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Résumé

L'antibiorésistance est devenue un probléme de santé publique majeur dans le monde entier, car
elle rend le traitement des infections bactériennes plus difficile et augmente le risque de
complications graves. Il urge donc de trouver de nouvelles molécules pour contrdler la flambée
des résistances aux antibiotiques. C’est ainsi que la présente recherche s’est intéressée a étudier
la réversion de la résistance bactérienne de 1’extrait aqueux de Crateva adansonii en association
avec les antibiotiques conventionnels sur les souches bactériennes isolées des plaies chroniques
diagnostiquées chez les populations de Ouinhi au Bénin. Pour y parvenir, des tests de
sensibilités des souches aux antibiotiques conventionnels par la méthode de I'antibiogramme en
milieu solide ont été effectués suivie de la détermination des Concentrations Minimales
Inhibitrices aussi bien des antibiotiques conventionnels que de ’extrait aqueux de C. adansonii
par la méthode colorimétrique de microdilution en plaque. Enfin, la réversion de la résistance
bactérienne a été recherchée en se basant sur la Concentration Fractionnaire Inhibitrice. Les
résultats des différents tests montrent que la réversion de la résistance bactérienne s’est traduite
par une synergie d’action du mélange binaire Extrait-antibiotique avec une Concentration
Fractionnaire Inhibitrice (CFI) < 0,5 au contact des différentes souches bactériennes testées
pour tous les antibiotiques conventionnels associé¢s (amoxicilline, ciprofloxacine,
triméthoprime-sulfaméthoxazole, gentamicine et ampicilline). Les valeurs de la Concentration
Minimale Inhibitrice du mélange obtenu sont comprises dans I’intervalle : 3,0516.10° mg.mL"
' < CMI (Extrait-ATB) < 0,5 mg.mL"". C. adansonii pourrait bien étre ’une des solutions pour
palier au probléme de traitement des plaies chroniques au Bénin et dans le monde.

Mots clés : Résistance bactérienne, Plaie chronique, Antibiotique, Crateva adansonii, Bénin.
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Abstract

Antibiotic resistance has become a significant public health problem worldwide, making
treating bacterial infections more difficult and increasing the risk of serious complications. New
molecules are, therefore, urgently needed to control the surge in antibiotic resistance. The
present study aimed to investigate the reversion of bacterial resistance to the aqueous mixture
of Crateva adansonii in combination with conventional antibiotics (ATB) in bacterial strains
isolated from chronic wounds diagnosed in the Ouinhi population in Benin. To achieve this,
strains were tested for susceptibility to conventional antibiotics using the solid-state antibiotic
susceptibility test method, followed by the determination of the Minimum Inhibitory
Concentrations (MICs) of both conventional antibiotics and the aqueous mixture of C.
adansonii using the colourimetric plate microdilution method. Finally, bacterial resistance
reversion was investigated based on the fractional inhibitory concentration (FIC), defined by
the ratio of FIC (Extract + ATB) to FIC ATB. The results of the various tests show that the
reversion of bacterial resistance resulted in a synergistic action of the binary Extract-ATB
mixture with Fractional Inhibitory Concentration (FIC) < 0.5 in contact with the various
bacterial strains tested for all associated conventional antibiotics (amoxicillin, ciprofloxacin,
trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin and ampicillin). The MIC values of the mixture
obtained were in the range of 3.0516.10-5 mg.mL"' < MIC (Extract-ATB) < 0.5 mg.mL". C.
adansonii could well be one of the solutions to the problem of treating chronic wounds in Benin
and worldwide.

Key words: Bacterial resistance, Chronic wound, Antibiotic, Crateva adansonii, Benin.

1. Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis 1’antiquité comme remedes pour le traitement de
diverses maladies en raison de leurs composants riches en principes thérapeutiques (Khaldi,
Meddah, Moussaoui, & Benmehdi, 2012). Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS),
80 % de la population des pays en développement ont recours a la médecine traditionnelle en
premiére intention pour les soins de santé primaire (OMS, 2014). Malgré cette forte propension
a la médecine populaire doublée des récents progres de la médecine moderne, les maladies
infectieuses constituent un sérieux probléme de santé publique au vu de leurs fréquences et
gravit¢ (OCDE). Il sied de souligner que l'efficacité préalablement établie du profil de
sensibilité¢ aux antibiotiques en tant que stratégie principale contre cette expansion microbienne
se trouve confrontée a une résistance émergente au niveau bactérien (N’tcha et al., 2017).

