Ecorces du tronc

Feuilles

Antibactérienne
(Hakizamungu et al. 1988)
Antibactérienne

(Yemoa et al. 2008)
Antibactérienne

(Ndip et al. 2009)

Antibactérienne
(Bélanger et al. 2005)

Antibactérienne
(Yahaya et al. 2011)

Antimicrobienne AE:
antiulcéreuse
(Yamahara et al. 1990)

Antibactérienne
(Caceres et al. 1991)
Antimicrobienne
(Ouedraogo 1999)

Anti-diarrhetique
(Kouitcheu et al. 2013)
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11.1. MATERIEL

11.1.1 Microorganismes

Un total de 10 isolats cliniques de Helicobacter pylori dénommés H. pyloride 14 10 a
été utilisé lors de cette étude. Ces isolats cliniques d’Helicobacter pylori (H. pylori) ont été
prélevés des biopsies gastriques des patients souffrant d’ulcéres gastroduodénales des services
de gastroentérologie de 1’Hopital Laquintinie et de I’Hb6pital Général de Douala dans le cadre
d’une étude antérieure menée par 1’équipe de recherche du Dr KOUITCHEU de 2013-2014.

11.1.2. Matériel végétal

Les feuilles et/ou écorces de neuf espéces vegétales de la flore camerounaise ont été
récoltées dans les localités de Yagoua, de Mbandjock et de Zo-€télé, puis identifiés a
I’Herbier National du Cameroun (HNC) (Tableau 4). Les informations relatives a ces

différentes plantes figurent dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4. Période, localité de récolte et code d’identification des plantes.

Nom de la plante Partie Période de Localité de Code
utilisée récolte récolte d’identification

Acacia albida Ecorces Mars 2015 Yagoua 49880 HNC
Afzelia africana Ecorces Mars 2015 Yagoua 36372 HNC
Ageratum conyzoides Feuilles Juin 2015 Mbandjock 32761 HNC
Azadirachta indica Feuilles Mars 2015 Yagoua 4447 SRFK
Crossopteryx febrifuga Ecorces Mars 2015 Yagoua 35927 HNC
Khaya senegalensis Ecorces Mars 2015 Yagoua 51229 HNC
Moringa oleifera Feuilles Mars 2015 Mbandjock 42891 HNC
Piliostigma reticulatum Ecorces Mars 2015 Yagoua 26333 HNC
Picralima nitida Feuilles Juin 2015 Zo-étéle 2136/SRFK.

11.1.3. Matériel de laboratoire

Becher; erlenmeyer; éprouvette; bouteilles de 250 mL; boites de pétries; plaques de
microtitration; alcool a 95%; eau de javel; eau de robinet; seau; papier aluminium; anse de
platine; bougie; seringue; tubes a vis; coton; papier hygiénique; papier Whatman n°1; embouts

jaunes et bleus; micropipette 100 pL; micropipette multichannel.
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11.1.4. Equipements et réactifs utilisés
11.1.4.1. Equipements

Congélateur (BIOBASE); réfrigérateur (BIOBASE -25°C Frezer); jarre chimique; la
hotte; bec bunsen; incubateur (BIOBASE, 37°C); étuve (BIOBASE 44°C); I’autoclave
(Model LS-B75L); balance électronique (VWR Science éducation); évaporateur rotatif (Buchi
R200).

11.1.4.2. Réactifs utilisés
11.1.4.2.1. Milieux de culture

Quatre milieux de culture ont été utilisés dans ce travail:
» Le milieu Columbia Agar (Biomerieux, France) pour la culture et 1’entretien des isolats
cliniques;
» le bouillon Ceeur cervelle (Accumix, Belgique) pour la détermination des concentrations
minimales inhibitrices de la croissance bactérienne;
» le milieu Urée-indole (Biomerieux, France) pour I’identification et la caractérisation
biochimique (des isolats cliniques);

» le milieu physiologique (NaCl 0,9%) pour la préparation des inocula.
11.1.4.2.2. Antibiotiques

Six antibiotiques appartenant a cinq familles différentes et communément utilisés dans
le traitement des ulceres gastroduodénales lies a Helicobacter pylori au Cameroun ont été

retenu dans le cadre de ce travail (Tableau 5).

Tableau 5. Les différents antibiotiques utilisés

Famille Antibiotiques

B lactamines Amoxicilline

Tétracyclines Doxycycline

Macrolides Erythromycine, Clarithromycine
Fluoroquinolones Ciprofloxacine

Produits nitres (nitro-imidozolés) Métronidazole
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11.2. METHODES
11.2.1. Conservations des isolats cliniques

La conservation des souches de H. pylori a été faite sur milieu Columbia au sang cuit,
coulé en pente dans des boites de pétries stériles. L’ensemencement a été réalisé par stries a
partir des colonies obtenues en primo-culture ou a partir des ré-isolements. Ces boites de
pétries hermétiquement fermés ont été incubés pendant 2 jours a 37°C en micro-aérophilie,
conservés a une température comprise entre 4 a 8°C. Pour la conservation de longue durée,
I’ensemencement a été réalisé dans le milieu cceur cervelle avec 15 a 20% de glycérol et

conservé a -10°C.

