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Introduction générale

Les bactéries pathogenes sont responsables de plusieurs maladies épidémiques et
pandémiques. Dés lors, la quéte des substances anti-infectieuses est devenue un intérét de
santé publique. A partir d’'une succession d’observations et de travaux de nombreux
chercheurs dont Pasteur, Joubert, Duchesne puis Fleming, la quéte a abouti a la découverte

des antibiotiques (Pasteur et Joubert, 1877; Duchesne, 1897; Fleming, 1929; Rosset, 2003).

L’avénement de ces nouvelles molécules au lendemain de la seconde guerre mondiale fut un
avantage important pour I’'homme dans cette lutte contre les maladies infectieuses. Elles ont
permis de sauver de nombreuses vies. Ainsi lintroduction des antibiotiques en
thérapeutique a fait progresser I'espérance de vie de ’lhomme de plus de dix années, sans

doute plus qu’aucun autre traitement médical (McDermott et Rogers, 1982).

Aprés moins d’'un demi siécle d’existence, ce brillant tableau affiché par ces anti-infectieux
s’assombri progressivement. Durant ces 30 dernieres années, les infections microbiennes
sont devenues récurrentes du fait de I'apparition progressive des bactéries pathogénes
résistantes aux antibiotiques. La surconsommation des antibiotiques a aidé ces bactéries
dotées d’un incroyable pouvoir d’adaptation a prendre progressivement le dessus sur les

antibiotiques.

Par ailleurs, cette situation pourrait aussi s’expliquer par la réduction de la recherche en
antibiothérapie depuis les années 1980. La mise sur le marché de nouvelles molécules
antimicrobiennes par les firmes pharmaceutiques s’est appauvrie progressivement depuis
cette période (Bush, 2004). De 1983 a 1987, on a enregistré aux Etats Unis d’Amérique seize
nouveaux antibiotiques mis sur le marché. Cette valeur est passée a quatorze sur la période
de 1988 a 1992, puis a dix (de 1993 a 1997) pour atteindre sept de 1998 a 2002 (Andremont
et Tibon-Cornillot, 2007). Les bactéries étant ainsi exposées par I'antibiothérapie aux mémes
molécules sur une longue période ne peuvent que s’adapter et générer des résistants puis
évoluer vers des multi-résistants de type MDR (Multidrug Resistant), XDR (Extensively Drug-

Resistant) et PDR (Pandrug Resistant).

Dés lors, en plus des mesures de surveillance des résistances bactériennes et des politiques

sur la reglementation du bon usage des antibiotiques, le renouvellement de I'arsenal des
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molécules anti-infectieux est devenu une des priorités pour faire face a ce probléme de
santé publique émergent. A l'instar de certains micro-organismes tel que Penicillium ou
Streptomyces qui ont servi de source d’antimicrobiens, certaines plantes ont depuis
plusieurs siecles été utilisées par la médecine traditionnelle pour lutter contre les infections.
Encore aujourd’hui, dans certains pays d’Asie et d’Afrique, 80% des populations ont recours
aux plantes médicinales pour traiter divers problemes de santé (Farnsworth et Kaas, 1981;
OMS, 2002). De ce fait, notre étude s’est orientée vers ces plantes pour contribuer ainsi a la
quéte de nouveaux antimicrobiens. Parmi, les nombreuses especes des plantes recensées en
Cote d’lvoire, Morinda morindoides a retenu notre attention. Des décoctions aqueuses ou
des macérations (aqueuses et alcooliques) des différents organes de cette Rubiaceae sont
utilisées dans ce pays et d’autres en Afrique subsaharienne pour lutter contre les diarrhées,
les infections cutanées, le paludisme, la fievre et le prurit (Baker, 1947; Cimanga et al., 2008;

Moroh et al., 2008; Bagre et al., 2011).

La présente thése a pour objectifs principaux de réaliser un état des lieux des résistances
bactériennes en Cote d’lvoire et de caractériser les phytomolécules antimicrobiennes de

Morinda morindoides.

Cette étude s’est articulée en quatre grandes étapes méthodologiques dont la premiere a
abrité une enquéte épidémiologique sur I'évolution des résistances bactériennes aux
antibiotiques de 2000 a 2011. L’étude consacrée aux phytomolécules antimicrobiennes s’est
déroulé en trois étapes. La premiere a consisté a identifier 'organe de la plante qui présente
la meilleure activité antimicrobienne. L’étape suivante a permis de purifier et de caractériser
la structure chimique des phytomolécules d’intérét contenu dans |'organe identifié. Enfin la
derniére étape a consisté a étudier d’autres activités biologiques des composés telles que

leur cytotoxicité, leur activité hémolytique et leur cible moléculaire.

Ce travail est réalisé dans le cadre d’une cotutelle entre I'Université Félix Houphouét Boigny
de Cocody-Abidjan (Cote d’lvoire) et I'Université de Bretagne Occidentale (France). Par
conséquent, les travaux relatifs a 'enquéte épidémiologique sur les résistances bactériennes,
la récolte du matériel végétal (Morinda morindoides) et son conditionnement ont été
effectués en Cote d’lvoire (au Laboratoire de Pharmacodynamie Biochimique et au Centre

Hospitalier et Universitaire de Treichville). Les autres étapes qui regroupent les travaux
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d’extractions, de purifications, de caractérisations et de tests d’activités biologiques ont été

menées en France (Laboratoire Universitaire de Biodiversité et d’Ecologie Microbienne).
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Chapitre I : Introduction Bibliographique

I Introduction

La colonisation bactérienne chez ’lhomme débute dés sa naissance pour la mise en place
d’une interaction durable entre la flore microbienne formée et I'organisme de 'homme.
Cette interaction reste essentielle pour son bien-étre et pour son équilibre métabolique
(Raibaud et Ducluzeau, 1989; Doré et Corthier, 2010). Le corps d’un Homme adulte
comporte environ 10" bactéries commensales (soit 10 fois le nombre de ses cellules) dont
certaines lui fournissent des composés qui lui sont difficiles voire impossibles a synthétiser.
Parmi les apports bactériens , on peut citer la synthese de vitamines (thiamine, riboflavine,
pyridoxine, vitamine B, et vitamine K), la production d’acides organiques (acide propionique
et I'acide butyrique), I'apport d’enzymes (B-glucuronidase, B-galactosidase, B-glucosidase, a-
glucosidase et a-galactosidase) (Madigan et Martinko, 2006). Aussi, noterons-nous que cette
interaction participe également a la mise en place du systeme immunitaire de ’homme et
son apport s’étend jusqu’au niveau sensoriel de son organisme (Neumann et al., 1998;

Duarte et al., 2004; Souza et al., 2004; Oliveira et al., 2005).

Par ailleurs, la présence de bactéries non bénéfiques altére fonctionnement de I'organisme.
Les bactéries pathogenes sont responsables de maladies infectieuses. On note par exemple
qu’Escherichia coli pathogéne est responsable d’infection urinaire, de septicémie, de
méningite bactérienne (a c6té du Meningocoque) et de gastro-entérite de par son pouvoir
entéropathogene (ex : 0111 B4), entérohémorragique (ex : 0157 H7), entérotoxinogéne (ex :

0104 H4), entéroaggrégatif (Kaper et al., 2004).

Bien que le corps humain dispose d’'un systéme de défense sophistiqué, il peut étre

submergé par ces micro-organismes dont la fréquence de multiplication est élevée.

Pour faire face a ces infections bactériennes, ’homme a recours a des substances qui sont
capables d’empécher le developpement et |la progression de ces bactéries pathogenes sans

toutefois présenter une toxicité pour son organisme.

18



Chapitre I : Introduction bibliographique

11 Lutte contre les micro-organismes pathogenes par les

antibiotiques

Au lendemain de la seconde guerre mondiale, la lutte contre les maladies infectieuses a
connu un bond important par l'application des antibiotiques en milieu médical. Cette
découverte fut le résultat d’une série d’observations de plusieurs auteurs par leurs travaux

sur la microbiologie.