Cependant, plusieurs personnes souffrent de plaies chroniques ou complexes qui peuvent étre
trés difficiles a guérir, causant ainsi de graves douleurs et épreuves. Les plaies chroniques
représentent un véritable défi de santé publique dans les pays a ressources réduite. En présence
d'une plaie chronique, le tissu sous-cutané exposé fournit un substrat favorable pour assurer la
croissance d'un large éventail de microorganismes. Ces contaminants proviennent de
'environnement exogene, de la flore cutanée, de la flore colonisant le tube digestif ou la cavité
buccale (Rahim et al., 2017 ; Esebelahie et al., 2013 ; MCPS, 2012).

Depuis 2008 au Bénin, le nombre d’ulcéres chroniques non-ulceére de Buruli (UB) a augmenté
parmi les cas traités dans les centres de traitement de ’ulcére de Buruli (CDTUB). Ces ulceres
non-UB se retrouvent dans les mémes zones géographiques et présentent parfois les mémes
caractéristiques épidémiologiques (Capela et al., 2015). Face a cette progression des ulceres
chroniques, la médecine traditionnelle reste une option a grande potentialité thérapeutique.
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Dans la Commune de Ouinhi, le traitement par les plantes est le recours le plus prisé¢ aussi bien
en autosoins que par les praticiens de la médecine traditionnelle. Crateva adansonii est une
plante médicinale utilisée par les tradithérapeutes pour multiples vertus thérapeutiques
notamment des propriétés antibactériennes. Elle est utilisée dans le traitement de nombreuses
affections dont les abces, les plaies, les infections bactériennes, 1I’hypertension artérielle, le
diabete et le rhumatisme. Pourtant ces connaissances en ce qui concerne la prise en charge des
plaies chroniques par les plantes ne sont pas assez documentées. Il y a peu de données
microbiologiques récentes sur les infections de plaies chroniques et 1’évolution des résistances
aux antibiotiques des bactéries supposées responsables de telles infections (Bonnet, Galinier,
Fontenel, & Léger, 2018). Il convient alors de s’interroger sur les germes responsables de cette
résistance et aussi sur I’efficacité des recettes traditionnelles offertes aux malades par les
tradithérapeutes.

Auregard des nombreux usages dont fait I’objet Crateva adansonii sans précaution particulicre,
doublés des préjudices que présente la mauvaise utilisation des plantes médicinales a effet
antibiotique, il serait nécessaire d’évaluer 1’activité biologique de la plante a travers la réversion
de la résistance bactérienne de 1’extrait aqueux de Crateva adansonii en association avec les
antibiotiques conventionnels sur les souches isolées des plaies chroniques des populations de
Ouinhi. C’est ainsi que cette recherche s’est intéressée a étudier la réversion de la résistance
bactérienne de I’extrait aqueux de Crateva adansonii en association avec les antibiotiques
conventionnels sur les souches des plaies chroniques des populations de Ouinhi.

2. Matériaux et Méthodes
2.1. Cadre d’étude

La présente étude a été réalisée dans la Commune de Ouinhi au Bénin. Elle est localisée au sud-
est du département du Zou entre 06°57° et 07°11° de latitude nord et 02°23” et 02°33” de
longitude est. D’une superficie de 483 km?, Ouinhi est 1'une des neuf (9) Communes du
département et compte quatre (4) arrondissements que sont : Dasso, Sagon, Tohou¢, Ouinhi.
Elle est limitée au Nord-Ouest par la Commune de Zagnanado, au Sud-Ouest par la Commune
de Zogbodomey, au Sud-Est par la Commune de Bonou et a I’Est par la Commune d’Adja-
Ouére dans le département de ’Ouémé comme présenté sur la Figure 1 (Mairie de Ouinhi,
2006).

Les prélévements de plaie ont été faits dans les arrondissements de Tohoue, Sagon et Dasso
puis  acheminés au laboratoire = d’Hygi¢ne-Assainissement,  d’Eco-Toxicologie,
d’Environnement et Santé (HECOTES) du Centre Interfacultaire de Formation et de Recherche
en Environnement pour le Développement Durable (CIFRED) de I’Université d’Abomey-
Calavi (UAC) au Bénin pour les analyses microbiologiques. Ces échantillons sont accompagnés
d’une fiche comportant les renseignements suivants : nom et prénoms du patient prélevé, age
et sexe, nature de plaie (aigue ou chronique), date et heure du prélévement.
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Figure 1 : Situation géographique de la Commune de Ouinhi

2.2. Matériel d’etude
2.2.1. Matériel de laboratoire et réactifs
- Matériel de stérilisation : four Pasteur, bec Bunsen, autoclave ;
- Matériel de pesée : balance de précision ;
- Matériel d’incubation : étuves, 37 °C et 44 °C ;
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- Matériel classique : pipettes, micropipettes, béchers, portoirs, boites de Petri, flacons,

réfrigérateur ; pince ;

- Milieux de culture et réactifs : gé¢lose Plate Count Agar (PCA) ; bouillon et gélose Mueller

Hinton ; eau peptonée ; eau distillée stérile, etc.

