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RESUME

Gladiolus gregasius Baker et Newbouldia laevis Seem sont des plantes médicinales de la pharmacopée
camerounaise couramment utilisées par les populations et les tradithérapeutes dans le traitement des
infections urogénitales (TUG). Lextrait hydro-éthanolique de ces deux plantes a été testé pour leurs
proptiétés antimicrobiennes sut douze souches (levures ct bactéries) responsables des IUG. Les études
pharmacocinétiques ont permis d’apprécier la biodisponibilité de ces extraits aptés administration par
voie orale chez les rats. Les résultats ont révélé que Pextrait de N. /aevis a présenté une activité
antimicrobienne i vitro trés importante sur ensemble de ces souches au regard des parameétres d’inhibition
obtenus (CMI compris entre 40 et 125 pg/ml) compatés 4 la gentamicine et 4 la nystatine testées dans les
mémes conditions. L’activité de G. gregasius est toutefois limitée aux souches de levures (C. krusei et C.
albicans) avec une CMI (12,5 pg/ml) identique obtenue pour chacune de ces 2 souches. Les études
pharmacocinétiques ont indiqué une activité optimale 2 800 mg/kg et 2 600 mg/kg de poids corporel
respectivement pour N. aevis et G. gregasius 40 minutes aprés administration. Cette étude justific I'usage
de N. laevis et G. gregasins dans la medicine traditionelle pour le traitement des infections urogénitales.

Mots clés : Pharmacocinétique ; Gladiolus gregasins Baker ; Iridaceae; Newbonldia laevis Seem; Bignoniaceae;
infections urogénitales

ABSTRACT

Gladiolus gregasins Baker and Newbouldia laevis Seem are medicinal plants of the Cameroonian pharmacopoea
curently used by populations and herbalists to treat urogenital tract infections (UTI). The hydro-ethanolic
extract of these two plants was tested for their antimicrobial properties on twelve microbial strains (yeasts
and bacteria strains) involved in UTDs. Pharmacokinetic studies permitted us to appreciate the bioavailabity
of these extracts after oral administration to rats. The tesult revealed that N. /zevis extract exhibited a
significant antimicrobial property on the whole tested strains (MIC vatying between 40 and 125 pg/mi)
compated to gentamicine (MIC vatying between 0.4 and 0.8 pug/ml) and nystatine (MIC of 3.2 pg/ml)
tested in the same conditions. However G. gregasius extract yielded a testricted antimicrobial activities on
yeasts (C. albicans and C. krusei), with an identical MIC value (12.5 ug/ml) obtained with these two yeasts
strains. Pharmacokinetic studies indicated an optimal activity at 800 mg/kg and at 600 mg/kg body
respectively for N. laevis and G. gregasius 40 minutes after administration. This study justifies the
use of N /Jaevis and G. gregasius in traditional medicine for the treament of UTIs.
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INTRODUCTION

Gladiolus gregasins Baker et Newbouldia laevis Seem sont
des plantes médicinales de la pharmacopée
camerounaise couramment utilisées par les populations
et les tradithérapeutes dans le traitement des infections
digestives, pulmonaires et urogénitales (IUG) (Gill,
1990 ; Adjanohoun et al,, 1996 ; Gafner et al., 1996).
Gladiolus gregasins Baker est une plante de la famille des
Iridaceae. Les tiges sont fleuries aux feuilles bien
développées : les feuilles mesurent d’un demi & un
centimétre de large, et ont une inflorescence d’environ
un meétre de haut. C’est une herbe mince et élancée aux
fleuss pourpres ou blanches avec une gorge pourpre.
Au Cameroun (province de "Ouest), la plante a des
fleurs blanches 4 la gorge pourpre, les autres espéces

ont des fleurs poutpres (Hutchinson et Dalziel, 1968).

Newbouldia laevis Seem appartient a la famille des
Bignoniaceae. Cest une espéce des foréts sémi-décidues,
de formations secondaites des savanes boisées, souvent
rencontrée un peu partout, méme en pleine forét dense
humide. Elle est remarquable par ses feuilles
imparipennées 4 bords dentées ou par ses fleurs mauves
ou roses (Thirakul, 1990).