11.2.2. Evaluation in vitro de I’activité anti-Helicobacter pylori des extraits de plantes et

des antibiotiques de référence
11.2.2.1. Préparation des extraits de plantes

Les différentes parties de plantes choisies ont été découpées, séchées a 1’abri du soleil
puis broyées et macérées dans du méthanol d’une part et de ’acétate d’éthyle d’autre part (a
raison de 6 L de méthanol par kg de matiére végetale), pendant 48 heures en homogénéisant
réguliérement. L’homogénat obtenu a été filtré sur papier Whatman n°1 et le filtrat concentré
au moyen d’un évaporateur rotatif (Biichi R200) a 65°C pour le méthanol et a 40°C pour
I’acétate d’éthyle. Les extraits ont été récupérés et séchés a 1’étuve a 40°C pour évaporation
compléte des solvants d’extraction. Seule I’extraction au méthanol de Picralima nitida a été
effectuée. Ainsi un total de 17 extraits de plante a été obtenu. Le rendement de chaque extrait

a été évalué par rapport a la masse de matiere végétale seche de départ.

I1.2.2.2. Préparation des solutions meres d’extrait de plantes et des antibiotiques de

référence

Les solutions meres des extraits de plantes ont été préparées en dissolvant 10 mg
d’extrait dans 122 pL. de DMSO. Apres dissolution compléete de 1’extrait, le milieu de culture
a été ajouté pour un volume final de 2441 uL, correspondant a une concentration d’extrait de
4096 pg/mL. La ciprofloxacine, la doxycycline, la clarithromycine, 1’amoxyciline,
I’érythromycine et le métronidazole ont été utilisés comme témoin positif pour les tests
antibactériens. Les solutions meres de ces substances pures, ont été également préparées a une

concentration de 2048 pg/mL.
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11.2.2.3. Préparation des inocula bactériens

Des suspensions de bactéries ont été préparées a partir des colonies de culture de
bactéries agees de 48 heures et de 10 ml de solution de NaCl 0,9% stérile. Ces suspensions
ont été obtenues en comparant sa turbidité a celle de 0,5 d’échelle néphélométrie de Mc
Farland (Tableau 6) ayant une densité cellulaire de 1,5x10®° UFC/mL. Soixante sept
microlitres de chacune des suspensions bactériennes a été complétée a 50 mL avec du BHI, et
leur densité a ainsi été ajustée a 2x10° UFC/mL. Les inocula ont été obtenus par dilution de
667 pL de chacune des suspensions bactériennes pour un volume final de 50 mL dans du

bouillon ceeur cervelle leur densité cellulaire a été de 2x10° UFC/mL.

Tableau 6. Néphélometre standard de Mc Farland (Hang 1999)

Echelle de Mc 0 0,5 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Farland

1% BaCl, (ml) 0,00 0,05 0,10 0,20 0,30 040 050 060 0,70 080 0,90

1% H,SO,(ml) 0,00 9,95 9,90 9,80 9,70 9,60 950 940 930 9,20 9,10
Eau distillée 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Densité 0,00 15 3,00 6,00 9,00 12,00 1500 18,00 21,00 24,00 27,00
approximative
des cellules (X
10® UFC/mL)

0,00 0,13 0,20 033 049 064 066 0,72 094 0,101 0,118

11.2.2.4. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)

Les CMI des extraits sur les différents isolats bactériens ont été déterminées par la
méthode de microdilution en milieu liquide (Newton et al. 2002) en utilisant des
microplaques de 96 puits. Chaque concentration a été testée (dans deux puits) et le test repété
3 fois. Cent microlitres de milieu de culture (BHI) ont été introduits dans chaque puits. Cent
microlitres de solution mére d’extrait & la concentration de 4096 pg/mL ont été introduites
dans les premiers puits de chaque colonne (de huit puits); des dilutions successives en série,
de facteur 2 ont été faites dans les autres puits en maintenant le volume final a 100 uL de
facon a obtenir dix (10) concentrations (2048 - 4 ug/mL) d’extraits, puis 100 uL d’inoculum

ont éteé introduit pour finalement avoir des concentrations d’extraits allant de 1024-2 pg/mL.
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Pour le control positif, 100 pL des solution meéres de ciprofloxacine, doxycycline,
clarithromycine, métronidazole, érythromycine et amoxyciline de concentration 1024 pug/mL
ont été introduites dans les premiers puits des deux derniéres colonnes de huit puits, des
dilutions successives en série, de facteur 2 ont éte faites dans les autres puits en maintenant le
volume a 100 pL de fagon a obtenir treize (13) concentrations (1024 — 0,25 pg/mL) de
ciprofloxacine, doxycycline, clarithromycine, métronidazole, érythromycine et amoxyciline,
puis 100 pL d’inoculum ont été introduit dans chaque puis ramenant les concentrations
d’antibiotiques finalement testés entre 512 — 0.125 pg/mL.