2.2.2. Matériel végétal

Il s’est agi de travailler sur les feuilles de Crateva Adansonii. Les critéres qui ont servi pour la
collecte des échantillons sont la fraicheur et la verdoyance des feuilles puis le jeune age. Les
¢chantillons de plantes ont été récoltés « in situ » a Abomey-Calavi, placés dans des sachets en
plastique, puis ramenés au laboratoire. Les feuilles récoltées ont été lavées abondamment puis
séchées a température de laboratoire pendant quatre semaines avant d'étre réduites en poudre a
l'aide d'un broyeur électrique (MARLEX Electroline Excella) (Mignanwande, 2020a). La
poudre a été conservée dans des bouteilles en verre, a la température du laboratoire avant

I’extraction.
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2.2.3. Materiel bactérien
Le matériel bactérien est constitué de vingt-neuf (29) sources cliniques et cinq (05) souches de
référence (Tableaux 1 et 2). Les souches de référence nous proviennent de 1’Unité de Recherche
en Microbiologie Appliquée et Pharmacologie des substances naturelles (URMAPha). Les
souches cliniques utilisées sont isolées au laboratoire HECOTES a partir des plaies chroniques
dépistées chez des populations de Ouinhi au Bénin en 2021.

Tableau 1 : Souches cliniques
Souches cliniques (espéces isolées) Effectif des souches testées

Axin. Calcoaceticus
Bacillus cereus
Citrobacter freundii
E. coli

K. pneumonia

Lim. Richardii
Listeéria sp
Pseudomonas proteus
Pseudomonas sp

S. aureus

S. epidermidis
Salmonella paratyphi A
Salmonella sp
Shigella sp

Steno. Maltophila
Total

,_;,_.,_,_;NSNN,_.,_;,_;,_.,_,_;,_.

N
o

Tableau 2 : Souches de référence

Souches de référence Effectif des souches testées
E. coli ATCC 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Salmonelle ATCC 1428

Staphylococcus aureus Résistant a la méticilline
Total

N — = =

2.2.4. Antibiotiques

Les antibiotiques suivants ont été testés : Céfoxitine, Fosfomycine, Imipénéme, Méropéneéme,
Nitrofurane, Thiamphénicol, Amikacine, Ertapénéme, Chloramphénicol, Acide nalidixique,
Amoxicilline, Amoxicilline /Ampicilline, Aztréonam, Clindamycine, Céfépime,
Ciprofloxacine, Céfotaxime, Erythromycine, Ceftazidime, Ceftriaxone, Céfuroxime,
Cotrimoxazole, Céfixime, Pristinamycine, Lévofloxacine, Pénicilline G, Gentamicine,
Lincomycine, Norfloxacine, Spiramycine, Ofloxacine, Oxacilline, Ticarcilline, Tobramycin,
Pipéracilline /Tazobactam, Ticarcilline / Acide Clavulanique.

2.3. Dype et techniques d’étude

2.3.1. Type d’étude
I1 s’agit d’une étude expérimentale a visée évaluative ayant consisté a apprécier la réversion de
la résistance bactérienne en contact de 1’extrait aqueux de Crateva adansonii.
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2.3.2. Techniques d’étude
Deux techniques ont été utilisées a savoir la dilution en milieu liquide couplée a 1’étalement sur
milieu solide puis la diffusion en milieu solide (Kone, & Zirihi, 2016; Lagnika et al., 2016).

Le but de ce test est de constater une éventuelle synergie d’action entre 1’extrait aqueux et I’ATB
conventionnel. Il a consisté donc a la recherche des concentrations minimales inhibitrices des
antibiotiques conventionnels et celles de la combinaison de I’antibiotique et du extrait aqueux
afin de calculer la Concentration Fractionnaire Inhibitrice Avec cette derniére, il a été possible
de caractériser I’effet des deux produits en présence.

Au terme des tests de sensibilit¢ des germes isolés des plaies chroniques aux antibiotiques
conventionnels, cing (05) antibiotiques ont €t¢ retenus sur les vingt-cing par choix des habitudes
des populations (Tableau 3).

