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RESUME

Anogeissus leiocarpus (DC.) Guill. & Perr. (Combretaceae) et Combretum collinum Fresen.
(Combretaceae) sont deux plantes de la flore ivoirienne couramment utilisées pour traiter plusieurs pathologies
telles que les affections cutanées, le paludisme et la fatigue générale. Ce travail s’inscrit dans le cadre de la
valorisation de cette flore. Il vise donc a évaluer ’activité antibactérienne des extraits méthanoliques bruts des
feuilles de Combretum collinum et des écorces de racines de Anogeissus leiocarpus sur la croissance "in vitro"
des souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline. La méthode de diffusion en milieu gélosé
(solide) a été utilisée pour évaluer la sensibilité des souches bactériennes aux extraits et a déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI), Quant au screening phytochimique, il a été réalisé par une
chromatographie sur couche mince (CCM). La concentration minimale inhibitrice est comprise entre 0,62 mg/ml
et 1,25 mg/ml pour Anogeissus leiocarpus et est de 0,325 mg/ml pour Combretum collinum. Le screening
phytochimique a révélé la présence de flavonoides et de tanins dans I’extrait méthanolique de Anogeissus
leiocarpus alors que dans ’extrait méthanolique de Combretum collinum, ce sont des acides phénoliques qui ont
été mis en évidence. Il ressort donc que ces deux plantes sont dotées d’un important pouvoir antibactérien et
contiennent plusieurs composés chimiques. Elles pourraient donc constituer des voies de prospection pour la
recherche de nouvelles molécules antibactériennes en réalisant une étude bio-guidée des extraits bruts et en
évaluant leur cytotoxicité sur des cellules hépatiques saines.
© 2020 International Formulae Group. All rights reserved.
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Phytochemical screening of methanolic extracts from leaves of Combretum
collinum and roots of Anogeisus leiocarpus and in vitro antibacterial effect on
multiresistant strains of Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Both Anogeissus leiocarpus (DC.) Guill. & Perr. (Combretaceae) and Combretum collinum Fresen.
(Combretaceae) are Ivorian national flora plants commonly used in treating skin disorders, malaria, and general
fatigue. The current study consists of the valorization of this flora, and aims therefore at revealing antibacterial
activity of the methanol crude extracts obtained from stem bark and leaves of the respective plants, against
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains. Agar gel diffusion method was used to assess bacteria
susceptibility, and broth dilution method allowed determination of minimum inhibition concentrations (MICs).
These parameters varied from 0.62 mg/ml to 1.25 mg/ml for Anogeissus leiocarpus, while they reached 0.325
mg/ml for Combretum collinum. In addition, phytochemical screening brought about flavonoids and tanins for
the plant, and phenolic acids for the other one. In conclusion, these named plants contain several chemical
compounds with antibacterial properties, and could be of great interest in the search of new molecular compounds
provided with antibacterial activity through bio-guided experiments. Furthermore, they could best hold value by
testing those methanol extracts over hepatic sane cells for cytotoxicity assessment.

Keywords: antibacterial, medicinal plants, Ivorian national flora, methanolic extracts.

INTRODUCTION

La découverte des antibiotiques a
certainement fait décroitre la propagation et la
sévérit¢é de diverses pathologies d’origine
bactérienne. Cependant, leur usage continu et
abusif  voir incontr6lé a  occasionné
I’émergence de la multi-résistance en milieu
hospitalier (Clémentine et al., 2004 ; Allison,
2017). Parmi ces bactéries multirésistantes, se
trouvent les souches de Staphylococcus aureus
résistantes a la méthicilline (SARM).

Staphylococcus aureus est une bactérie
a fort pouvoir adaptatif qui a développé
différents mécanismes de résistance aux anti
staphylococciques. Plus de 90% des souches
produisent une pénicillinase. Ces souches,
restées sensibles a 1’oxacilline, connaissent
aujourd’hui une résistante croisée entre les
pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les
autres P-lactamines par la production d’une
protéine, la PLP2a, liant les pénicillines (PLP),
ayant une faible affinité pour ces composés. Le
géne codant la PLP2a, mecA, est porté par un
élément  chromosomique qui  contient
également d’autres génes de résistance aux
métaux lourds et a d’autres antibiotiques d’ou
le profil de multirésistance des S. aureus
résistant & la méticilline (SARM).