L’histoire des antibiotiques a commencé en 1877. Aprés leurs travaux sur la cristallographie,
la fermentation, la soie et la biere (Rosset, 2003), Pasteur et Joubert (1877) observent
gu’une bactérie se développe moins dans un bouillon envahi de moisissures. Cette remarque
entraine progressivement l'utilisation des moisissures pour lutter contre les infections
microbiennes. Ces observations ont amené Ernest Duchesne en 1897 a rapporter dans sa
thése que les palefreniers enduisent les plaies des chevaux avec de la moisissure pour éviter
gu’elles ne s’infectent. Il s’agit des moisissures qui recouvrent le cuir placé dans les endroits

chauds, humides et sombres des écuries (Duchesne, 1897).

Apres cette importante observation, il a fallu attendre jusqu’en 1929 pour que Fleming
découvre de facon fortuite I'inhibition de Staphylocoque par un Penicillium notatum dans
une boite de Pétri. La substance sécrétée par cette moisissure qui empéche la croissance
d’un autre microorganisme sera isolée et caractérisée. |l s’agit de la pénicilline. La forme
stable de ce premier antibiotique et utilisable in-vivo sur des souris a été élaborée en 1940

par Chain et ses collaborateurs (Chain et al., 1940).

En 1941, cette substance naturelle antimicrobienne eut son premier patient. Albert
Alexander, un policier de 43 ans qui, a la suite d’'une blessure accidentelle, eut la joue
infectée par un Staphylocoque. Face a divers traitements inefficaces de 'infirmerie Radcliff,
ce patient menacait de succomber a sa blessure lorsqu’il recut la premiére dose de
pénicilline avec un succés thérapeutique au bout de 4 jours (Andremont et Tibon-Cornillot,

2007).

L'année 1942 marque le début de la production industrielle de la pénicilline avec les

compagnies pharmaceutiques Merck, Lederle, Squibb et Pfizer (Lerner, 2004).
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C'est le début de I’ére des antibiotiques. Cette découverte et son application ont inspiré de
nombreuses recherches vers des molécules naturelles et synthétiques pour lutter

efficacement contre les infections microbiennes.

IL1 Classification des antibiotiques

En 1941, Waksman, découvreur de la streptomycine, a proposé le mot antibiotique pour
désigner toute substance produite par un micro-organisme et qui a le pouvoir d’inhiber la
croissance d’autres micro-organismes et méme de les détruire (Courvalin et al., 2001).
Aujourd’hui, cette notion s’étend aux substances semi-synthétiques ou méme synthétiques

ayant la méme la fonction.

Qu’il soit naturel ou semi-synthétique, avant son exploitation en médecine thérapeutique,
I'antibiotique doit répondre aux criteres de la définition de Paul Ehrlich sur Ia
chimiothérapie. Pour ce dernier, « une substance chimiothérapeutique utilisable par voie
générale dans le traitement des maladies infectieuses doit étre nuisible pour le micro-
organisme pathogéne mais inoffensive pour les cellules de I'organisme de I’h6te ». De ce fait,
jusqu’aujourd’hui, sur les 10 000 antibiotiques découverts, seulement 150 sont utilisés en
médecine thérapeutique (Walsh, 2003). Environ 80% de ces antibiotiques naturels sont

produits par des bactéries et 20% par des moisissures.

De 1940 a 2005, on a donc assisté a la découverte et a la mise sur le marché de nouveaux

antibiotiques dont la chronologie est présentée par la Figure 1.
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Phénylpropanoides Aminoglycosides Béta-lactamines de 2éme génération
Chloramphénicol Streptomycine céphalosporines
1946 1946 - 1950 1962
Macrolides Streptogramines Li id
Sulfamides i i popeprices
e i E;);t;romycme e Synercides Daptomycine
1962 - 1999 2003
V50 V40 950 960 9/0 980 990 00U
Quinolones Oxazolidinone
Béta-lactamines de 1ére génération Acide nalidixique Linézolides
Penicillines 1960 - 1962 1979 - 2000
1929 - 1941
Tétracyclines Glycopeptides Béta-lactamines de 3éme génération
1949 Vancomycine céphalosporines
1956 - 1973 1976 - 1985

Fluoroquinolones
1978 - 1980

[ Antibiotiques d’origine naturelle L1 Antibiotiques d’origine synthétique ou semi

synthétique

Figure 1: Chronologie de découverte des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006)

Les différents antibiotiques exploités en médecine thérapeutique peuvent étre classés par
famille chimique et par leurs modes d’action. Les cibles décrites jusqu’a présent sont la paroi,

la membrane, I'acide nucléique et les ribosomes des micro-organismes.

1.1.1 Les antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne

La paroi bactérienne est une structure rigide composée de peptidoglycane. Il s’agit d’un
réseau tridimensionnel d’acides aminés et de chaines polysaccharidiques, constituées de N-
acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM). Trois modes d’action sont

utilisés par les antibiotiques présentés par le Tableau 1.
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Tableau 1: Classification des antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne(Bégué et Astruc, 1999; Perronne,

1999)
Mode d’action Famille Sous-famille Exemple Spectre d’action
P Germe a Gram
pénicilline G .
positif
N
YA G 3G
ermes a Gram
,n. ”n M S
peénicillines o ; N\}( positif
0/'\0»—«
oxacilline
He
N i g N
o):h/\x Germe & Gram
pénicillines A H © positif et Gram
of o négatif
pénicillines amoxicilline
HO, o
H Germes a Gram
Carboxypenicillines gng Y PRI
PR, & positif et a Gram
Uréidopénicilline N\)< . .
amidopénicillines @ négatif y compris
P g oH Pseudomonas
Ticarcilline

inhibiteurs de la
transpeptidase

Germes a Gram
positif et a Gram
négatif y compris

carbapénénes Pseudomonas
’
entérocoques et
Imipeneme anaérobie
NH,
How
Premidre j;'/s Germes a Gram
. N positif et a Gram
génération e} négatif
o SoH g
cefalexine
EH?
0
N .
sohal . Deuxieme <0J)‘\’TN S Germes a Gram
céphalosporines VRN
P p génération W j;,r/ o. e | positifeta Gram
o \(IDr négatif
HO” S0
cefuroxime
N/D::(cugjgcooH
/_(L“/n < o Germes a Gram
Troisieme I\ j;r @ positif et a Gram
7 7 . Q N, LR s . .
génération \l/ i “ > négatif y compris
N | oo Pseudomonas
ceftazidine

inhibiteurs de la
polymérisation du
peptidoglycane

glycopeptides

Vancomycine

Germes a Gram
positif

inhibiteurs de la
formation d’acide
N-Acétyle
Muramique

Fosfomycine

HsC
)qr /OH
/ OH
o

fosfomycine

Germes a Gram
positif et négatif
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1.1.2 Les antibiotiques qui ciblent la membrane plasmique

Certains antibiotiques ont pour cible la membrane plasmique bactérienne avec une action
bactéricide. Ces antibiotiques de type polypeptidique présentent une toxicité lors de leur
administration. Ce sont des molécules naturelles produites par des bactéries du genre

Bacillus. On peut les diviser en deux sous familles.

e Les polypeptides tensio-actifs

Il s’agit des polymyxines ou colistines qui sont des antibiotiques cycliques (Figure 2) isolés de
Bacillus polymyxia. On dénombre les polymyxines A, B, C, D, E, F, K, M, P, S, et T, mais

seulement les polymyxines B et E sont exploitées en thérapeutique.

\
H—N Q N’k\k p

(¢]

Nln

Figure 2: Structure de la polymyxine M (Kipnis et Guery, 2010)

Ces antibiotiques agissent comme des détergents de par leur caractére amphiphile et
s’inserent parmi les phospholipides membranaires. Cette insertion perturbe la perméabilité

de la membrane bactérienne entrainant la mort cellulaire.
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e Les polypeptides non tensio-actifs

Dans ce groupe, on note la tyrocidine, la bacitracine et la gramicidine (Figure 3). Ce dernier
est un mélange d’antibiotiques composé de gramicidine A (environ 80%), de gramicidine B

(6%) et gramicidine C (14%) qui sont produits par Bacillus bevis.