Tableau 3 : Antibiotiques utilisés pour la réversion de la résistance

N°e Codes Antibiotiques
1 AMC Amoxicilline
2 AP Ampicilline
3 CIP5 Ciprofloxacine
4 SXT25 Triméthoprime-Sulfaméthoxazole
5 CNI10 Gentamicine

2.3.2.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques
» Principe et réalisation

Pour ce test, les cinq antibiotiques retenus sont : amoxicilline, ciprofloxacine, cotrimoxazole,
érythromycine et ampicilline. La détermination des concentrations minimales inhibitrices des
antibiotiques conventionnels courants a été réalisée par la technique de microdilution en plaques
(Mamadou et al., 2014; Mnayer, 2014). Avant la réalisation des tests, les antibiotiques retenus
ont été réduits en poudre puis dilués avec de I’eau distillée jusqu’a la concentration de 1 mg.mL"
!. Le mélange obtenu est passé a la sonification puis centrifugé et le surnageant est prélevé pour
la détermination des concentrations minimales inhibitrices. En ce qui concerne les bactéries,
sept (07) souches cliniques isolées des plaies chroniques ont été testées. Pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques conventionnels, on a préparé¢
I’inoculum bactérien avec des cultures jeunes de 24 heures ; ensuite distribué¢ le bouillon
MUELLER-HINTON stérile dans les 96 puits de la microplaque puis ajouté 50 pL d’
antibiotiques dans les deux premiers puits de la microplaque. Une dilution d’ordre 2 allant du
deuxieme puits au dernier a été faite et 50 pL. de I’inoculum a été distribué dans tous les puits.
Les microplaques ont été¢ incubé pendant 24 heures a 37 °C par la suite et 20 uL d’lodo Nitro
Tétrazolium a 0,01 % a été ajouté dans les 96 puits puis on a réincubé pendant 30 minutes a 37
°C. Pour finir, on a procédé a la lecture.

Le test a été réalisé en triplet. Un mélange acétone-eau et la gentamicine ont été utilisés comme
contrdle négatif et positif. Le virage du milieu réactionnel de la couleur bleue au rouge indique
la présence des germes vivants.

RASP Volume 6, Issue 3



Page 111 of 120

» Détermination des concentrations minimales inhibitrices de [’extrait aqueux de
Crateva adansonii

Extraction

L’extrait aqueux utilisé dans ce travail a été obtenu par macération (Hind, 2017; Lehout &
Maya , 2015). En effet cent grammes (100 g) de la poudre des feuilles de Crateva adansonii
sont soumis a une agitation mécanique pendant 24 heures a la température du laboratoire en
présence de 500 mL d’éthanol absolu (96°). Le mélange obtenu aprés macération a été filtré
respectivement sur tissu, coton fibre et papier Whatman. Chaque niveau de filtration est répété
au moins trois (03) fois. Le mac est ensuite soniqué puis filtré apres ajout de S00 mL d’éthanol
(96°). Le filtrat d’éthanol recueilli a été concentré sous rotavapor. L’extrait humide, est recueilli
dans des boites de Petri et placé a I’étuve pour séchage. Les extraits secs sont raclés dans des
piluliers en verre stérile en vue de la conservation au frais a une température de 4 °C pour les
tests bactériologiques.

Préparation de la solution mere a 100 mg/mL

La solution mere a été préparée a partir de I’extrait sec obtenu précédemment. Pour obtenir la
solution meére, il a fallu :

- peser 50 mg de I’extrait sec ;
ajouter 50 uL de dimethylsulfoxide;
passer le mélange a la sonification ;
ajouter 450 pL d’eau distillée stérile ;
homogénéiser au sonificateur.

L’extrait aqueux ainsi obtenu constitue la solution mére ou I’extrait aqueux de C. adansonii.

Tests préliminaires de sterilité

Les tests antimicrobiens ont été précédés des essais préliminaires de stérilité. Le premier t€émoin
a été constitué uniquement du milieu de culture pour attester sa stérilité. Le deuxiéme témoin a
¢té composé du milieu de culture et I’extrait aqueux pour vérifier la stérilit¢ du mélange. La
viabilité des germes utilisés a été approuvée par la coloration au contact du dimethylsulfoxide
(DMSO) avec les inocula. La derniére référence a été assortie de la combinaison d’antibiotique
standard avec le milieu de culture pour révéler le comportement d’une substance active dans le
milieu. L’importance de cette phase est la validation du protocole des tests antimicrobiens.