Pour toutes ces pathologies, les extraits de ces plantes
sont généralement administrés par voie orale aux pa-
tients dans le traitement des infections diverses y
comptis les IUG. En effet, aprés administration par
vole orale d’un extrait, le passage des principes actifs
du tube gastro-intestinal vers le sang, est mis en évidence
par la capacité du sérum a induire i vitro, 'inhibition
de la croissance microbienne de Pagent infectant (Berche
etal,, 1984). Dans le présent travail, il a été envisagé la
recherche des propriétés antimicrobiennes 7 vitro, ainsi
que la biodisponibilité des extraits hydro-éthanolique
de Gladiolus gregasins Baker et de Newbonldia laevis Seem
afin de s’assuter de leut résorption effective en vue de
leur transfert au niveau des organes cibles des germes
responsables des infections urogénitales (NCCLS,
1991).

2-MATERIELS ET METHODES

2-1 Matériel végétal

Les écotces du tronc de Newbonldia laevis Seem et les
bulbes de Gladiolus gregasins Baker ont été récoltées
4 Bafou (Ouest Cameroun) au mois de juin 2002.
L’identification botanique a été réalisée au Département
de Biologie Végétale de I'Université de Yaoundé I et a
I'Herbier National du Cametoun ot a été déposé des
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spécimens conservés sous la référence 64195/HNC
pour N. /aevis et 52405/HNC pour G. gregasius.

2-2 Préparation des extraits

Mille cing cent gramme (1500 g) d’écorces de N. laevis
ont été séchées a I’étuve (a ventilation thermostatée) a
40°C jusqu’a 'obtention d’un poids sec constant. La
poudre obtenue apres broyage a été extraite dans une
solution hydro-éthanolique (HE) 80% pendant 48
heures. L’extrait filtré et concentré (a I'étuve a ventila-
tion thermostatée 4 40°C jusqu’a I'obtention d’un poids
sec constant) a donné une masse de 250 g (rendement :
16.66%). Cinq cent gramme (500 g) de bulbes de G.
gregasins séchées a étuve a 40°C ont été extraites au
systéme solvant HE 80%. Apres filtration Uextrait 2
été concentré a 'étuve a ventilation a 40°C jusqu’a
obtention d’un extrait de poids sec constant de 60 g
(rendement : 12%).

2-3 Etudes des propriétés antimicrobiennes

Les souches microbiennes testées, ont été isolées des
voies urogénitales des patients regus au Centre Pasteur
du Cameroun (Yaoundé) comprennent : Candida albi-
cans ((C. albicans) LMP 0204U)), Candida krusei ((C. krusei)
(LMP 03110)), Staphylococcns anreus (8. aurens) LMP
01060)), Kiepsiella pnenmoniae ((K. pnenmoniag) LMP
01050)), Escherichia codi ((E. coli) LMP 0201U)), Salmo-
nella typhi (8. typhi) LMP 0210U), Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) (ILMP 0102U))), Protens vulgaris ((P. vul-
garis) (LMP 0103 U)), Streptococens faecalis ((S. faecalis)
(LMP 0207U)), Shigella dysenteriae ((S. dysenteriae) LMP
0208U)), Streptococcus pnenmoniae ((S. prennoniag) (LMP
0210U)), Neisseria gonorrhoeae 3 - lactamase + ((IN.
gonorrhoeag) (LMP 0412U)).