$ ‘1 £
Figure 3: Structure de la Gramicidine

La structure primaire de la gramicidine est composée d’un ensemble d’acides aminés qui
alternent les conformations L- et D- (Sarges et Witkop, 1965). Cette alternance va entrainer
une variété de conformations pour sa structure secondaire en fonction de son
environnement. Deux formes existent dont la forme double hélice (ou forme poreuse) et la

forme simple hélice (ou forme canal) (Wallace, 1998).

En s’insérant dans la membrane plasmique, la gramicidine forme des canaux et augmente la

perméabilité de la membrane (Bourinbaiar et Coleman, 1997).

11.1.3 les antibiotiques qui ciblent les ribosomes

Les ribosomes sont des organites présents dans les cellules eucaryotes et procaryotes
(cellule bactérienne). Leur structure se compose de protéines et d’ARN. Ils synthétisent les
protéines en décodant l'information contenue dans I’ARN messager. Ces organites
comportent une petite sous-unité (qui se charge de lire I'information portée par I'ARN

messager) et d’'une grande sous-unité qui se charge d’integrer les acides aminés.
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La plupart des antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes interférent avec la synthése
protéique en induisant des erreurs de synthese ou en inhibant cette synthese. La cellule
bactérienne est ainsi dans une incapacité de synthétiser des protéines qui lui sont vitales.
Les familles des antibiotiques concernées ainsi que leur mode d’actions sont présentées par

le Tableau 2

Tableau 2: Classification des antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes (Le Minor et Véron, 1989;

Houvenaeghel, 1992; Thévenot, 2003)

Mode d’action Famille Sous famille Exemple Spectre d’activité
Germes a Gram
Inducteur d’erreurs o positif (sauf
aminosides .
de decodage streptocoques) et a
Gram négatif
Macrolides
b OH
Erythromycine
Macrolid e G X¢]
Inhibition de .acr0| e.s' \ jOLH : er.”Te @ r,am.
) . Lincosamides N wOH positif et négatif
I’élongation par le . N
site P Synergistines Lincosamides H sauf Enterobacter
(MLS) OH et Pseudomonas
SCHj

Lincomycine

Synergistines

H
‘o,
Ry

(o]
H
-2OH
N
(o] H o] 9
rhe
O:pw o)
o % H
(N Hy,

Dalfapristine

OH
Germe a Gram
Inhibition de OH positif et négatif y
o - ' compris Neisseria,
I'activité de la Phénicoles 2 W HN o strerf)tocoque
eptidyl transferase Il =
PERHAY 0 - - Haemophilus et
Chloramphénicol Salmonelle
HsC_ CHj
HO CH; N
Inhibition de la \ OH
fixation de I’ARN de Cyclines
transfert NH,
OH
OH O OH O 0

Tétracycline
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11.1.4 Les antibiotiques qui ciblent ' ARN

Pour ce mode d’action, on dénombre la famille des rifamycines, composée des rifamycines A,
B, C, D, E, S et SV. Ces antibiotiques ont une structure chimique macrocyclique et sont isolés
de Streptomyces nordia mediterranei. La rifampicine (Figure 4) et la rifabutine sont des

molécules hémi synthétisées a partir de la rifamycine B.

Figure 4: Structure de la rifampicine

En se liant a ’ARN polymérase, ces antibiotiques bloquent la formation de la chaine d’ARN

messager et par conséquent on assiste a un arret de la synthése protéique.

Les rifamycines sont des antibiotiques actifs sur les bactéries a Gram positif, sur
Mycobacterium, quelques bactéries a Gram négatif et surtout les Neisseria meningitidis

(Méningocoque) (Tenstdt, 2010).

11.1.5 Les antibiotiques qui ciblent 'TADN

L’ADN est la cible des quinolones, qui forment une large famille d’antibiotiques de synthése
et dérivent de 'acide nalidixique. lls sont caractérisés par un large spectre d’activité, une
bonne biodisponibilité orale, et une bonne diffusibilité dans les tissus. Les molécules de cette
famille sont classées par génération (Figure 5) a I'instar des céphalosporines (Andriole, 2000;

Hooper et Rubinstein, 2003).
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Figure 5: Structure de quelques quinolones de différentes générations

Les quinolones de la premiere génération regroupent |’acide nalidixique, I'acide pipémidique
et la fluméquine. lls sont actifs sur les bactéries a Gram négatif et leurs utilisations se
limitent principalement dans le traitement des infections urinaires du fait de leur mauvaise

diffusion dans les tissus.

Dans le groupe de la seconde génération, la norfloxacine est caractérisée entre autres, par
I'ajout d’'un atome de fluor a I'acide nalidixique en position Cg et de la pipérazine en position
C,, renforcant I’activité antibactérienne. L'ajout du fluor caractérise les fluoroquinolones. La
ciprofloxacine dérive de la norfloxacine avec I'apport d’un radical (cyclopropyl) sur I'azote N;.
C'est un groupement qui améliore la biodisponibilité de la molécule. Toutes ces
modifications chimiques a partir des quinolones de la premiére génération ont permis
d’élargir leur spectre sur les bactéries a Gram négatif et avec une activité sur Pseudomonas
ageruginosa. Leur spectre d’action s’étend sur les bactéries a Gram positif excluant
Streptococcus pneumoniae. Certains antibiotiques de ce groupe comme la norfloxacine, la

loméfloxacine et I'énoxacine, par leur biodisponibilité insuffisante, sont exploités
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uniguement dans le traitement des infections urinaires. Les autres antibiotiques tels que la

ciprofloxacine, I'ofloxacine sont utilisés pour le traitement d’une grande gamme d’infections.

Concernant les quinolones de la troisieme génération, on note une activité sur les bactéries
a Gram positif y compris le genre Streptococcus et les espéces Klebsiella pneumoniae et
Moraxella catarrhalis (anciennement Branhanella catarrhalis). Cette derniére activité les
qualifie de « quinolones des infections respiratoires ». Ce groupe renferme la balofloxacine,

la grépafloxacine, la lévofloxacine, la pazufloxacine, la sparfloxacine et la tosufloxacine.

Les nouvelles quinolones dites « de quatrieme génération », en complément du spectre
d’activité des quinolones de troisieme génération, ont une activité qui s’étend aux bactéries

anaérobies.

Les quinolones sont des antibiotiques qui se présentent avec deux cibles moléculaires dont
I’ADN et la topoisomérase. Ces antibiotiques possédent une région qui se lie par liaison
hydrogene a I’ADN bactérien. Il s’agit de la région de la molécule qui comporte le groupe
carbonyle de la quinone. Cette molécule établit également une interaction spécifique avec
les enzymes de type topoisomérase (Figure 6). Ce sont des enzymes qui permettent le
déroulement de I’ADN pour sa transcription ou l'enroulement de I'’ADN apres sa
transcription. Elles contrélent donc plus loin la synthése des protéines ou encore la division
cellulaire de la bactérie. L'interaction des quinolones avec ces enzymes se fait par les

radicaux qui jouxtent la quinone.
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Région de liason hydrogéne avec I'ADN

B

Figure 6: Régions fonctionnelles des quinolones

Selon plusieurs auteurs, les interactions entre ces antibiotiques avec I'’ADN et les
topoisomerases induisent la formation d’un complexe ternaire qui inhibe I'activité de
I'enzyme impliquée dans cette réaction. Une cartographie de la structure chimique des
quinolones qui met en évidence la relation structure-activité de ces antibiotiques a été donc

établie (Figure 6) (Yoshida et al., 1991; Mitscher et al., 2003; Shen, 2003).

IL2 Les résistances aux antibiotiques

Apres une période de forte efficacité contre les maladies infectieuses, les antibiotiques se
présentent de moins en moins efficaces face a certaines infections bactériennes. Dés 1940,
juste aprés la découverte de la pénicilline, Abraham et Chain avaient mis en évidence
I'existence de résistance a cet antibiotique chez B coli (Escherichia coli) (Abraham et Chain,

1940). Les bactéries s’adaptent aux antibiotiques et deviennent résistantes.