L’accroissement de ces phénoménes de
résistance, le codt trop élevé des traitements
ainsi que les effets indésirables trop prononcés
de certains médicaments constituent un
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véritable probléeme de santé publique
(Clémentine et al. 2004). Toutes ces difficultés
font, aujourd’hui, de la recherche de nouvelles
substances, une priorité dans la lutte
antibactérienne qui devrait désormais prendre
en compte d’autres sources telles que les
plantes médicinales qui sont utilisées par plus
80% des populations africaines pour leurs soins
de santé (Lin et al., 2005, Alanis, 2005 ; OMS,
2002).

C’est donc dans le souci de contribuer
davantage a la valorisation des plantes
médicinales de la Coéte d’Ivoire, que nous
avons initié cette étude. Elle vise a évaluer
I’activité antibactérienne des feuilles de
Combretum collinum et d’écorces de racines de
Anogeisus leiocarpus sur des souches de
Staphylococcus aureus  résistantes — aux
antibiotiques conventionnels.

Par ailleurs un criblage phytochimique
a été réalisé en vue de caractériser la nature des
grands groupes de composés chimiques
présents dans ces plantes.

MATERIEL ET METHODES

Les extraits de plantes ont été produits a
partir des poudres de feuilles de Combretum
collinum et d’écorce de racines de Anogeisus
leiocarpus récoltées & Touba, localité située
dans le Nord-Est de la Cote d’Ivoire a 610 Km
d’Abidjan. Ces organes ont été récoltés tot le
matin puis séchés sous climatisation a 26 °C
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pendant deux semaines avant d’étre pulvérisés
en poudre fine & I’aide d’une broyeuse de type
RETSCH puis conservés dans des enveloppes
en papier kraft. A partir de ces poudres
végétales, nous avons obtenu les extraits en
faisant macérer 20 grammes (g) de poudre de
chaque plante dans 100 millilitres (ml) de
méthanol. Le mélange a été mis sous agitation
mécanique pendant 24 heures, puis filtré sous
vide. Le marc a été repris deux fois de suite
selon le méme procédé. Les macérés ont été
évaporés a I’évaporateur rotatif, pour obtenir
les extraits bruts methanoliques qui ont servi a
réaliser un  screening de  Iactivité
antibactérienne.

Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées pour
cette étude sont des souches de Staphylococcus
aureus toutes issues du laboratoire de
microbiologie de la faculté de pharmacie de
I’université Lille en France. Les tests ont été
réalisés sur sept (07) souches de
Staphylococcus aureus dont quatre (04)
souches infectieuses, deux (02) souches
sauvages et une souche de référence (Tableau
1).

Réalisation des tests antibactériens.

Elle a été effectuée par la méthode de
diffusion en milieu solide, avec 1’utilisation
d’un inoculateur automatique ou stierce
(Amine, 2013 ; Ramla, 2016). Selon ce
protocole, un extrait est dit actif, si la
concentration minimale inhibitrice (CMI) est
inférieure ou égale a 1,25 mg/ml (Amine,
2013 ; Ramla, 2016).

- Préparation de la
concentrations des extraits

La gamme de concentrations a été
obtenue a partir d’une concentration initiale de
25 mg/ml en faisant dissoudre 50 mg de chaque
extrait dans 2 ml de DMSO. On procéde
ensuite & des dilutions successives pour obtenir
la gamme de 7 concentrations, dans 1’ordre
décroissant: C1=25 mg/ml; C2=12,5 mg/ml;
C3=6,25 mg/ml; C4=3,125 mg/ml ;
C5=1,5625 mg/ml et C6=0,78125 mg/ml;
C7=0,390625 mg/ml. Ces différentes
concentrations ont servi & préparer les milieux
de culture en ajoutant 1 ml de chacune de ces
concentrations & 19 ml de milieu Mdller-
Hinton —Agar (MHA) liquéfié, soit une dilution
au 20°™, pour donner la nouvelle gamme de

gamme  de
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concentrations a tester qui comme suite :
C1=1,25 mg/ml; C2=0,625 mg/ml; C3=0,3125
mg/ml; C4=0,15625 mg/ml; C5=0,78125
mg/ml et C6=0,0390625 mg/ml;
C7=0,01953125 mg/ml, transférées dans des
boftes de pétri.
- Préparation des inocula
Des souches jeunes de 24 H ont été

émulsionnées dans une solution de Ringer-
cysteine (R-C) et transférées dans les puits du
stierce a raison de 10 bactéries/ml et une
souche par puits.
- Ensemencement des boites de pétri

Il s’est fait en commencant par la plus
petite concentration, par [’application de
I’inoculateur a la surface du milieu de culture
imprégné d’extrait. L’ensemble a été incubé a
37 °C pendant 24 H et la croissance des
bactéries a été appréciée par simple
observation a I’ceil nu (Figure 1).