Ces souches ont été cultivées & 37°C sur gélose nutri-
tive (bactéties) ou sur gélose sabouraud (C. albicans)
pendant 24 heures, puis a partir de 2 4 3 colonies isolées,
une suspension turbide en solution saline stérile
isotonique cotrespondant a échelle 0,5 de Mac Fasland
(1,5 10® Unité Formant Colonies (UFC) / ml) a été
effectuée et 100 fois diluée pour donner les concen-
trations d’environ 10° UFC/ml en suspensions
cellulaites utilisées pour les tests d’activité
antimicrobiennes. Deux méthodes ont été utilisées pour
ces tests: la méthode de diffusion en milieu solide par
puits (Berghe et Vlietnick, 1991) et la méthode de di-
lution en milieu liquide (Carbonelle et al., 1987). Pour
ce qui est de la méthode de diffusion en milieu solide ;
Aprés un temps de prédiffusion des substances
antimicrobiennes pendant 45 minutes effectuée a
température ambiante pour les bactéries et 2 4°C pour
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les levures (Carbonelle et al., 1987), Pensemencement
de I'inoculum, sur milieu solidifié de Mueller-Hinton
coulé en boite de pétri, est éalisé par inondation et
¢talement a 'aide d’une pipette pasteur coudée stérilisée.
Les boites ensemencées sont séchées pendant 15 min-
utes sous une hotte a flux laminaire. Pour analyse quali-
tative de Pextrait brut, des puits d’environ 6 mm de
diametre sont réalisés sur gélose Mueller-Hinton ou
sur Gélose chocolat (N. gonorrboeae) préalablement
ensemencé et séché avec Pextrémité large d’un embout
jaunc stérilis¢. Ensuite au fond des puits, est introduit
un volume de 200 pl de suspension de chaque
échantillon d’extrait. Au centte de chaque boite de Pétri,
un puits est réalisé dans lequel est introduit une
preparation d’antibiotique standard de gentamicine ou
de nystatine,

La CMI est considérée comme étant la plus petite
concentration de Pantibiotique inhibant toute
croissance visible du germe (Carbonelle et al., 1987).
Dans cette expérience, 0,4 ml d’une suspension
cellulaire (10° 2 4.10° UFC/ml) est ajoutée dans les
conditions d’asepsie stricte (sous la hotte et autour
de la flamme) a 3,6 ml de milieu liquide contenant
une dilution en progression géométrique de raison
2 de Pextrait ou des antibiotiques de référence
(nystatine ou gentamicine) dans 8 tubes 2 essais en
verre de 5 ml puis bouchés au coton. La CMI est

déterminée aprés 24 heures de culture 4 37°C. Celle-
ci est détectée en observant les tubes ne présentant
aucune turbidité comparée au tube témoin, puis
confirmée par repiquage et dénombrement des cel-
lules vivantes sur milieu solide qui doit étre
sensiblement égale 4 celle de I'inoculum (Mims et
al., 1993 ; Awril, 1997).

2-4 Etudes des propriétés pharmacocinétiques
Guidées par les résultats de ’évaluation de Pactivité
antimicrobienne #z vitro, il a été question dans cette pattie
du travail de déterminer la concentration d’extrait
minimale qui administrée par voie orale, seta tesponsable
de lactivité antimicrobienne 7z vivo. Cette étude vise 2
rechercher la plus petite dose d’extrait capable d’entrainer
une activité microbicide sérique et d’estimer la vitesse
d’absorption (Berche et al., 1984).

Cette étude a porté sur des rats albinos (Winstar)

males agés de 6 4 7 semaines, de poids variant entre
120 et 130 g.

Les animaux sont mis 4 jedne 12 heures avant
Padministration des extraits. Les extraits de N. Jaerss et
de G. gregasius sont administrées chacun a 6 lots de rats
4 raison de 12 par lot. Pour chaque extrait (IN. Jaevis ou
G. gregasins), les doses suivantes ont été administrées
par voic orale : 0 mg/ml (témoin); 200 mg/mi ; 400

Tableau 1: Propriétés antimicrobiennes des extraits hydro-éthanolique de Newbouldia laevis Seem et de Gladiolus

gregasins Baker

N. Jaeris G. gregasins Gentamicine Nystatine
Concenteqtion des
échantill‘:r\ (250 ug/ml) PI (ug/mib) (250 ug/ml) PI (ug/ml) @0 ug/ml) PI (ug/ml) 20 pg/ml PI (ug/ml)
DI DI DI DI (mm)
Microorganismes cMI %ﬁr CMI | CMF cMI | CMB CMI | CMF
C. albicans 25401 125 [250 20400 12,5 125 / / / 25400 32 (64
C. krusei 22101 125 1250 20+01 12,5 |25 / / / 25%01 32 164
S. anteus 17402 62,5 [250 |/ / / 4501 04 |08 / VAR V4
8. faecalis 25102 125 [ 250 / / / 28101 04 108 / / /
E. voli 23401 125 1250 / / / 30401 08 1,6 / / /
P. aernginosa 16102 125 250 / / / 43101 08 |16 / / /
S. pnexmoniae 20101 125 250 / / / 43101 08 |16 / / /
P. vufgaris 20102 125 [ 250 / / / 3001 08 [1,6 / / /
K. pueamoniae 15+01 125 | 250 / / / 32101 08 1,6 / / /
S. typhi 21£01 125 ]250 / / / 36101 08 |1,6 / / /
S. dysenteriae 23101 125 1250 / / / 35101 08 [1,6 / / /
N. gonorrhoeae 2002 40 1/ / / / 35%01 08 [/ / / /