On distingue deux types de résistance bactérienne. La résistance naturelle et la résistance

acquise.
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1.2.1 La résistance bactérienne naturelle

Si les antibiotiques, molécules naturelles, sont synthétisés par la plupart des micro-
organismes pour supplanter d’autres micro-organismes dans un environnement donné, ces
substances peuvent ne pas étre actives sur tous les micro-organismes. On dira que ces
micro-organismes ont une résistance naturelle vis-a-vis de cette molécule. La résistance
naturelle a un antibiotique donné est un caractére présent chez toutes les souches de la
méme espece (Courvalin et al., 2001). C’'est ainsi que, les bacilles a Gram négatif sont
naturellement résistants aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des difficultés
a passer la membrane externe de leur paroi. Les mycoplasmes, bactéries dépourvues de
parois présentent une résistance naturelle aux B-lactames, puisque le mode d’action de
cette famille d’antibiotique consiste a inhiber la synthese du peptidoglycane (Normak et

Normak, 2002).

1.2.2 La résistance acquise

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénoméne qui apparait au
niveau des souches d’une espece donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est
I"acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la
molécule qui lui était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit

par acquisition des génes transférés d’un autre micro-organisme.

[1.2.2.1 Résistance par mutation chromosomique

Les résistances bactériennes par mutation chromosomique sont induites par des
modifications structurales pouvant se traduire soit par un probléme de perméabilité a un ou
plusieurs antibiotiques, soit en rendant les cibles spécifiques des antibiotiques indifférentes.
La résistance chromosomique est un phénomeéne qui présente plusieurs caractéres
exceptionnels. Il s’agit premierement de sa rareté puisqu’il intervient en moyenne tous les
10° a 10" divisions de la bactérie. Ensuite elle posséde un caractére aléatoire car

I'antibiotique n’est par une molécule mutagene donc n’induit pas de mutation chez la
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bactérie. Cependant I'antibiotique participe a la sélection des bactéries mutantes. On note
aussi son caractére spécifique (affecte un antibiotique ou une famille d’antibiotiques qui ont
le méme mécanisme d’action), son indépendance et son absence de transmissibilité

(Courvalin et al., 2001).

[1.2.2.2 La résistance par acquisition de genes

Il s’agit ici de la résistance par un gain d’ADN extra-chromosomique le plus souvent un
plasmidique. Le plasmide est un fragment d’ADN extra-chromosomique (présent dans le
cytoplasme) et qui peut porter un ou plusieurs génes de résistance. Ces fragments d’ADN
peuvent étre transmis d’une bactérie donneuse a une autre bactérie dite receveuse ; cette

transmission peut se faire entre deux especes différentes de bactéries.

A travers ce mécanisme, on se trouve face a une facilité d’acquisition de résistance et méme
de multi-résistance contrairement a celle acquise par mutation d’ADN chromosomique. Ce
mode d’acquisition de résistance peut se faire selon trois mécanismes différents dont la
transduction (avec un bactériophage comme vecteur), la transformation (capture d’ADN par
la bactérie) et la conjugaison (transfert de plasmide d’une bactérie a une autre qui peut étre

d’espece différente) (Baudry et Brézellec, 2006).

11.2.3 Evolution des bactéries résistantes aux antibiotiques

Les différents modes d’acquisition des résistances donnent une idée de la fréquence de leurs
apparitions ainsi que des activités qui les favorisent. L'acquisition de la résistance par le
transfert des genes est celle qui présente la fréquence la plus élevée. Les résistances
bactériennes acquises par mutation chromosomique concernent 10 a 20% des souches
isolées en clinique (Courvalin et al., 2001). La combinaison de ces deux modes se traduit par
une augmentation de la fréquence des résistances. Comme le présente la Figure 7, certains
auteurs ont observé une augmentation rapide de la fréquence d’apparition des
Staphylococcus aureus producteurs de la pénicillinase dés les années 1945 (Barber, 1947;

Bush, 1997; Medeiros, 1997; Bush, 2004).
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Figure 7: Croissance rapide de production de penicillinase par Staphylococcus aureus

(Bush, 1997; Medeiros, 1997; Tankovic et al., 1997; Bush, 2004)

D’un pourcentage d’apparition de moins de 10% en 1945, cette valeur atteint environ 80%
en 1955. Du fait de l'inefficacité des pénicillines sur les Staphylococcus aureus, d’autres
familles d’antibiotiques ont d{ étre utilisées. Par conséquent, a coté de I'acquisition de cette
résistance aux pénicillines, ces souches de Staphylococcus aureus ont acquis de nouvelles
résistances aux antibiotiques, et sont devenues progressivement des souches
multirésistantes. L'acquisition de ces résistances mixtes par ces souches déja résistantes aux
pénicillines a été mise en évidence par Tankovic (1997) dans leurs travaux a I’h6pital Henri
Mondor sur la période de 1969 a 1995 (Figure 8). Toujours par le méme principe, on observe
des fréquences d’apparition de ces types de résistances de plus en plus élevées dans le
temps. Le taux de résistance de cette bactérie (déja résistante aux pénicillines) aux autres
familles d’antibiotiques tel que les cyclines, les aminosides et les quinolones augmente
également et atteint des valeurs proches de 100% sur cette période (Figure 8). On notera
gue ces résistances croisées sont apparues progressivement avec |‘usage d’autres
antibiotiques pour le traitement des infections aux Staphylococcus aureus. La bactérie n’a

fait que s’adapter aux nouveaux types de traitement par I'addition des résistances.
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Figure 8: Evolution de la résistance de Staphylococcus aureus résistants a la méthiciline
a d'autres antibiotiques (Tankovic et al., 1997)

L’addition des résistances des bactéries est de plus en plus observée et ce phénomeéne
constitue une véritable inquiétude. Les bactéries résistantes a plusieurs antibiotiques sont
classées en fonction du nombre de famille d’antibiotiques n’ayant plus d’activité sur elles.
Par ce mode de classification basé sur le phénotype des bactéries, on distingue les
multirésistances de type MDR (MultiDrug resistant), XDR (Extensively Drug resistant) et PDR

(Pandrug resistant).

Selon I'ECDC (European Center for Disease prevention and Control) (2011), les bactéries
multirésistantes de type MDR se définissent comme résistantes a au moins trois familles

différentes d’antibiotiques.

Les multirésistants de type XDR se caractérisent par leur sensibilité a une seule famille

d’antibiotique préconisée pour leur traitement.

Enfin, les bactéries multirésistantes de type PDR sont résistantes a toutes familles

d’antibiotiques disponibles (Magiorakos et al., 2011). Toute bactérie multirésistante de type
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PDR est aussi une bactérie qui remplit les criteres des multirésistances de type XDR qui elles-

mémes font partie des MDR comme l'indique la Figure 9.

Non - MDR
XDR

Figure 9: représentation des multirésistants de type PDR, XDR et MDR (Magiorakos et al., 2011)

L'acquisition des génes de multirésistance se fait majoritairement par transferts
plasmidiques. Par ailleurs, il arrive que dans le cas d’'une mutation chromosomique, la
mutation affecte les porines et cela induit des résistances simultanées comme par exemple
celles aux B-lactamines et aux aminosides chez des souches de Pseudomonas aeruginosa.
On note aussi par ce méme mécanisme des résistances simultanées aux B-lactamines, aux
quinolones, au chloramphénicol et au trimethoprime au niveau des souches de Klebsiella

spp, Enterobacter spp. et Serratia spp.

1.2.4 Epidémiologie des résistances bactériennes

Les fréquences d’apparition des résistances et multirésistances sont le plus souvent
conditionnées par une utilisation accrue des antibiotiques. La pression de ces molécules
exercée sur les flores bactériennes semble étre a I'origine des émergences des résistances
bactériennes (Shlaes et al., 1997; Henriet et Guillemot, 2000; Jan et al., 2000). De ce fait, sur
la recommandation de I'OMS, des structures des surveillances des résistances aux

antibiotiques ainsi que des comités sur le bon usage de ces molécules sont mis en places
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dans la plupart des pays du monde. L'objectif de ces structures est de dresser
périodiquement I'état des lieux des résistances bactériennes en vue de mieux adapter

I'antibiothérapie.