Principe et réalisation

La CMI de l’extrait aqueux de Crateva adansonii a été déterminée par la méthode de
microdilution (Jones, Fritsche, & Moet, 2008; Yehouenou et al., 2012; Mamadou et al., 2014).
L'inoculum utilisé est une culture de 24 heures de chaque souche bactérienne diluée a la
concentration finale de 1.10° UFC/mL dans le bouillon MUELLER-HINTON. Une gamme de
concentrations de I’extrait aqueux suivant une progression géométrique d’ordre 2 a été utilisée.
Ensuite, 50 pLL d’inoculum ont été distribués dans chacun des 96 puits des plaques contenant au
préalable 50 pL de ’extrait aqueux de Crateva adansonii a différentes concentrations. Le test
a été réalisé en triplet et les plaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures. Un mélange
acétone - eau et la gentamicine a été utilis€ comme contréle négatif et positif. L'activité
antibactérienne a été révélée par la technique colorimétrique avec ajout de 20 pL de solution
aqueuse d’iodo-nitro-tetra-zolium (0,01 %) dans chaque puits au terme de l'incubation. Les
plaques ont ét¢ ensuite réincubées a 37 °C pendant 30 minutes. Le virage du milieu réactionnel
de la coloration bleue au rouge indique la présence des bactéries vivantes.

I1 faut noter que les essais biologiques de dilution ont un avantage majeur par rapport aux essais
biologiques de diffusion. Ceci se justifie par le fait que la concentration du composé test dans
le milieu est défini. En conséquence, les essais de dilution sont considérés comme la méthode
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de choix pour comparer les valeurs de la CMI (Kamagate & Sixou, 2001). Les valeurs des
concentrations minimales inhibitrices sont renseignées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Concentration minimale inhibitrice de I’extrait aqueux de Crateva adansonii
a 100 mg/mL sur quelques souches bactériennes isolées des plaies chroniques des
populations de Ouinhi en 2021

Souches CMI (mg/mL)
Staphylococcus aureus 6,25

Lim. Richardii 12,5
Pseudomonas proteus 0,78
Staphylococcus aureus 6,25
Staphylococcus aureus 12,5
Staphylococcus epidermidis 12,5
Salmonella sp 25
Salmonella 0,78

Source : Afle, 2023

> Détermination des concentrations minimales inhibitrices de la combinaison de
[’antibiotique + de [’extrait aqueux de Crateva adansonii

Principe et réalisation

Le principe de ce test repose sur la technique de microdilution en plaques. Ainsi, 50 pL des
solutions d’antibiotique a 1 mg.mL™! ont été distribuées dans les premiers et deuxiéme puits.
Ensuite, 50 pL de bouillon MH ont été déposé dans tous les puits suivis de la dilution d’ordre
2 en cascade du deuxiéme puits jusqu’a la fin. Chaque puit regoit respectivement 1’extrait
aqueux de Crateva adansonii aux concentrations minimales inhibitrices des différentes souches
et 50 uL. d’inoculum puis les plaques sont incubées a 37 °C pendant 24 heures. La réversion de
la résistance bactérienne a été évaluée par la technique colorimétrique avec ajout de 20 puL de
solution aqueuse d’lodo Nitro Tétrazolium a 0,01 % dans les 96 puits suivis de la ré incubation
des plaques a 37 °C pendant 30 mn et de la lecture des valeurs. Le test a été réalisé en triplet.
Un mélange acétone-eau et la gentamicine ont été utilisés comme controle négatif et positif. La
présence des bactéries a été révélée par le passage du milieu réactionnel de la coloration bleue
au rouge (Wamba et al., 2018).

2.3.2.2. Deétermination de la Concentration Fractionnaire Inhibitrice
Le facteur de modulation est basé sur la Concentration Fractionnaire Inhibitrice (CFI) défini

par le rapport CMI(exwmait + aTB) au CMIars rapportés par certains auteurs (Bassolé & Juliani,
2012; Hay, 2015).

CMI(Extrait + ATB)
CMI(ATB)

Les CFI ont été appréciées en fonction de I’échelle de lecture du CASFM (2016, 2020, 2022)
(CASFM, 2020; EUCAST, 2016, 2022) que voici :

Effet synergique (CF1 <0,5) ;

Effet additif (0,5 <CFI<1);

Effet indifférent (1 < CFI1<4);

Effet antagoniste (CFI1 > 4).

CFI =
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2.4. Traitement et analyse des données
Les résultats obtenus a la suite des manipulations ont été saisis et traités avec le logiciel Excel
2013. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le méme logiciel. Il s’agit de :
- additions et moyennes des données des DI ;
- divisions et moyennes des données des CMI ;
- divisions et moyennes des données de réversion.