DI': Diamétre d'inhibition (en mm * écarts-type) ; PI : Paramétre d’inhibition ; CMI

: Concentration Minimale

inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéticide ; CMF : Concentration Minimale Fongicide ; / : non testé
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mg/kg; 600 mg/kg ; 800 mg/kg et 1000 mg/kg. A
chaque lot correspond une dose. Aprés adminis-
tration des extraits, 2 rats sont sacrifiés par disloca-
tion cervicale par lot 4 chacune des périodes
suivantes : 20 min ; 40 min ; 60 min ; 120 min ; 240
min ; 720 min. Le sang de chaque animal est prélevé
dans un tube sec et centrifugé a 3000 tr/min pen-
dant 10 min. Le sérum est prélevé et dilué au 1/
10*™ pour les tests d’activité sérique. Les tests
d’activité antimicrobienne sérique ont été réalisés
par la méthode de diffusion en milieu solide comme
décrit dans la section 2-3 sur une souche qui a
présenté une bonne sensibilité iz vitro pour Pextrait
considéré apres le test iz vifro. Les sera des rats ayant
tequ extrait hydro-éthanolique de IN. Jzevis ont été testés
sur les cultures S. aureus et E. coli, et ceux des
animaux ayant requ G. gregasius sur C. albicans.

RESULTATS

Le tableau 1 présente les propriétés antimicrobiennes
des extraits hydro-éthanolique 80% de N. laevis et de
G. gregasius testés sur les souches microbiennes
responsables des infections urogénitales, L’activité de
ces extraits a été comparée a celle de la gentamicine et
de la nystatine, molécules de références testées dans les
mémes conditions. On a noté en effet que Pextrait hy-
dro-éthanolique de N. laevis (250 pg/ ml) a exercé une
activité inhibitrice sur 'ensemble des cultures de bactéties

et de levures avec des diameétres d’inhibition variant de

15201 a4 252£01mm. Les parameétres d’inhibition sut
ces cultures ont révél¢é une activité trés importante
(CMI variant de 40 pg/ml a 125 pg/ml; CMB ou
CMF vatiant de 62,5 2 250 pg/ml). L’activité de G.
gregasius est toutefois limitée aux souches de levures
(C. krusei et C. albicans) avec des diamétres des zones
d’inhibition presque identique de 20100 et 20£01
mm respectivement . La CMI et la CMF obtenues
pour chacune de ces 2 souches sont identiques (12,5
pg/ml et 25 pg/ml respectivement). L’activité de la
gentamicine testée sur les bactéries a donné des diametres
des zones d’inhibition allant de 28401 4 45201mm ala
concentration de 20 pg/ml ; les paramétres d’inhibition
ont indiqué une activité plus importante (CMI variant
de 0,4 2 0,8 ng/ml ; CMB vatiant de 0,8 4 1,6 pg/ml)
par rapport a Iextrait de N. /zevis. La nystatine,
antifongique de référence a donné sur ces cultures de
levures, une zone d’inhibition approximative de 25 mm
2 la concentration de 20 ug/ml; les paramétres
d’inhibition sont identiques pour ces 2 souches avec
des valeurs de CMI de 3,2 ug/ml et une CMF de 6,4

pg/ml.