[1.2.4.1 Variabilité géographique des résistances

A partir de cet état des lieux, le premier constat est que les prévalences des résistances aux
antibiotiques sont géographiquement variables et sont fonction des habitudes des
populations locales telles que I'automédication, la consommation excessive des
antibiotiques, les précautions contre les infections nosocomiales, la gestion des déchets
hospitaliers, 'usage des antibiotiques dans |'élevage, etc. En Europe, la cartographie de
I'ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) sur la résistance des
Staphylococcus aureus a la méthiciline présente une prévalence dont les valeurs suivent un

gradient du Nord vers le Sud selon la Figure 10 (Tiemersma et al., 2004).

MRSA proportion

Figure 10: Prévalence des Staphylococcus aureus résistant
a la méthicilline en Europe (1990-1991)(Tiemersma et al., 2004)
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Cette variabilité des résistances bactériennes en fonction des régions impose une

antibiothérapie géographiquement adaptée et raisonnée.

[1.2.4.2 Impact de la consommation des antibiotiques

L'utilisation inadéquate des antibiotiques peut contribuer fortement a la mise en place des
bactéries pathogénes résistantes dans un environnement donné. Ce constat a amené a
identifier des gestes inappropriés qui favorisent ces évenements. Ces gestes sont en général

liés a 'emploi non approprié de ces molécules antimicrobiennes.

Le premier concerne la consommation accrue et inappropriée des antibiotiques. On note
I’existence d’un paradoxe, plus les antibiotiques sont utilisés, plus ils perdent leur efficacité
(Monnet, 2000). Leur utilisation excessive est identifiée comme contribuant a la mise en
place des bactéries résistantes en particulier par utilisation non conforme. En France, on
dénombre environ 80 millions de prescription d’antibiotiques en ville par année et on estime
en méme temps que 50% de ces prescriptions sont inappropriées (Choutet, 2003). Selon
certains auteurs, la consommation d’antibiotiques par un patient suivant une posologie
élevée sur une longue durée peut conduire a une probabilité élevée d’infection ou de
colonisation de sa flore par des bactéries résistantes (McGowan, 1987). De méme, une
utilisation a dose insuffisante chez un patient induit également une probabilité élevée

d’apparition de bactéries résistantes chez ce patient (Guillemot et al., 1998).

La relation entre l'utilisation des antibiotiques et I'apparition des formes résistantes de
bactéries a été mise en évidence a partir d’une étude du projet ICARE en collaboration avec
huit hopitaux aux Etats Unis d’Amérique. Cette étude a été effectuée sur I'évolution des
Pseudomonas résistants a la ceftazidine en fonction de la consommation de cet antibiotique.
La Figure 11 révele une augmentation du pourcentage des Pseudomonas aeruginosa
résistants a la ceftazidine (une céphalosporine de la troisieme génération) avec les doses
journalieres pour mille journées d’hospitalisation dans les hoépitaux participants a ce projet

(Monnet et al., 1995).
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Figure 11: Pourcentage de Pseudomonas aeruginosa résistant a la ceftazidime
dans huit hopitaux américains participant au projet ICARE en fonction
de la consommation de céphalosporines de troisieme. DJ = dose journaliére (Monnet et al., 1995)

La corrélation entre la consommation des antibiotiques et I'évolution des souches
bactériennes résistantes a été également révélée lors d’'une autre étude dans des hopitaux
des Etats-Unis. Il s’agit d’'une étude qui met en évidence l'augmentation du taux des
Staphylococcus initialement résistants a la méthicilline devenus résistants a la vancomycine
aprés une consommation accrue de cet antibiotique (Schentag et al., 1998). Ces
observations ont également été faites sur I'évolution de la résistance a I'imipénéeme des
Klebsiella initialement résistants au céphalosporines en fonction de la quantité de cet

antibiotique consommeée (Rahal et al., 1998).

D’autres formes d’utilisation des antibiotiques contribuent également a I'apparition des
souches bactériennes résistantes. Il s’agit de l'usage des antibiotiques en médecine

vétérinaire, en élevage agricole et en agriculture.

Leur utilisation en médecine vétérinaire présente des impacts aussi comparables a ceux
rencontrés en médecine humaine. Cette utilisation chez les animaux est une pratique non
négligeable car elle représente environ 40% de la consommation totale des antibiotiques.
Ces molécules sont utilisées en élevage soit pour soigner les animaux infectés, soit pour
prévenir ces infections. Ce dernier motif pousse les éleveurs a un usage systématique en
absence d’infection microbienne puisque selon eux, les antibiotiques auraient des propriétés

de « stimulateur de croissance » chez ces animaux (Guillot et Lafont, 1989).
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Par ailleurs, I'utilisation de ces molécules en agriculture, bien qu’elle concerne trés peu de
familles d’antibiotiques, a un impact non négligeable sur I'environnement. Il s’agit d'une
pratique qui représente 0,1% de la consommation totale des antibiotiques aux Etats Unis
d’Amérique et concerne la streptomycine et un dérivé de la tétracycline. Malgré la faible
qguantité d’antibiotique utilisée, les micro-organismes du sol et de I'’environnement y sont
exposés (Andremont et Tibon-Cornillot, 2007). Par conséquent cette forme d’utilisation
présente également un important risque de sélection de souches de plusieurs espéces

bactériennes résistantes.

Quel que soit la forme d’utilisation des antibiotiques (médecine humaine, vétérinaire, en
élevage ou en agriculture), une quantité de ces antimicrobiens se retrouve dans
I’environnement (eaux usées, déversoirs et nappes souterraines). Aux Etats Unis d’Amérique,
une étude effectuée sur des prélevements d’eaux usées provenant de trente états a révélé la
présence de vingt-deux antibiotiques différents a des concentrations de l'ordre du
microgramme par litre (Kolpin et al., 2002). En Céte d’lvoire, une étude similaire a mis en
évidence I'existence de 3 antibiotiques et d’autres produits pharmaceutiques dans des eaux
usées et déversoirs d’Abidjan a des concentrations du méme ordre de grandeur que celles
de I'étude précédente (Kouadio et al., 2009). Les quantités paraissent faibles mais selon
certains auteurs seraient suffisantes pour sélectionner des formes résistantes de bactéries

(Corpet et al., 1989).

[1.2.4.3 Epuisement de I'arsenal thérapeutique

Si les bactéries deviennent des multirésistants de type XDR ou PDR par rapport aux
antibiotiques dont nous disposons, il est certain que de multiples cas d’impasses
thérapeutiques s’imposeront a nous. Depuis quelques années, nous assistons a une
diminution de la production de nouveaux antimicrobiens. Les firmes pharmaceutiques ont
progressivement arrété de mettre sur le marché de nouvelles molécules d’antibiotiques.
Cette réduction a évolué régulierement de 1980 a 2000 (Bush, 2004). La derniére apparition
d’antibiotiques issus d’une nouvelle famille (différente de celles déja décrites) est antérieure
a I'année 1980 ; il s’agit de la « linézolide » (Leach et al.). La recherche en antibiothérapie
n’est plus un investissement compétitif car, les cibles moléculaires au sein d’une bactérie

deviennent de plus en plus difficiles a identifier (Andremont et Tibon-Cornillot, 2007).
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D’autre part, la Valeur Net de Production (NPV) des antibiotiques est estimée a cent millions
de dollars. Cette valeur est loin derriere celle des anticancéreux (trois cent millions de
dollars), celle des médicaments du systeme nerveux central (sept cent vingt millions de
dollars) et celle des médicaments du systeme musculo-squelettique estimé a 1 milliard cent

cinquante millions de dollars (Wenzel, 2004).

De plus, la diminution de notre arsenal antimicrobien depuis les années 1980 conduit a une

exposition des bactéries par I'antibiothérapie aux mémes molécules sur une longue période.