Enfin, 100 pL d’inoculum a 2 x 10° UFC/mL ont été introduits dans chaque puits. Des
puits témoins négatifs, contenant uniquement du BHI et le DMSO (5 %) et ceux contenant
I’inoculum sans extrait ni antibiotiques ont été réalisés. Les microplaques ont été recouvertes
a I’aide de couvercles stériles puis mis en incubation dans des conditions de micro-aérophilie
générée dans la jarre. Aprés 48 heures d’incubation a 37°C, la croissance bactérienne a été
révélée dans chaque puits a I’aide de 40 pl d’une solution de INT (para-lodonitrotétrazolium
Chloride) 0,2% puis réincubée pendant 30 min a 37°C (Mativandlela et al. 2006). Apres
réincubation, le changement de coloration du jaune au rose a été noté comparativement aux
témoins négatifs. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) étaient définies comme
étant les plus petites concentrations de substances pour lesquelles nous n’avons pas eu de

croissance (absence de coloration rose).

11.2.3. Etude cinétique de activité bactéricide

11.2.3.1. Préparation des solutions d 'antibiotiques

Les antibiotiques utilisés pour les tests de cinétique bactérienne ont été ceux ayant
présentés une activité anti-Helicobacter notable d’aprés les tests précédents; a savoir la
ciprofloxacine, la doxycycline et la clarithromycine. Des dilutions ont été réalisées a partir
d'une solution mere d'antibiotique de maniere a obtenir des concentrations finales

d'antibiotiques égale a 1, 2, 4 et 8 fois la CMI.
11.2.3.2. Préparation de I'inoculum

Un seul des souches cliniques a été utilisé dans le cadre de cette évaluation, au vue de
la sensibilité égale de tous les isolats cliniques testés vis-a-vis des antibiotiques évalués. Dans
un premier temps, une suspension microbienne a été constituée dans du BHI a partir des
colonies de 48 heures sur milieu gélosé par ajustement de la turbidité aux différents points de

I'échelle de Mac Farland (0,5 - 3), puis des dilutions de raison géométrique 10 (10™ & 10°)
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dans le milieu pré-cité ont été réalisé. Cent microlitre (100 puL) de chacune de ces dilutions,
apres homogénéisation ont été ensemencés par étalement sur la gélose BHI et incubés pendant

48 heures dans les conditions décrites précédemment.

La numération des colonies a été effectuée dans les boites de Pétries contenant entre
30 et 300 colonies, aprés s'étre assuré de la pureté de 1’isolat (aspect morphologique des

colonies, test a uréase et a I’oxydase).

Les résultats obtenus aprés plusieurs essais de dénombrement nous ont conduits a
utiliser une suspension microbienne ajustée au point de I'échelle de Mac Farland,
correspondant a = 1,5 X 10® UFC/mL.

11.2.3.3. Réalisation pratique

La méthode de la microdilution en milieu liquide sur plaques de microtitration a été
utilisée pour évaluer la croissance bactérienne en présence des concentrations variables des
antibiotiques ci-dessus cités (Newton et al. 2002). Les concentrations d’antibiotiques évaluées
ont été de 1, 2, 4 et 8 fois la CMI obtenus pour chaque antibiotique dans le test
précédemment. La méthode de dénombrement des colonies apres culture en boite de pétri a
été utilisee pour la détermination des bactéries survivantes avant 1’incubation (inoculum
initial: HO) et aux temps d’incubation de 4, 8, 24, 48 et 72 heures. Les densités microbiennes
(UFC) obtenues a chaque temps d’incubation pour chacune des concentrations d’antibiotique

testées ont été exprimées en logarithme (Log) par mL du milieu de culture.

11.3. Traitement des données
La saisie des données et le tracé des courbes ont été traités dans la base des données
Microsoft Office Excel 2007.
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I11.1. RESULTATS
111.1.1. Extraction

Les rendements d’extraction ainsi que 1’aspect physique des extraits a l’acétate
d’éthyle et au méthanol des différents spécimens de plantes sont représentés sur le Tableau 7

ci-dessous.

Tableau 7. Rendements d’extraction et caractéristiques physiques des extraits préparés

Plantes Solvant Rendement(%o) Aspect

d’extraction physique

Afzelia africana AE 1,46

MeOH 3,56 Pateux

Azadirachta indica AE 3,84

MeOH 5,76 Pateux

Khaya senegalensis AE 2,37
MeOH 7,81 Pateux

Piliostigma reticulatum AE 3,26
MeOH 571 Pateux

AE=Acétate d’éthyle; MeOH=Méthanol
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111.1.2. Activité antibacterienne des extraits de plantes et des antibiotiques de réference