Les figures 1 et 2 présentent la cinétique d’inhibition
sérique de N, /Jaevis sur les cultures de 5. anrens et de E.
coli. 17activité antimicrobienne sérique est évaluée a
différent temps de prélévement post traitement des
rats aux doses croissantes de N, /zevis. Dans cet essai,
on note qu’il n’existe aucune activité sérique aux doses

|-0—-200mg/kg —m— 400mg/ke —k— 600mg/kg —e— 800me/kg —J— IOOOmg/ki‘

25 -
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Temps de prélevement sérique (minutes)

Figure 1: Cinétique d’inhibition sérique de Pextrait hydro-éthanolique de IN. /zevis sur les cultures de S. anreus
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Figure 2 : Cinétique d’inhibition sérique de Pextrait hydro-éthanolique de IN. /zevss sut les cultures de E. cok

de 0; 200 et 400 mg/kg de poids corporel pendant
tout le temps d’observation. A 600 mg/kg, on ob-
serve sur ces deux courbes aprés 40 minutes post
traitement, la présence d’une zone d’inhibition dont
la valeur augmente en fonction du temps jusqu’a
atteindre un pic d’activité entre 60 et 120 minutes
et décroit pour s’annuler aprés 720 minutes. A 800

mg/kg et 4 1000 mg/kg de poids corpotel, on ob-

" serve 40 minutes aprés administration une activité

sérique plus importante qua 600 mg/kg qui atteint
son pic 120 minutes aprés. A la douziéme heure (720
min), Pactivité sérique demeure assez importante.

L’observation de la figure 3 montre qu’a la dose de
200 mg/kg de poids cotporel, on n’observe aucune

~ - ~ 200mg/kg —e—400mg/kg —A—600mg/kg —a— 800mg/Kg - - - = .. 1000mg/kg

20 40 60

120 240 720

Temps de prélcvemement sérique (minutes)

Figure 3: Cinétique d’inhibition sérique de 'extrait hydro-éthanolique de G. gregasius sur les cultures de C. afbicans.
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activité inhibitrice sérique sur les cultures de C. o/
bicans. A 600 mg/kg de poids corporel, on observe
un maximum d’activité qui ne varie pas avec
Paugmentation de Ja dose. Le pic d’activité a cette
dose est observé aprés 120 minutes et diminue pour
se maintenir constant aprés 12 heures. On peut dire
qu'a 600 mg/kg de poids cotporel G. gregasius peut
étre utilisé dans le traitcment des infections
systémiques des candidoses.

4- DISCUSSION

N. laevis, 2 induit une activité antimicrobienne 7 vitro
d’un spectre tees large, ceci justifie 'usage trés courant
de lextrait total de cette plante dans le traitement de
diverses infections y comptis les IUG ; cependant ces
résultats montrent que Pextrait hydro-éthanolique de
G. gregasius a une activité restreinte aux souches de
levures (C. albicans et C. krusei). Cette premiére
partie de I’étude examine la sensibilité de toutes ces
souches 4 ces extraits ; la sensibilité d’un germe 2
un agent antimicrobien est Pun des critéres indis-
pensable a 'usage efficace d’un antibiotique dans le
traitement des pathologies qu’il cause (Prescott et
al., 1999). Mais en plus de cette sensibilité a I'agent,
ce dernier doit étre capable d’atteindre in vivo le
site de Pinfection (Mims et al., 1993 ; Prescott et
al,, 1999). L’extrait de IN. Jaevis exerce son activité
inhibitrice 2 la dose maximale dés la quarantiéme
minute et atteint son pic d’activité autour de 120
minutes. Cette activité décroit et ne disparait pas
aprés douze heures. De méme Pextrait G. gregasius
exerce son activité inhibitr'ce 4 la dose maximale
(600 mg/kg) dés la quarantieme minute, atteint son
pic d’activité autour de 60 minutes. Cette activité
décroit et ne disparait pas aprés douze heures.

L'obtention d’une inhibition 77 #ive, apporte une certaine
garantie 4 Pusage de G. gregasins et N. /aevis en adminis-
tration orale dans la prise en charge des infections
urogénitales, en effet méme une concentration sub-
inhibitrice sanguine accroit la capacité des
polymorphonucléaires humaines a tuer les cellules
bactériennes et fongiques (NCCLS, 1991). Les études
de toxicité permettront d’évaliet Pindice thérapeutique
en vue d’entreprendre la production des
phytomédicaments a partir des extraits de ces plantes.
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