3. Résultats
Les résultats obtenus a I’issue des différents tests effectués avec les mélanges se présentent
comme suit.

3.1. Réversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec de [’amoxicilline
(AMC) + extrait aqueux de Crateva adansonii a 100 mg/mL

Les résultats de la réversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec 1’extrait
aqueux de Crateva adansonii combiné a de I’amoxicilline permettent de constater d’une part
que les CMI de I’extrait aqueux de Crateva adansonii varient de 0,78 a 25 mg/mL et d’autre
part que celles de ’AMC varient de 0,0078125 a 1 mg/mL. Quant aux CMI de I’association
AMC et extrait aqueux de Crateva adansonii, elles varient de 6,10355-05 a 0,5 mg/mL. Les
CFI correspondantes sont comprises entre 0,0078125 a 0,5 mg/mL ce qui a montré un effet
synergique pour toutes les souches testées (Tableau 5).

Tableau 5 : Réversion de la résistance des souches bactériennes de AMC + Extrait C. adansonii
a 100 mg/mL

C. AMC AMC + C. CFI Effets

Souches adansonii adansonii
CMI (mg/mL)

Staphylococcus 6,25 1 0,015625 0,015625 Synergique
aureus
Lim. Richardii 12,5 0,0078125 6,10355-05 0,0078125 Synergique
Pseudomonas 0,78 0,125 0,00097656 0,0078125 Synergique
proteus
Staphylococcus 6,25 0,5 0,00390625 0,0078125 Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,0078125 0,0078125 Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,5 0,5 Synergique
epidermidis
Salmonella sp 25 1 0,0078125 0,0078125 Synergique
Salmonella 0,78 0,0078125 0,00012207 0,015625 Synergique

3.2. Réversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec de |’ampicilline (AP)
+ extrait aqueux de Crateva adansonii a 100 mg/mL

Les résultats de la réversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec I’extrait
aqueux de Crateva adansonii et de I’ampicilline prouvent que les CMI de I’extrait aqueux de
Crateva adansonii et celles de I’AP varient respectivement de 0,78 a 12,5 mg/mL et de
0,0078125 a 1 mg/mL. Les CMI de la combinaison AP + extrait aqueux de Crateva adansonii
varient de 0,00012207 a 0,03125 mg/mL et les CFI correspondantes sont comprises entre
0,0078125 et 0,03125 mg/mL. Par conséquent, en ce qui concerne la réversion bactérienne,
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pour toutes les souches testées, nous avons obtenu 100 % d’effet synergique avec la
combinaison AP + extrait aqueux (Tableau 6).

Tableau 6 : Réversion de la résistance des souches bactériennes de AP + Extrait C.
adansonii 2 100 mg/mL

C. Ampicilline  Ampicilline + CFI Effets

Souches adansonii AP C. adansonii
CMI (mg / mL)

Staphylococcus 6,25 1 0,0078125 0,0078125 Synergique
aureus
Lim. Richardii 12,5 0,0078125 0,00012207 0,015625 Synergique
Pseudomonas 0,78 0,015625 0,00048828 0,03125 Synergique
proteus
Staphylococcus 6,25 1 0,0078125 0,0078125 Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,0078125 0,0078125 Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,03125 0,03125 Synergique
epidermidis
Salmonella sp 25 1 0,0078125 0,0078125 Synergique
Salmonella 0,78 0,0625 0,00048828 0,0078125 Synergique

3.3. Reéversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec du ciprofloxacine
(CIP5) + extrait aqueux de Crateva adansonii a 100 mg/mL

Les résultats de la réversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec 1’extrait
aqueux de Crateva adansonii et du ciprofloxacine montrent que les CMI de I’extrait aqueux de
Crateva adansonii varient de 0,78 a 25 mg/mL. Les CMI du ciprofloxacine varient de 0,003906
a 0,5 mg/mL et les CMI de I’association ciprofloxacine + extrait aqueux de Crateva adansonii
varient de 3,05165-05 a 0,00390625 mg/mL. Les CFI correspondantes sont toutes égales a
0,0078125 ; ce qui explique I’effet synergique obtenu pour toutes les souches testées (Tableau
7).