L’activité antibactérienne des différents extraits de plantes et antibiotiques a été
évaluée vis-a-vis de 10 isolats cliniques de H. pylori. Les résultats obtenus figurent au tableau
8 ci-dessous. D’une maniére générale, il se dégage de ces résultats que I’activité anti-
Helicobacter des différents extraits de plantes testées a varié d’une plante a 1’autre et au sein
d’une méme espéce végétale, d’un solvant d’extraction a 1’autre avec les valeurs de CMI
comprises entre 256 a >1024 ug/mL (Tableaux 8). Le méthanol a été le meilleur solvant
d’extraction des composants antimicrobiens. En effet, aucun extrait a 1’acétate d’éthyle n’a
présenté une activité sur les isolats clinique de H. pylori testés avec une valeur de CMI
inferieure a 1024 pg/mL (valeur de CMI la plus élevée considérable) au contraire des extraits
au méthanol ou 30% (3/10) ont présenté des valeurs de CMI comprises entre 256 et 512
pg/mL; il s’agit des extraits méthanoliques de Acacia albida, de Picralima nitida et de
Azadirachta indica vis-a-vis respectivement de 100 % (10/10), de 100% (10/10) et de 80%
(8/10) des isolats cliniques testés. Ainsi, le spectre d’activité le plus large (100%) a été
obtenue avec les extraits au methanol de Acacia albida et Picralima nitida. La valeur de CMI
la plus faible a été de 256 pg/mL. Cette valeur de CMI a été obtenue avec les extraits au
méthanol de Azadirachta indica, de Acacia albida et de Picralima nitida vis-a-vis
respectivement de 10%, 30%, 50% des isolats cliniques testés. De ce fait, la meilleure activité
anti-Helicobacter obtenue dans le cadre de ce travail a été celle des extraits au méthanol de
Acacia albida, de Picralima nitida et de Azadirachta indica vis-a-vis respectivement de 30%,
50% et 10% des isolats testés. Des 10 isolats cliniques testés, 80% (8/10) ont été sensibles vis-
a-vis des extraits de plantes testées avec les taux de sensibilité variant de 5,88 (1/17) a 11,76%
(2/17). Le taux de sensibilité le plus élevé (11,76%) a été obtenue avec I’isolat clinique H.

pylori a 10.

L’activité anti-Helicobacter de 6 antibiotiques (Amoxycilline, Erythromycine,
Métronidazole, Clarithromycine, Doxycycline et Ciprofloxacine) utilisés dans le traitement de
I’infection a Helicobacter pylori a été également évaluée pour servir de contrble positif.
L’activité anti-Helicobacter obtenue avec ces antibiotiques a été de loin notable comparée a
celle obtenue avec les extraits de plantes. En effet, les valeurs de CMI obtenues avec ces
substances de référence ont varié de 0,125 a >512 pg/mL (Tableau 8). Cependant, les
antibiotiques tels que la Clarithromycine, la Doxycycline et la Ciprofloxacine ont été les plus

actifs avec des CMI de 0,125 pg/mL vis-a-vis de 100% des isolats cliniques évalués.
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Tableau 8. Concentrations minimales inhibitrices (ug/mL) des extraits de plantes et des antibiotiques de référence vis-a-vis des isolats cliniques
de Helicobacter pylori

H.pylori  H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H. pylori
Extraits de plantes / ol a2 a3 o4 as a6 a7 a8 a9 a10
Antibiotiques

MeOH

>1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

>1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024

512
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Tableau 8 (suite). Concentrations minimales inhibitrices (ug/mL) des extraits de plantes et des antibiotiques de référence vis-a-vis des isolats
cliniques de Helicobacter pylori

H. pylori  H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori
Extraits de plantes / ol a2 a3 o4 as a6 a7 a8 a9 a10
Antibiotiques
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Tableau 8 (suite). Concentrations minimales inhibitrices (ug/mL) des extraits de plantes et des antibiotiques de référence vis-a-vis des isolats
cliniques de Helicobacter pylori

Extraits de plantes/ H. pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H.pylori H. pylori
Antibiotiques al a2 a3 a4 as a6 a7 a8 a9 a10

0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

H. pylori: Helicobacter pylori; AE: acétate d’éthyle; MeOH: méthanol; /: pas de valeur
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111.1.2. Activité bactéricide des antibiotiques vis-a-vis de Helicobacter pylori

Seuls les antibiotiques ayant présentés une activité anti-Helicobacter notable a savoir
la Ciprofloxacine, la Doxycycline et la Clarithromycine ont été utilisés pour 1’évaluation de la

cinétique bactérienne.
111.1.2.1. Cas de la Ciprofloxacine

L’allure des courbes de ce graphe, révele que 1’effet bactéricide de la ciprofloxacine
n’est dépendant de la concentration de ce dernier qu’a partir d’un seuil de concentration
supérieure ou égale a 8 fois la CMI. En effet, aux concentrations inferieures a 8 fois la CMI
les courbes obtenues ont tendance a se chevaucher, au contraire de celle correspondante a 8
fois la CMI qui présente une bactéricidie considérable, étroitement liée a la durée d’exposition
de I’isolat a cet antibiotique (Figure 10). Cette observation révéle le caractére temps

dépendant de ce dernier.
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Figure 10. Cinétique de l'activité bactéricide de la Ciprofloxacine a différentes concentrations
vis-a-vis de Helicobacter pylori.
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111.1.2.2. Cas de la Clarithromycine