La conséquence est que les bactéries, quel que soit I'antibiotique qui leur sera exposé pour
les éliminer, finissent avec le temps par s’adapter soit par mutation chromosomique, ou soit
par acquisition de géne de résistance contenu sur un matériel génétique extra-
chromosomique. Pour toujours rester maitre dans cette lutte contre les bactéries
pathogenes et infectieuses, il faudrait avoir constamment une avance sur |'apparition des

bactéries résistantes.

Selon la spirale de la résistance décrite par Carlet et collaborateurs (2004) (Figure 12),
I'apparition de formes résistantes ou multirésistantes de bactéries suscite une certaine
inquiétude chez les cliniciens et chercheurs. Cette inquiétude induit une réaction au niveau
des industries pharmaceutiques pour developper de nouveaux antibiotiques efficaces sur la
nouvelle forme bactérienne résistante. L'utilisation constante de cette nouvelle molécule

induira systématiquement de nouvelles formes de résistance d’ou une nouvelle inquiétude.
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Figure 12: Spirale de la résistance de Carlet (Carlet et al., 2004)

En attendant le développement et I'optimisation d’autres voies de lutte contre les
pathogenes, il est clair qu’anticiper sur I'adaptation des bactéries ne peut se définir que par
le renouvellement de I'arsenal thérapeutique des molécules antimicrobiennes. De ce fait, la
recherche de ces molécules au niveau des plantes médicinales pourrait étre une piste

interessante a développer.
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III Lutte contre les pathogenes avec les plantes médicinales
II.1 Introduction

« La médecine traditionnelle est 'ensemble des connaissances, compétences et pratiques
basées sur des théories, des croyances et des expériences auxquelles différentes cultures
ont recours pour entretenir la santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, soulager ou

soigner des maladies physiques et mentales » (WHO, 2002).

La médecine traditionnelle, aussi qualifiée de médecine complémentaire, alternative, non
conventionnelle ou encore parallele existe depuis des millénaires. Son apport dans la prise
en charge des pathologies est reconnu. Aujourd’hui, cette médecine reste toujours tres
utilisée dans les pays en développement du fait de I'insuffisance et donc inaccessibilité des
centres de santé modernes pour les populations des campagnes isolées mais également du
fait du colt plus élevé de la prise en charge d’un patient par la médecine moderne comme
indique la Figure 13. Selon une étude réalisée au Ghana (Afrique de I'Ouest) le traitement du
paludisme par les plantes médicinales est trois fois moins onereux qu’une automédication
par achat direct en pharmacie sans ordonnance et seize fois moins onereux qu’un traitement

thérapeutique aprés consultation (Ahorlu, 1997).
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Figure 13: Colit de traitement du paludisme par divers

type de soins au Ghana (Ahorlu, 1997)

On note également que, depuis les années 1990, cette médecine se developpe a nouveau

dans de nombreux pays « développés ».

Les plantes représentent la matiére premiere la plus exploitée dans la médecine
traditionnelle. Elles sont utilisées entierement ou en partie (un organe précis) pour leurs

propriétés thérapeutiques en santé humaine ou animale.

Selon I'OMS, 80% des populations des pays en voie de développement ont recours aux
plantes pour traiter divers problemes de santé. Si ces « anciennes » pratiques ont continué
d’exister jusqu’a aujourd’hui malgré la présence dominante de la médecine « moderne »,
c’est parce qu’elles enregistrent des succes thérapeutiques. C'est ainsi que 'OMS a mis en
évidence leur efficacité a partir de 50 Essais Thérapeutiques Randomisés (ETR) issus des
travaux de différents auteurs publiés par « Therapeutics_letter »,. (Therapeutics_letter,

1998; WHO, 2002) (Figure 14).
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Figure 14: mise en évidence de I'efficacité de la médecine traditionnelle a partir de 50 ETR

(WHO, 2002)

Il arrive que certains patients aient recourt aux plantes médicinales (médecine traditionnelle)
soit apres une série d’échecs thérapeutiques avec la médecine moderne ou dans les cas ou
la médecine moderne se trouve dans une position d’impuissance (Figure 15). Selon cette
étude présentée par I'OMS, 78% des personnes porteuses du VIH combinent médecine

moderne et traditionnelle (Anderson et al., 1993; Ostrow et al., 1997; WHO, 2002).

60 % 40 % 22% 78 %

Population adulte générale Personnes vivant avec
le VIH/SIDA
|:| non-utilisateurs de MCP . utilisateurs réguliers de MCP

Figure 15: Recours a la Médecine Complémentaire Parallele (MCP)
par les patients vivant avec le VIH aux Etats Unis

(Anderson et al., 1993; Ostrow et al., 1997; WHO, 2002)

On note toujours dans la méme étude que cette médecine complémentaire est exploitée par
40% de la population générale des adultes.
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IIL.2 Le potentiel antimicrobien des plantes médicinales

Les plantes sont des étres vivants qui utilisent la matieére minérale et |I'énergie du soleil pour
produire de la matiére organique. Ce processus permet a la plante de synthétiser dans une
premiere étape des hydrates de carbones (les glucides) (Bruneton, 2009; Dewick, 2011). Ces
glucides de faibles poids moléculaires (oses) sont utilisés pour la synthése de métabolites
primaires nécessaires pour la survie. Il s’agit de glucides complexes (I'amidon, la cellulose,

les pectines ...), des acides aminés (pour la synthése de protéines), et d’acides gras.

Ces métabolites primaires sont exploités par I'homme et les animaux pour leur alimentation
et apports énergétiques. Par ailleurs, I'homme les utilise également dans le domaine médical
pour la fabrication d’excipients tels les oses édulcorants, les polysaccharides dans la
fabrication des comprimés ou encore pour I'obtention d’émulsions et autres... Certains de

ces métabolites primaires servent aussi de molécules thérapeutiques.

A partir des oses et des métabolites primaires, la plante synthétise une grande variété de

métabolites dits secondaires, plus complexes.

Aujourd’hui, plusieurs de ces phytomolécules ont déja été décrites mais un grand nombre
reste encore mal connu et non caractérisé. Ces composés constituent les principes actifs des

plantes médicinales exploités dans la médecine traditionnelle.

En se basant sur leurs structures chimiques, ces phytomolécules issues des métabolites
secondaires sont classées en quatre grands groupes chimiques: composés phénoliques,

alcaloides, terpénes et autres constituants (dérivés simples des métabolites primaires).

111.2.1 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques regroupent un grand nombre de substances chimiques qui
possedent au moins un noyau aromatique. Ce noyau porte une ou plusieurs fonctions alcool
(groupement hydroxyle). Les phytomolécules phénoliques ont des structures allant des plus

simples (acide gallique) aux plus complexes (les tanins). Les composés phénoliques
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possédent de nombreuses activités biologiques dont des activités antimicrobiennes (Rath et

al., 1995; Xiang et al., 2008; Jainkittivong et al., 2009; Rivera et al., 2011; Basli et al., 2012).

On peut classer les polyphénols en fonction de leur voie de biosynthése. On distingue ainsi

les phénols simples, les coumarines, les stilbenes, les flavonoides, les saponines, les lighanes,

les quinones... Le Tableau 3 présente les différents groupes de composés phénoliques ayant

une activité antimicrobienne décrite.