Tableau 7 : Réversion de la résistance des souches bactériennes de CIP5 + Extrait C.

adansonii a 100 mg/mL

C. CIP5S CIP5 + C. CFI1 Effets
Souches adansonii adansonii
CMI (mg / mL)

Staphylococcus aureus 6,25 0,0625 0,00048828 0,0078125 Synergique
Lim. Richardii 12,5 0,003906 3,05165-05 0,0078125 Synergique
Pseudomonas proteus 0,78 0,125 0,00097656 0,0078125 Synergique
Staphylococcus aureus 6,25 0,0625 0,00048828  0,0078125 Synergique
Staphylococcus aureus 12,5 0,5 0,00390625 0,0078125 Synergique
Staphylococcus 12,5 0,125 0,00097656 0,0078125 Synergique
epidermidis

Salmonella sp 25 0,5 0,00390625 0,0078125 Synergique
Salmonella 0,78 0,25 0,00195313 0,0078125 Synergique
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3.4. Reéversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec du triméthoprime-
sulfaméthoxazole (SXT25) + extrait aqueux de Crateva adansonii a 100 mg/mL

Les résultats de la réversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec 1’extrait
aqueux de Crateva adansonii et du triméthoprime-sulfaméthoxazole révelent que les CMI de
I’extrait aqueux de Crateva adansonii et celles du SXT25 varient respectivement de 0,78 a 25
mg/mL et de 0,015625 a 1 mg/mL. Les CMI de la combinaison SXT25 + extrait aqueux de
Crateva adansonii varient de 0,00012207 a 0,03125 mg/mL et les CFI correspondantes sont
comprises entre 0,0078125 et 0,0625 mg/mL. Par conséquent, en ce qui concerne la réversion
bactérienne, pour toutes les souches testées, nous avons obtenu 100 % d’effet synergique avec
la combinaison SXT25 + extrait aqueux (Tableau 8).

Tableau 8 : Réversion de la résistance des souches bactériennes de SXT25 + Extrait C.
adansonii 2 100 mg/mL

C. SXT25 SXT25 + C. CFI Effets

Souches adansonii adansonii
CMI (mg / mL)

Staphylococcus 6,25 0,5 0,03125 0,0625 Synergique
aureus
Lim. Richardii 12,5 0,015625  0,00012207  0,0078125  Synergique
Pseudomonas 0,78 0,5 0,00390625  0,0078125  Synergique
proteus
Staphylococcus 6,25 1 0,0078125 0,0078125  Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,015625 0,015625 Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,0078125  0,0078125  Synergique
epidermidis
Salmonella sp 25 0,5 0,00390625  0,0078125  Synergique
Salmonella 0,78 0,5 0,0078125 0,015625 Synergique

3.5. Reéversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec de la gentamicine
(CN10) + extrait aqueux de Crateva adansonii a 100 mg/mL

Les résultats de la réversion de la résistance des souches bactériennes isolées avec 1’extrait
aqueux de Crateva adansonii et de la gentamicine montrent que les CMI de I’extrait aqueux de
Crateva adansonii varient de 0,78 a 25 mg/mL. Les CMI de la gentamicine varient de 0,0078
a 1 mg/mL et les CMI de ’association de 1’extrait aqueux de C. adansonii + CN10 varient de
0,0078 a 0,03125 mg/mL. Les CFI correspondantes varient entre 0,00125 a 0,4 mg/mL ce qui
a montré un effet synergique pour toutes les souches testées (Tableau 9).

Somme toute, il est noté que tous les tests de réversion de la résistance bactérienne par la
combinaison de 1’extrait aqueux de Crateva adansonii additionné aux ATB conventionnels pris
individuellement ont donné 100 % d’effet synergique.
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Tableau 9 : Réversion de la résistance des souches bactériennes de CN10 + Extrait C.
adansonii a 100 mg/mL

Crateva CN10 CN10+C. CFI Effets

Souches adansonii adansonii
CMI (mg/mL)

Staphylococcus 6,25 1 0,0078 0,00125  Synergique
aureus
Lim. Richardii 12,5 0,0078 0,0156 0,00125 Synergique
Pseudomonas 0,78 0,0156 0,03125 0,04 Synergique
proteus
Staphylococcus 6,25 1 0,0078 0,00125  Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,0078 0,000624  Synergique
aureus
Staphylococcus 12,5 1 0,03125 0,0025 Synergique
epidermidis
Salmonella sp 25 1 0,0078 0,000312  Synergique
Salmonella 0,78 0,0625 0,0078 0,01 Synergique

4. Discussion

Au cours des dernieres années, plusieurs auteurs ont réalisé des travaux approfondis sur la
modulation des antibiotiques des extraits de diverses especes végétales, en conjonction avec
certains antibiotiques conventionnels. Ces études ont notamment porté sur Erythrina sigmoidea
(Djeussi et al., 2015), Syzygium jambos (Wamba et al., 2018), Momordica charantia L. (Houéto
et al., 2019), Ocimum gratissimum (Kpétehoto et al., 2017) et Crateva adansonii
(Mignanwand¢ et al., 2020b).