De I’analyse de ce graphe, il ressort que 1’effet bactéricide de la clarithromycine ne
semble pas étre influencé de fagon considérable aux concentrations d’antibiotiques testées
(Figure 11). Cependant, on note une augmentation de la bactéricidie avec la concentration
d’antibiotique & partir de la 48"™ heure d’exposition ce qui laisse croire que I’élévation de
concentration pourrait conduire a une bactéricidie totale de 1’isolat d’intérét, suggérant ainsi le

caractére concentration dépendant de cet antibiotique.
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Figure 11. Cinétique de lactivité bactéricide de la Clarithromycine a différentes
concentrations vis-a-vis de Helicobacter pylori.
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111.1.2.3. Cas de la Doxycycline

Le caractere bactéricide de la doxycycline est comparable a celui de la clarithromycine
a plus d’un point. En effet, I’analyse de ce graphe montre que la bactéricidie de la
doxycycline augmente, certes Iégerement avec la concentration de ce dernier mais surement
(Figure 12). Ainsi, la bactéricidie induite par cet antibiotique augmenterait avec sa

concentration sans qu’un quelconque phénomeéne de saturation ne soit observe.
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Figure 12. Cinétique de l'activité bactéricide de la Doxycycline a différentes concentrations
vis-a-vis de Helicobacter pylori.

111.2. DISCUSSION

La recherche continue de nouvelles substances antimicrobiennes est un challenge
important d’autant que les microorganismes développent de nouvelles formes de résistances
de maniere permanente. Les plantes, par la richesse et la diversité de leurs constituants
chimiques constituent un réservoir quasi-inépuisable pour de telles substances (Nunes et al.
2005, Singh et al. 2011).
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Dans I’optique de rechercher de nouvelles substances antimicrobiennes, nous avons
mené cette étude qui a porté sur I’évaluation in vitro de 1’activité antimicrobienne de neuf (09)

plantes médicinales camerounaise vis-a-vis de 10 isolats cliniques de H. pylori.

Les résultats obtenus ont révélé que les composants antimicrobiens de ces plantes sont
plus solubles dans le méthanol comparé a I’acétate d’éthyle. Cette observation corrobore avec
les données de la littérature qui font état du fait que le méthanol constituerait le meilleur
solvant d’extraction des composés antimicrobiens comparé a 1’hexane, a I’eau, a I’éthanol et a
I’acétate d’éthyle (Ahmad et al. 1998, Eloff et al. 1998, Lin et al. 1999, Kouitcheu et al.
2011). La meilleure activité anti-Helicobacter obtenue dans le cadre de ce travail a été celle
des extraits au méthanol de Acacia albida, de Picralima nitida et de Azadirachta indica vis-a-
vis respectivement de 30%, 50% et 10% des isolats testés avec une valeur de CMI de 256
pg/mL. La classification des substances naturelles au regard de leur propriété antimicrobienne
se fonde sur les valeurs de CMI obtenues avec une limite maximale de 1024 pug/mL. D’apres
Kuete et al. 2010, les valeurs de CMI inferieures a 100 pg/mL désigneraient les substances a
activité antimicrobienne notable alors que celle comprises entre 100 et 625 pug/mL celles a
activité modérée. Sur la base de ce classement, nous pouvons dire que les extraits au méthanol
de Acacia albida, de Picralima nitida et de Azadirachta indica ont une activité
antimicrobienne modérée. Cependant une seconde classification, moins stricte que la
précédente qualifie d’intéressantes, toutes substances naturelles ayant de valeurs de CMI de
I’ordre 8000 png/mL (Fabry et al. 1998). Ainsi, les extraits méthanolique de Acacia albida, de
Picralima nitida et de Azadirachta indica auraient des activités antimicrobiennes
intéressantes. L’activité antimicrobienne révélée par ces extraits s’avere importante au vue du
caractére multirésistant des isolats cliniques testés. En effet, tous les isolats utilisés ont été
résistants vis-a-vis de 3 familles distinctes d’antibiotiques testés, ce qui constitue une preuve
de leur multirésistance. Par ailleurs, la prévalence élevée de cette infection cumulée a la
virulence de cette souche constitue des arguments de plus en faveur de I’importance des
résultats présents. L’activité antimicrobienne des extraits méthanolique de Acacia albida, de
Picralima nitida et de Azadirachta indica telle que révélée dans cette étude serait liée a leur
composition chimique, donc un screening phytochimique aurait certainement pu le démontrer.
Les résultats des activités antibactériennes obtenus au cours de ce travail sont comparables a
ceux de Satyavati et al. 1976 et Fekeye et al. 2000 qui ont révélé respectivement une activité
antimicrobienne de 1’extrait au méthanol de P. nitida et de A. indica vis-a-vis d’autres souches

bactériennes Gram (-), Gram (+) et fongiques. Par ailleurs, la littérature fait état de I’activité
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antimicrobienne de D’extrait au méthanol de P. nitida vis-a-vis d’Escherichia coli, de
Staphyllococcus aureus et de Proteus vulgaris (Kouam et al. 2011). Ainsi, les résultats faisant
état de ’activité antimicrobienne de certains extraits de plantes, obtenus dans le présent

travail constitue un apport supplémentaire a ceux déja documentés.