Criblage phytochimique

La mise en évidence des différents
composés chimiques dans les extraits s’est faite
par chromatographie sur couche mince (CCM).
Cette méthode permet de révéler plusieurs
groupes de metabolites secondaires par des
colorations spécifiques des spots soit dans le
visible ou a des longueurs d’onde (Christelle et
al., 2009). Une solution de concentration de 10
mg/ml a été préparée en faisant dissoudre 10
mg de chaque extrait dans 1 ml de méthanol
absolu. Dix microlitres (10 pl) de chaque
solution ont été déposés en spot sur une plaque
de silicagel F254 (phase stationnaire) a 1’aide
d’un tube micropillaire. Les plaques ont ensuite
été mises dans des cuves préalablement
saturées  d’¢éluant ou phase  mobile:
AcOet/MeOH/H20 (100 :30 :10) puis séchées.
Ces plaques ont été observées avant et apres
révélation, soit dans le visible ou sous une
lampe UV a une longueur d’onde de 366 nm.
Les rapports frontaux (Rf) des différentes
tdches observées ont été calculés selon la
formule suivante :

Distance parcourue par le composé
Distance parcourue par le solvant composé

- Terpénoides et flavonoides

Les terpénoides et des flavonoides ont été
mis en évidence avec le réactif de Godin. Aprés
pulvérisation de la plaque au réactif de Godin
suivi du chauffage & 100 °C pendant 10 min,
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I’on observe des diverses colorations. Dans le
visible, I’apparition des taches violettes, bleues
et rouge indique la présence des monoterpénes
(Amelie, 2007). A I'UV 366 nm, des
fluorescences jaune ou orange indiquent la
présence de flavonoides (Fatima, 2004).
- Alcaloides

Aprés pulvérisation au réactif de
Dragendorff et chauffage du chromatogramme
a 100 °C pendant 10 min, les alcaloides
apparaissent sous forme de taches orangées
dans le visible.
- Polyphénols

Apres pulvérisation du Chromatogramme
par le réactif de Folin-Ciocalteu 10%, puis
chauffage & 100 °C pendant 10 min, les taches
bleues observées dans le visible attestent de la
présence des polyphénols (Mallikharjuna et al.,
2007).
- Flavonoides et lactones sesquiterpéniques
Apreés pulvérisation du chromatogramme avec
du chlorure d’aluminium (AICI3) a 5% (m/v)
et chauffage, la présence de flavonoides est
indiquée par les taches jaunes observables dans
le visible ou sous UV a 366 nm (Amelie, 2007).
Quant aux lactones sesquiterpéniques, elles

sont indiquées par des fluorescences de
diverses couleurs a 366 nm (Lagnika, 2005 ;
Lhuillier, 2007).
- Coumarines

L’acétate de plomb basique (CH3COO);
Pb) a 5% (m/v) a été utilisé pour pulvériser le
chromatogramme. Les spots de colorations
vertes et bleues sous UV a 366 nm indiquent la
présence des coumarines.
- Tanins

L’apparition de taches de diverses
couleurs (bleues, vertes, noires), observables
dans le visible, aprés pulvérisation du
chromatogramme par une solution de FeCl; a
10%, montre la présence de tanins.
- Anthraquinones et anthrones

Une solution éthanolique de KOH a 5% a
été giclée sur le chromatogramme. Les taches
rouges observables dans le visible et a 366 nm
confirme la présence des anthraquinones. Les
anthrones par contre sont visibles a 366 nm
sous forme de taches jaunes (Esperance et al.,
2017). Aprés chauffage de la plaque, les
terpenes sont indiqués en violet et les saponines
en bleu.