Tableau 3: Classiffication des composés phénoliques a activité antimicrobienne

Groupe Sous-groupe Structure de | Exemple Origine et références
base d’antimicrobien
antifongique, isolé de
H OH
Satureja hortensis L.
Phénol simple (Pauli, 2006)
Carvacrol

Coumarine

@ij
NS
o o

Antiparasitaire et
antibactérien, isolé de
Amburama cearensis
(Fleurentin, 2002; Hassan et al.,

2008)

stilbénes

OH
: (0
o h
OH

Resveratrole

Antifongique, isolé de
Polygonum cuspidatum
(Docherty et al., 2001; Kukri¢ et

Topali¢-Trivunovi¢, 2006)

flavonoides

Flavone

antibactérien isolé de
Artocarpus heterophyllus

(Sato et al., 1996)

Flavonone

Quercetin

antiparasitaire, isolé de
Morinda morindoides

(Cimanga et al., 2006)
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antibactérien isolé de

Flavononol O Mimusops elengi L
OH OH O (Hazra et al., 2007)
o]
2,3-dihyro-3,3'4’5,7-
pentahydroxyflavone
O antibactérien isolé de
(o]
Flavanone O Flemingia strobilifera (Madan
o et al., 2008)
8, 3'-diprenyl-5, 7, 4'-
trihydroxy flavanone
Chalcone O | antiparasitaires
o
antibactérien isolé de Dunalia
Aurone spinosa

(Erazoa et al., 2008)

Saponines

antibactérien, isolé de Avena
sativa L

(Bahraminejad et al., 2008)

Tanins

Procyanidin B

antibactérien, isolé de
Vaccinium vitis-idaea L

(Ho et al., 2001)

Lignanes

frs
o OH
H
0. ] CHy
HO
! CH,

OH
OH

3-dimethylisolariciresinol-9-

hydroxyisopropylether

antibactérien, isolé de Taxus
baccata

(Erdemoglua et al., 2004)
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(J)H
H\ _ﬁ,:-r-:—'l antibactérien, isolé de Pyrus
5 ] CHOH |
enzoquinone //LH_O\O spp
(Jin et Sato, 2003)
0 HO
OH
Arbutin

i HiC | antibactérien, isolé de
Quinones ) ‘O Plumbago zeylanica L.
Naphtoquinone

(Jeyachandran et al., 2009)

antifongique, isolé de Morinda

Anthraquinone lucida

(Rath et al., 1995)

Nordamnacanthal

111.2.2 Les terpénes et stéroides

Les terpenes sont des huiles essentielles de nombreuses plantes.. Ils sont volatils et
constituent la résine et les essences des plantes. C'est le cas de I'essence de térébenthine
isolée a partir de la résine de pin. Sur le plan structural, les terpénes sont des dérivés de
I'isopréne (CsHg). Leur nomenclature et leur classification se font en fonction du nombre
d’unités isopréniques qui constituent la molécule. Des activités antimicrobiennes des
terpénoides ont été mises en évidence (Oussou et al., 2004; Bourkhiss et al., 2007; Goetz et
Ghedira, 2012). On les classe en monoterpenes, sesquiterpénes, diterpenes, triterpenes et
caroténoides dont des exemples de structures antimicrobiennes isolées chez certaines

plantes sont présentées par le Tableau 4.
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Tableau 4: Classification des terpénes

Sous-groupe

Structure de base

Exemple d’antimicrobien

Origine et références

CioH16

Monoterpéne

a pinene

antifongique isolé de Pinus
sylvestris L.(Pauli, 2006; Amarti et
al., 2010)

CisHos

Sesquiterpenes

<

Guaiazulene

antifongique, isolé de Callitris
intratropica

(Pauli, 2006)

CaoH32

Diterpénes

antifongique, isolé de Ballota
saxalitiss

(Citoglu et al., 1998)

Triterpénes C3oHas

Hydroxyimberbic acid
glycosides

antibactérien et antifongique, isolé
de Combretum imberbe

(Katerere et al., 2003)

111.2.3 Les alcaloides

Les alcaloides représentent une vaste famille de composés chimiques dont la structure
comporte au moins un hétérocycle azoté. Ce sont des composés qui présentent plusieurs
activités pharmacologiques telles qu’analgésique (la morphine), antimicrobienne (imidazole,
chloroquine, quinine), anticancéreux (vinblastine, vincristine). Ils sont des précurseurs de
nombreux médicaments. On les divise en sous-groupes structuraux que sont les tropanes,

les pyrrolizidines, les pyridines, les tropolones, les isoquinoléines, les indoles, les purines, les

imidazoles et les alcamines (Tableau 5).
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Tableau 5: Tableau de classification des alcaloides

Classes

Structures de bases

Exemple

Origine et références

Les pyrrolizidines

Senecionine

antibactérien, isolé du
genre Senecio

(Mandic et al., 2009)

Les tropanes

HC H
N N
o
/\740
o 6 HaC

antifongique, isolé
d’Erythroxylum mooni

(O'Hagan, 2000)

H =N
antifongique, isolé de
Ho_~_H N
les pyridines Cleistopholispatens
NN
H N H (0] (Hufford et al., 1987)
Onychine
OH
Q OH antibactérien, isolé de T.
Tropolone dolabrata SIEB.
CH
HyG ’ (Morita et al., 2003)
Hinokitiol
H H antibactérien, isolé
H X d’Albertisia villosa
Les isoquinoléines
H =N (Lohombo-Ekomba et al.,
H H 2004)
Cycleanine
H
H N
H Br
. i N\ N antibactérien
Les indoles P s
h l., 2
H u B i N" o (Oh et al., 2006)
H

Hamacanthin B
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II1.3 les plantes médicinales du genre Morinda
111.3.1 Introduction

Appartenant a la famille des Rubiacées, le genre Morinda comporte environ 80 especes
décrites. Elles se présentent sous la forme d’arbres, d’arbustes et de lianes. Les
caractéristiques botaniques communes a de ce genre d’espéces sont décrites par
« I'encyclopédie méthodique ou par ordre de matiere » selon la description morphologique

qui suit :

Ces rubiacées ont des fleurs agrégées, sessiles et réunies en une téte globuleuse sur un
réceptacle commun. Leur calice est composé d’une seule piéce robuste et petite. La corolle
est monopétale, tubuleuse avec une forme presqu’en entonnoir. Les espéces de ce genre
ont cing étamines en filament trés courts, insérées a I'orifice d’'un tube. Les antheres sont
linéaires, droites et a peine saillantes. Les ovaires adherent au tube du calice, le style est

simple, filiforme et le stigmate est bifide (De Monet De Lamarck et Poiret, 1793).

Razafimandimbison et collaborateurs (2009) ont établi un arbre phylogénétique par la
méthode bayesienne a partir de la combinaison des données des régions nrETS/nrITS/trnT-F
de I'ADN. Cet arbre a mis en évidence des similitudes entre les especes du genre Morinda
avec celles des autres genres de la tribu des Morindaea (Figure 16). Son étude a permis de

déterminer les limites phyllogénétiques entre les genres de cette tribu.

Les especes du genre Morinda se répartissent dans les zones tropicales du globe (Figure 17).
Parmi les especes que comporte ce genre, certaines sont connues pour les phytomolécules
thérapeutiques qu’elles synthétisent. Par exemple, le jus du fruit de Morinda citrifolia connu
aux Etats unis sous l'appellation de « Tahitian Noni » est approuvé comme complément

alimentaire en diététique (Phakhodee, 2012).

Ayant connaissance de leurs vertus thérapeutiques, les populations locales utilisent ces
espéces pour traiter plusieurs pathologies. La plupart des plantes médicinales du genre
Morinda exploitées sont issues de I'Asie et de I’Afrique mises a part les espéces comme
Morinda royoc et Morinda muscosa qu’on trouve sur le continent américain. La Figure 17
présente la distribution géographique mondiale de quelques espéces médicinales. Ces
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plantes sont généralement utilisées comme des antifongiques, des antibactériens, des anti-
inflammatoires, des anticancéreux, des antiparasitaires, des analgésiques (Lv et al., 2001;
Mian-Ying et al., 2002; Jasril et al., 2003; Pawlus et al., 2005; Deng et al., 2007; Ruksilp et al.,
2011). Selon Baker (1947), le botaniste Scott Eliot rapporte que Morinda morindoides est
une plante connue en Sierra Leone pour son efficacité contre la fievre. La décoction des

feuilles permet de traiter les troubles gastriques.
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Figure 16: Arbre phyllogénétique de quelques espéces du genre Morinda (Razafimandimbison et al., 2009)
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Figure 17: Distribution des espéces du genre Morinda exploitées comme plante médicinale

a : Morinda umbellata (De Monet De Lamarck et Poiret, 1793; Ban et al., 2013) b : Morinda citrifolia (De Monet De Lamarck et Poiret, 1793; Peter et Richard, 2001) ¢ : Morinda royoc
(De Monet De Lamarck et Poiret, 1793; Borroto et al., 2008) d : Morinda muscosa (De Monet De Lamarck et Poiret, 1793) e : Morinda axillaris (De Monet De Lamarck et Poiret, 1793)
f : Morinda retusa (De Monet De Lamarck et Poiret, 1793) g : Morinda morindoides (Baker, 1947; Cimanga et al., 1999) h :Morinda lucida (Peter et Richard, 2001) i:

Morinda longiflora j: Morinda officinalis (Balch, 2002)  k : Morinda pandurifolia (Merrill, 1936) | : Morinda elliptica (Ali et al., 2000; Chong et al., 2005) m : Morinda sp
(Vercauteren et al., 1998)  n: Morinda angustifolia (Peter et Richard, 2001)
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111.3.2 Les phytomolécules issues du genre Morinda

Les différentes espéces de Morinda, comme toutes plantes médicinales sont exploitées a
partir des extraits des différents organes (feuilles, tige, racines et les fruits) de la plante en

fonction de la pathologie a traiter.