Les isolats cliniques utilisés dans le présent travail ont été résistants a 1’amoxicilline, a
I’érythromycine et au métronidazole, antibiotiques pourtant faisant partie des schémas
thérapeutiques préconisés dans le traitement de 1’infection a Helicobacter pylori. Cette
observation certes, non significative sur le plan statistique, constitue une mise en garde sur
I’état de la prévalence de la résistance a Helicobacter au Cameroun. Les études récentes font
état d’une résistance de H. pylori a la clarithromycine et au métronidazole fréquente avec un
impact négatif important sur le taux d’éradication. Ainsi, la résistance a la clarithromycine
conduit a un échec d’éradication dans 60 & 90% des cas et celle au métronidazole a un échec
dans 10 a 30% des cas (Van der Wouden et al. 1999, Tankovic et al. 2001, Poon et al. 2002).
Dés lors, il conviendrait d’adapter le traitement d’antibiotiques aux résultats de
I’antibiogramme afin d’améliorer le taux d’éradication qui le ferait passer de 75 a 91%
d’apres 1’étude de Toracchio et al. 2000 et de 67 a 76 % selon celle de Neri et al. 2003.

En revanche, les valeurs de CMI obtenus avec la ciprofloxacine, la clarithromycine et
la doxycicline ont été de 0,125ug/mL. L’activité antimicrobienne notable de ces antibiotiques
vis-a-vis des isolats cliniques d’H. pylori utilisés a justifié le choix porté sur ces derniers pour

’étude de bactéricidie.

Les résultats obtenus a ce sujet ont montré que I’effet bactéricide de la ciprofloxacine
est corrélé a la durée d’exposition de H. pylori a cet antibiotique, le facteur temps s’exprimant
a partir de 4 heures d’exposition au-dela d’une concentration seuil égale a 8 fois la CMI. Ces
résultats concordent avec ceux obtenus par Bryant et al. 1987 et Spangler et al. 1997 qui ont
montré un effet bactéricide respectivement sur les bactéries Gram (+) (Propionibacterium
acnes) et les bactéries Gram (-) (Escherichia coli, Entérobacter cloacae, Proteus mirabilis,
Salmonella typhi) avec la ciprofloxacine aprés 48 heures de contact avec une concentration
¢levée (1ug/mL). En revanche, I’activité bactéricide de la clarithromycine et la doxycicline
semble étre plus influencée par I’augmentation de la concentration de 1’antibiotique que par
celle de la durée de contact. Ainsi, la posologie d’administration de ces antibiotiques devrait

tenir compte de ces caracteres de bactéricidie.
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IV.1. Généralités

Le présent travail cadre avec la démarche scientifique qui doit avoir cours dans les
salles de classes: OHERIC (Observation, Hypothese, Expérience, Résultat, Interprétation et
Conclusion). Cette démarche nous permettra de mieux aborder les contenus des programmes
officiels des enseignements des Sciences de la Vie et de la Terre, Education a
I’Environnement, Hygiéne et Biotechnologie élaborés par le Ministére des enseignements
secondaires. Sachant que la nouvelle approche des enseignements des Sciences de la Vie et de
la Terre, Education a I’Environnement, Hygi¢ne et Biotechnologie évolue vers des savoirs
faires et les compétences. Elle permet aux apprenants d’acquérir des compétences a travers
des manipulations. Ce travail est salutaire a toute la société en particulier aux populations

dans les domaines de la médecine moderne et traditionnelle.

IV.2. Intérét didactique

L’intérét de ce travail porte sur I’importance de la phytothérapie et de I’antibiothérapie
dans les infections bactérienne. Dés lors nous nous sommes suggéré d’inscrire cette legon
dans le programme officiel de la classe de Troisieme, partie Microbiologie au chapitre
intitulé: Aide au systéeme immunitaire. Ainsi, cette lecon sera présentée suivant la fiche

pédagogique de préparation d’une legon de SVTEEHB selon I’ APO ci-apreés:
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FICHE PEDAGOGIQUE DE PREPARATION D’UNE LECON DES SVTEEHB SELON L’APO

Etablissement; COLLEGES ET LYCEES DU CAMEROUN

Theme: MICROBIOLOGIE

Chapitre : AIDE AU SYSTEME IMMUNITAIRE

Titre de la legon: LES TYPES D’INTERVENTIONS DE LA MEDECINE

Classe: 3°™

Date: /

Enseignant: WANGNAMOU Marecel

Effectif:/
Période : /

Durée: 1heure

G:/

F:/

Nombre de séances: 01

OPO: A la fin de cette legon, chaque apprenant sera capable de citer les types d’interventions de la médecine en cas d’immunodéficience et
comparer I’action du vaccin et du sérum.