Souches bactériennes sensibles
(Absence de colonies)

Souche bactérienne résistantes
(Présence de colonies)

Figure 1 : Dispositif de détermination de la sensibilité des souches bactériennes aux extraits de

plantes par la méthode de stierce.
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RESULTATS
Effet antibactérien des extraits de plantes

Les extraits des feuilles de Combretum
collinum et des écorces de racines d’Anogeisus
leiocarpus inhibent la croissance de toutes les
souches bactériennes testées (Tableau 1).

Les concentrations minimales
inhibitrices sont toutes inférieures ou égales
1,25 mg/ml. Elles sont comprises entre 0,625 et
1,25 mg/ml pour les feuilles Combretum
collinum. La plus grande valeur de CMI qui est
de 1,25 mg/ml est obtenue sur la souche de
8149. Pour D’extrait d’écorce de racines, la
concentration minimale inhibitrice est égale a
0,312 mg/ml (Tableau 2). Les extraits de ces
deux plantes sont donc efficaces sur toutes les
souches bactériennes étudiées car selon le

Tableau 1 : Souches bactériennes testées.

protocole utilisé pour cette étude, une
substance est dite efficace sur un germe donné,
si la concentration minimale inhibitrice est
inférieure ou égale a 1,25mg/ml (Figure 1).

Composés  phytochimiques caractérisés
dans les extraits de plantes

Le screening phytochimique des
feuilles de C. collinum montre une présence de
plusieurs tanins dont des proanthocyanidine et
des catéchines. Cette plante contient aussi des
flavonoides et d’autres composés non
déterminés. L’extrait d’écorce d’A. leiocarpus
contient également des acides phénoliques et
de nombreux composés non identifiés (Tableau
4).

Souches bactériennes

Profils/Nature

Staphylococcus aureus 8148

MetR

Staphylococcus aureus 8240

MetR

Staphylococcus aureus 8143

MetR, KanaR, TobraR

Staphylococcus aureus 8241

MetR, KanaR, TobraR, FQR

Staphylococcus aureus 8147 Sauvage
Staphylococcus aureus 8149 Sauvage
Staphylococcus aureus ATCC Référence

MetR : Résistance a la méticilline ; Kana R : Résistance a la kanamycine ;
Tobra R : Résistance a la tobramycine ; FQR : Résistance aux fluoroguinolones

ATCC : American Type Culture Collection.

Tableau 2 : Sensibilité des souches de S. aureus aux extraits de plantes

+ : extrait actif

Plantes A. leocarpus C. collinum

Souches bactérie

Staphylococcus aureus 8148 + +
Staphylococcus aureus 8240 + +
Staphylococcus aureus 8143 + +
Staphylococcus aureus 8241 + +
Staphylococcus aureus 8147 + +
Staphylococcus aureus 8149 + +
Staphylococcus aureus ATCC + +
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Tableau 3 : Concentrations minimales inhibitrices des extraits.

Plantes CMI (mg/ml)

A. leocarpus C. collinum

Souches bactériennes

Staphylococcus aureus 8148 0,625 0,312
Staphylococcus aureus 8240 0,625 0,312
Staphylococcus aureus 8143 0,625 0,312
Staphylococcus aureus 8241 0,625 0,312
Staphylococcus aureus 8147 0,625 0,312
Staphylococcus aureus 8149 1,25 0,312
Staphylococcus aureus ATCC 0,625 0,312
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Plantes
C.
collinum

Spots  Sans réactif Réactifs Composés probables
(Rf) uv Godin  Drag KOH FeCl3 Godin DMACA Drag Neu
Visible 254nm  365nm  Pc Pc Pc bleu Pc bleu Pc Pc Tanin (proanthocyan)
00 marron noir brun Pc Pc Pc bleu Pc bleu Pc Pc Tanin (proanthocyan)
0,03 trainée noir brun Pc Pc Pc Pc Pc vert Pc Pc Tanin (catéchine)
0,035 trainée noir brun Pc Pc Pc Pc Pc Pc Pc flavonoide
0,04 trainée noir brun Pc Pc Pc Pc Pc Pc Pc flavonoide
0,28  trainée noir brun Pc Pc Pc Pc Pc Pc Pc
0,66 trainée noir brun Pc Pc Pc Pc Pc Pc Fluo jaune flavonoide
0,67 Orange noir brun Pc Pc Pc Pc Pc Pc Fluo flavonoide
orange
0,71 Orange noir brun Pc Pc Pc Pc Pc Pc Fluo flavonoide
orange
0,73 Orange noir brun Pc Pc Pc pc Pc Pc Fluo flavonoide
orange
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0,75 Orange noir brun Pc Pc Pc pc Pc Pc Fluo flavonoide
orange
0,80  violet noir brun Pc Pc Pc Pc Pc Fluorose  Nd
0,85 incolore  noir brun Pc Pc Pc pc brun Nd
00 Amas Amas  brun Pc Pc Pc brun Nd
marron noir
0,21 trainée noir brun Pc Pc Pc brun Nd
0,25  trainée noir brun Pc Pc Pc Nd
A. 0,28  trainée noir brun Pc Pc Pc Nd
leocarpus 0,45  trainée noir brun Pc Pc Pc Fluo bleu  Ac phénol
0,54 trainée noir brun Pc Pc Pc Fluo bleu  Ac phénol
0,71 marron noir brun Pc Pc Pc Nd
0,71 marron noir brun Pc Pc Pc Nd
0,73 orange noir brun Pc Pc Pc Nd