Les tests de réversion de la résistance bactérienne effectués ont montré une réduction
significative des CMI non seulement des sept (07) différents types de souches bactériennes
isolées (Staphylococcus aureus ; Lim. Richardii ; Staphylococcus epidermidis ; Pseudomonas
proteus ; Salmonella sp) testées mais également de 1’'unique souche de référence (Salmonella

ATCC) testée.

De fait, au contact de la combinaison de 1’extrait aqueux + ATB, les valeurs enregistrées sont
comprises dans ’intervalle [3,0516.107 ; 0,5] mg/mL tandis qu’au contact singulier de I’extrait
aqueux de Crateva adansonii et des différents ATB conventionnels (Amoxicilline/AMC ;
Ciprofloxacine/CIPS ; Triméthoprime-Sulfaméthoxazole/SXT25; Gentamicine/CN10 et
Ampicilline/AP), les valeurs enregistrées sont comprises respectivement dans les intervalles
[0,78 ; 25] mg/mL et [3,906.103; 1] mg/mL. De cette diminution importante des CMI
enregistrées avec cette solution binaire mélange-ATB usuels est la preuve scientifique de la
réversion de la résistance bactérienne. Aussi, I’effet combiné extrait aqueux-ATB sur tous les
germes testés est-il de type synergique (CFI < 0,5). Ces résultats confirment donc 1’utilisation
thérapeutique faite de cette plante. Ainsi, prouver la capacité de Crateva adansonii & moduler
l'activité des ATB vis-a-vis des bactéries résistantes, sera la preuve scientifique que cette plante
pourrait étre utilisée en association avec certains ATB conventionnels dans la lutte contre la
résistance bactérienne.
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Ces résultats se rapprochent de ceux de Djeussi et al., 2015 ; Wamba et al., 2018 ; Houéto et al.,
2019 ; Kpétehoto et al., 2017 ; Mignanwandé et al., 2020b ; Kova et al., 2014 ; Tankeo et al.,
2015 qui ont montré des effets synergiques extrait-ATB sur plusieurs gammes de bactéries avec
des extraits provenant de différentes especes de plantes (Djeussi et al., 2015; Kova, Gavari,
Bucar, & Moina, 2014; Houéto et al., 2019; Kpetehoto et al., 2017; Mignanwand¢ et al., 2020;
Tankeo, Tane, & Kuete, 2015; Wamba et al., 2018b). Ceci explique le principe posologique
extrait-ATB observé chez les populations. Par contre, en guise de comparaison, 1’intervalle de
CMI obtenu (3,0516.10° mg. mL! < CMI (Extrait-ATB) < 0,5 mg.mL™") pour I’association
binaire Extrait-ATB est supérieur a ceux rapportés par Houéto et al., 2019 ; Kpetehoto et al.,
2017 ; Mignanwandé¢ et al., 2020 respectivement avec les extraits de Momordica charantia (7,8
pg.mL!' < CMI < 250 ug.mL™), d’Ocimum gratissimum (7,8 pg.mL' < CMI < 31,5 pg.mL™),
et de Crateva adansonii (1,25 — 2,5 mg/mL, 6,25 — 12,5 mg/mL and 1,5 - 5 mg/mL) (Houéto et
al., 2019; Kpétehoto et al., 2017; Mignanwand¢ et al., 2020b). Les disparités constatées dans
les résultats peuvent €tre rationalisées par la diversité d'origine des échantillons, les différentes
périodes de récolte, les variations de la phase de floraison, et surtout par les spécificités des
germes soumis aux tests.

Malgré les résultats obtenus dans cette étude, elle présente quelques limites car elle n’est axée
que sur l'activité de I’extrait aqueux brut de la plante. Une identification des éléments actifs de
la plante s’aveére nécessaire pour mieux comprendre les effets rapportés. Aussi, la toxicité¢ de
cette plante doit également étre étudiée pour évaluer son innocuité car son usage par les
populations laisse craindre des risques d’intoxications en absence de connaissances sur les
dosages et les propriétés pharmacodynamiques du mélange.

5. Conclusion

La présente étude, la réversion de la résistance bactérienne a montré qu’en présence de 1’extrait
aqueux de Crateva adansonii, les sensibilités des différentes especes de germes pour tous les
antibiotiques utilisés dans cette étude ont diminué. La combinaison antibiotique et extrait
aqueux de Crateva adansonii montre donc un effet synergique pour toutes les souches testées.
Les résultats de la présente étude confirment donc ’efficacité thérapeutique de cette plante qui
pourrait €tre utilisée en association avec certains antibiotiques usuels dans la lutte contre la
résistance bactérienne.
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