] ACTIVITES ENSEIGNEMENT /
ETAPES OPI CONTENU g‘fg;’gw e APPRENTISSAGE EVALUATIONS | DUREE
Q ENSEIGNANT | APPRENANTS
1-Etablir le LES TYPES D’INTERVENTIONS | Livre au Communique et | Recopient le titre
' contrat DE LA MEDECINE programme ; écrit le titre de la | de la lecon dans
enseignant- craie ; effassoir ; | lecon au tableau | leur cahier
N apprenants tableau noir
2-Veérifier des Pré-requis Cours précédent | Q1: Quels sont | R1: Leucocytes
T pré-requis Vécu quotidien | les éléments qui | (globules
Défense de I’organisme interviennent blancs) et
R dans la défense | macrophages
de I’organisme? 5 min
0 3-Déterminer Interét de la séquence Pose les Ecoutent et
Pintérét de la d’apprentissage Vécu quotidien | questions pour répondent aux
séquence amener les questions de
D d’enseignement | Faire appel a la médecine en cas éleves a I’enseignant
lapprentissage | d’affaiblissement de 1’organisme. déterminer
U I’intérét de la
séquence
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4- Formuler le
probléme
scientifique et
hypothése

Probléme scientifique

Quelle aide peut-on apporter au
systéeme immunitaire?
Hypothése

Face a certains cas d’infection, la
capacité de défense naturelle de
I’organisme peut étre affaiblit ainsi on
recourt a la médecine par des moyens
préventifs et curatifs, et surtout le
respect des regles d’hygiéne pour aider
I’organisme.

Vécu quotidien

Junior;  malade
présente les
symptémes

suivant : toux

persistante ;
crachats purulents
et sanguinolents ;

douleurs au
niveau de la
poitrine ;

amaigrissement.
-Comment Junior
doit-il éviter cette
maladie ?

-respecter les
regles
d’hygiéne;

-il doit se faire
vacciner;

-prendre des
médicaments;

Citer les types
d’interventions
de la médecine

1- Les types d’interventions de la
médecine
a-Les méthodes préventives

Il s’agit de :

-Les regles d’hygiéne, une hygiéne
corporelle réguliere et une alimentation
equilibrée permet d’éviter les maladies
du peéril fécal telles que diarrhée,
choléra, typhoide...

-la  vaccinothérapie, C’est le
traitement médical 1’usage du vaccin.
La vaccination est 1’introduction d’un
vaccin dans 1’organisme. Les vaccins
sont préparés a partir des germes
atténués ou tues, ou des toxines. Le

Vécu quotidien

Vécu quotidien

Guide les
activités et pose
les questions.

-Quelles sont les
maladies  dues
au non respect
des regles
d’hygiéne ?

-Quelles sont les
types de vaccin ?

Répondent aux
questions de
I’enseignant.

R1: Regles
d’hygiéne ;
vaccinothérapie

R2 : traitement
médical par
I’'usage du
vaccin

Q1: Citer les
méthodes
préventives

Q2: Définir
vaccinothérapie
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vaccin créer une immunité spécifique.
Car il stimule la production
d’anticorps.

b-Les méthodes curatives

-La sérothérapie

C’est le traitement médical par
usage du sérum. Un sérum est solution
contenant des qualités importantes des

anticorps  spécifiques de certains
microbes.
-L’antibiothérapie

C’est le traitement médical par usage
d’antibiotiques. Les antibiotiques
stoppent le  développement des
microbes ou les tuent. Le choix d’un
antibiotique nécessite la réalisation
d’un antibiogramme (test qui consiste
a étudier I’efficacité d’un
antibiotique).
Réalisation_d’un_antibiogramme et
son interprétation (voir annexe)
-Ensemencer une culture microbienne
dans un milieu de culture puis y
déposé des pastilles impréegnées
d’antibiotiques (disques
d’antibiotiques).