Rf : Rapport frontal, Pc: Pas de composé  Nd : Non déterminé,  proanthocyan : Proanthocyanidol, Fluo : fluorescence
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DISCUSSION

Les résultats de Cette étude ont montré
que les extraits des deux plantes sont actifs sur
toutes les souches étudiées. Ce pouvoir
antibactérien pourrait donner un fondement
scientifique a la large utilisation traditionnelle
de ces plantes dans de nombreux pays africains
comme le Kenya et 1’Ouganda pour traiter
plusieurs pathologies dont certaines sont
d’origine bactérienne (Bethwell et Kisangau,
2006). C’est le cas de Combretum collinum
dont la décoction des feuilles de C. collinum est
utilisée pour traiter les infections auriculaires
(Grace et al., 2004).

En Cote d’Ivoire, la gomme de C.
collinum est utilisée dans le traitement des
caries dentaires qui bien que causer par
Streptococcus mutans peut avoir des
complications dues a Staphylococcus aureus
(Marie-Rosine, 2017).

Le screening phytochimique de C.
collinum a révélé la présence de tanins et des
flavonoides. La présence des flavonoides qui
sont dotés d’un fort pouvoir antibactérien
pourraient étre responsables de 1’activité
antibactérienne mise en évidence dans cette
étude (Park et al., 2008). Les flavonoides
peuvent aussi justifier certains usages
thérapeutiques traditionnels de cette plante
notamment dans le traitement de 1’épilepsie car
les flavonoides jouent un réle déterminant dans
I’entretien des neurones (Muazu et Kaita,
2008).

La présence des tanins peut aussi étre a
’origine de cette activité bactérienne (Klaus et
Herbert, 2001 ; Denise et al., 2005). Ces
composés, de par leur pouvoir cicatrisant et
coagulant pourraient justifier I’utilisation de C.
collinum dans le traitement post-partum
(Johanna, 2007)

L’activité antibactérienne d’Anogeisus
leocarpus, comme dans le cas de C. collinum
pourrait justifier certains de ses usages en
médecine traditionnelle comme c’est le cas au
Burkina Faso ou le décocté d’écorce de tronc
pilée traite les furoncles et différentes formes
d’ulcéres (Dayok et al., 2018), Il en est de
méme au Niger ou le décocté de feuilles est
utilisé contre les maladies de la peau qui sont
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majoritairement causées par S. aureus (Achille
et al., 2008).

Cette étude a révélé la présence d’acides
phénoliques dans 1’extrait dans 1’écorce de
racines de Anogeisus leocarpus. Comme les
polyphénols en général, I’acide phénolique est
doté de pouvoir bactéricide, ce qui pourrait
justifier cette activité antibactérienne mise en
évidence dans cette étude.

Conclusion

En définitive, cette étude a permis de
montrer I’effet inhibiteur de la croissance in
vitro des feuilles de C. collinum et d’écorce de
racine de Anogeisus leocarpus sur des souches
de S. aureusrésistantes a la méticilline. La
détermination des CMI a montré que ces deux
plantes sont efficaces sur toutes les souches
bactériennes étudiées. Par ailleurs, les groupes
de composés chimiques, probablement
responsables de cette activité ont été mis en
évidence. Ces travaux doivent se poursuivre
afin de prouver I’innocuité de la plante et
réaliser un fractionnement bioguidé afin
d’isoler la ou les molécules responsables de
cette activité biologique.
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