-Placer la préparation précédente dans
I’étuve pendant 12 heures a une

Vécu quotidien

Activité sur la
réalisation d’un
antibiogramme

-Donner la
différence entre
une méthode
préventive et
curative

Observation
d’une micro
photographie

R3:-traitement
médical par
usage du sérum

R4: traitement
médical par
usage
d’antibiotiques

R5: stoppent le

développement

des microbes ou
les tuent

R6:-Ensemencer
une culture
microbienne

-Placer le milieu
dans 1’étuve

-Observer la
formation
d’auréole

Q3: Définir
sérothérapie

Q4: Definir
antibiothérapie

Q5: Role des
antibiotiques

Q6: Citer les
étapes de la
réalisation d’un
antibiogramme

35 min

49




température de 37°C.
N -Observer la formation d’auréole la £
autour des pastilles. 1R7' a lorme de
. - "auréole 7: De quoi
Vécu quotidien dQ q a
L’efficacit¢ d’un antibiotique est epen
T proportionnelle a [’auréole qui se lef_ﬁ_cac_lte d’un
forme autour de lui. antibiotique ?
c-La sérovaccinothérapie
Elle est combinée du sérum et du
vaccin a titre préventif. Exemple cas
de I’épidémie Répondent aux
Comparer L Guide les questions de
Yoot . _ Activité sur la — ..
P’action du 2_Compara|son entre vaccin et mparaison activites et pose 1 enselgnant.
vaccin et du sérum comparalson les questions
SErum ) entre le vaccin
(voir annexe) ot S6rum
-Rappeler le
C probléme On peut aider I’organisme, -Pose les | -Répondent aux | Q1l: Citer les
o) scientifique naturellement, & se défendre contre les questions de | questions de | types _
N -Rappeler les microbes par le respect des regles |’évaluation I’évaluation d’interventions 5min
C objectifs d’hygiéne corporel et alimentaire. Par sommative sommative avec exemples
L -Vérifier le des pratiques médicales telles que la Q2: Donner
LSJ degré d’atteintes | vaccinothérapie, serothérapie, Iaction du vaccin
| des objectifs antibiothérapie... et du sérum
@]
N
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Annexe

Comparaison entre vaccin et sérum

Vaccin Sérum

Usage Préventif Curatif

Contenu | Antigenes atténués ou toxines | Anticorps

Role Stimule la production | Apporte des anticorps (immunité
d’anticorps (immunité active) | passive)

Action Spécifique lente de longue | Spécifigue immédiate de courte
durée durée

Une culture de bactérie et son antibiogramme

-Quels sont les antibiotiques les plus efficaces?

- Quels sont les antibiotiques les moins efficaces?
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Au terme de cette étude dont 1’objectif était de contribuer a la valorisation de la flore
médicinale camerounaise a travers 1’évaluation de I’activité antimicrobienne de neuf (09)
plantes utilisees en médecine traditionnelle camerounaise vis-a-vis de dix isolats cliniques de

Helicobacter pylori, il ressort que:

» Les extraits au méthanol de Acacia albida, Picralima nitida et Azadirachta indica ont
montré une activité modérée vis-a-vis respectivement de 30%, 50% et 10% des isolats testés
avec une valeur de CMI de 256 pg/mL.

» Afzelia africana, Ageratum conyzoides, Crossopteryx febrifuga, Khaya Senegalensis,
Moringa oleifera, Piliostigma reticulatum n’ont pas présenté d’activité antimicrobienne vis-

a-vis de ces isolats cliniques bactériens testés.

Les résultats obtenus a 1’issu de la cinétique bactérienne des antibiotiques usuels
montrent que la Ciprofloxacine a une activité bactéricide temps dépendant tandis que celle de

la Clarithromycine et la Doxycicline est concentration dépendante.

A I’issu de cette étude exploratrice, plusieurs axes de recherches semblent se dégager.

11 s’agit de:

> Faire une étude bioguidée des extraits de A. albida, A. indica et P. nitida en vue de tester
les souches de H. pylori commercialisées.

» Faire une étude bioguidée de tous les extraits testés sur d’autres germes de
microorganismes.

» Faire des combinaisons d’associations entre la ciprofloxacine, la clarithromycine et la
doxycicline en vue d’évaluer I’activité de la cinétique bactérienne.

» Tester in vivo I’activité bactéricide de la ciprofloxacine.
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Acacia albida (photo prise par Ageratum conyzoides (photo prise par
Wangnamou, Mars 2015) Wangnamou, Mars 2015)

/ ‘ &, [ ‘ \ R :
Azadirachta indica (photo prise par Crossopteryx febrifuga (photo prise par
Wangnamou, Mars 2015) Wangnamou, Mars 2015)

Kaya senegalensis (photo prise par Moringa oleifera (photo prise par Wangnamou,
Wangnamou, Mars 2015) Juillet 2015)
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Piliostigma reticulatum (photo prise par Picralima nitida (photo prise par Kouitcheu,
Wangnamou, Mars 2015) Septembre 2015)

Afzelia africana (photo prise par Wangnamou,
Mars 2015)

ANNEXE 1. Images des plantes utilisées
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ANNEXE 4. Plaques de microtitration préte pour incubation (photo prise par Wangnamou
Aolt 2015)
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ANNEXE 5. Révélation du test antimicrobien aprés 48h d’incubation (photo prise par Wangnamou,
Aolt 2015)

Milieu BHIB

-Beef heart, infusion from 250 ml
-Calf brain, infusion from 200ml
-Proteose peptone 10g

-Sodium chloride 59

-Dextrose 29

-Disodium phosphate 2,59

-pH 7,4+0,2

Milieu Columbia

-Polypeptones: 17,0 g/L

-Peptone pancréatique de cceur: 3,0 g/L
-Amidon de mais: 1,0 g/L

-Chlorure de sodium: 5,0 g/L

-Extrait de levure: 3,0 g/L

-Agar: 13,5 g/L

-pH=7,3+0,2

ANNEXE 6. Composition de quelques milieux
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