Les investigations phytochimiques faites sur les plantes du genre Morinda ont révélé des
groupes chimiques caractéristiques pour chaque organe. A partir des différents extraits des
organes de ces plantes, des sucres, des flavonoides, des iridoides, et des anthraquinones

ont été isolés.

Les groupes qui se dégagent, sont soit des anthraquinones, en abondance au niveau des
racines, soit des flavonoides et iridoides au niveau des feuilles, tiges et fruits (Phakhodee,

2012).

1.3.2.1 Les iridoides du genre Morinda

Les iridoides sont des métabolites secondaires synthétisés par un grand nombre de végétaux.
Leur structure est monoterpénique. Ces molécules sont aussi des métabolites intermédiaires
pour la biosynthése des alcaloides. Sur le plan structural, ils sont composés d’une chaine de
cyclopentane qui est associée a un hétérocycle a oxygéne a 6 chainons. Une quarantaine
d’iridoides ont été isolés des especes du genre Morinda. Elles proviennent des especes M
citrifolia, M morindoides, M elliptica et M coreia. Ces composés sont isolés des fruits, feuilles
et tiges de ces especes. Les activités antimicrobiennes, antioxydantes et cytotoxiques ont été

révélées au niveau de ces composés.

Parmi ces iridoides décrits, on note la Gaertneroside, la 6 Acetyl-Gaertneroside, la Methoxy-
Gaertneroside, la 6-Acéthyl-methoxy-Gaertneroside et la Dehydro-methoxy-Gaertneroside
(Figure 18) isolées des feuilles de Morinda morindoides dont les activités antimicrobiennes

ont été évaluées sur Plasmodium falciparum (Cimanga et al., 2002; Tamura et al., 2010).
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6 Acetyl-Gaertneroside Methoxy-Gaertneroside Gaertneroside

6 Acéthylmethoxy Gaertneroside Dehydromethoxy-Gaertneroside

Figure 18 : Iridoides antimicrobiens isolés du genre Morinda

1.3.2.2 Les flavonoides issus du genre Morinda

Des flavonoides ont été isolés principalement des feuilles et fruits de Morinda morindoides

et de Morinda citrifolia.

Parmi une quarantaine de flavonoides isolés de ces plantes, on dénombre 15 molécules pour

lesquelles I'activité antimicrobienne (antiparasitaire) a été mise en évidence (Figure 19).

Ce sont des molécules anti Plasmodium falciparum isolées des feuilles de Morinda

morindoides (Cimanga et al., 2006).
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Figure 19: Flavonoides antimicrobiens issus du genre Morinda
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1.3.2.3 Les anthraquinones antimicrobiennes décrites du genre
Morinda

Les anthraquinones sont des molécules issues de la famille chimique des composés
aromatiques dérivés de I'anthracene. Ces molécules constituent des métabolites secondaires
de nombreux végétaux et ont des caractéristiques pigmentaires. Les anthraquinones
synthétisées par les plantes sont tres variées et possedent une grande gamme d’activités
biologiques. Certains de ces composés sont utilisés pour traiter des troubles gastriques, les
infections bactériennes et présentent des activités anticancéreuses. Aujourd’hui, une
centaine de ces composés aromatiques ont été isolés principalement des racines des
espeéces du genre Morinda. Certaines ont fait 'objet de test d’activités antimicrobiennes
dont la dihydroxy-2-methyl-3,7-dimethoxy-anthraquinone (Xiang et al., 2008), la
nordamnacanthal et I’hydroxy-anthraquinone-2-carbaaldehyde (Rath et al, 1995)

présentées par la Figure 20.

cng, OH O  OH

& CHy 0 OH
0 CHj, Ok
0

dihydroxy-2-methyl-3,7-diméthoxy-anthraquinone Nordamnacanthal

0
OH
O

Hydroxyanthraquinone-2-carbaldehyde

Figure 20: Anthraquinones antimicrobiennes issues du genre Morinda
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Selon Phakhodee (2012) on dénombre plus d’une centaine de phytomolécules isolées de
quelques espéces du genre Morinda. Parmi tous ces composés décrits, on compte une
vingtaine de molécules qui ont fait I'objet de test d’activités antimicrobiennes. Il s’agit des
activités antibactériennes, antifongiques, antivirales et antiparasitaires. Pour les autres, bien
qgu’il n’y ait pas eu de description sur leurs potentiels antimicrobiens, on retient que
quelques unes de ces phytomolécules seraient succeptibles de présenter des activités

antimicrobiennes de par leur structure chimique.

La synthese des différentes études effectuées sur ces rubiacées montre que certaines
espéces restent encore non étudiées ou étudiées que partiellement. L'espéce qui a fait
I'objet de plus d’étude est Morinda citrifolia dont plusieurs phytomolécules ont été isolées
des feuilles, des tiges, des racines des fruits et des graines. En ce qui concerne les autres
espéces, les études ont été faites soit uniquement sur les feuilles comme pour Morinda

morindoides, ou uniguement sur les racines.
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ChapitreIl: Résistance bactérienne aux antibiotiques : état

des lieux au CHU de Treichville de 2000 a 2011

L'introduction des antibiotiques en thérapeutique a révolutionné le traitement des maladies
infectieuses. Malheureusement, nous sommes aujourd’hui rattrapés par la résistance aux
antibiotiques. Effectivement, depuis ces trente dernieres années, |'antibiorésistance
préoccupe bon nombre de cliniciens. Progressivement, les infections sont devenues difficiles

a traiter et nous assistons de plus en plus a des impasses thérapeutiques.

Dans la plupart des pays, des outils tels que les conférences de consensus sur le bon usage
des antibiotiques et les commissions du médicament dans les CHU utilisent sur les
connaissances de I"écologie microbienne des services pour définir un usage raisonné des
antibiotiques. Ainsi, le traitement par |‘antibiothérapie s’appuie sur des données

épidémiologiques actualisées et géographiquement adaptées (Bajaj et al., 1999).

La présente étude s’inscrit dans le cadre d’une enquéte épidémiologique consistant a faire
un état des lieux des résistances bactériennes a Abidjan. Nous nous sommes intéressés aux
Examens Cytobactériologiques des Urines (ECBU), analyses les plus effectuées dans les
laboratoires de bactériologie médicale et les plus impliquées dans les prescriptions des
antibiotiques (Asseray et al., 2002). Effectuées au Centre Hospitalier et Universitaire de
Treichville de mars 2000 a décembre 2011, ces analyses ont été exploitées pour suivre

localement I’évolution des résistances bactériennes aux antibiotiques.
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I Matériel et Méthodes

De mars 2000 a décembre 2011, soit prés de 12 années de recueils, le Laboratoire central du
Centre Hospitalier et Universitaire de Treichville (Abidjan-Cote d’lvoire) a analysé 12 175
échantillons d’urine. lls proviennent des patients en consultation ou hospitalisés dans les
différents services de cet hdpital. Les résultats de ces examens de routines consignés dans

les archives du laboratoire ont été exploteés pour cette étude.

I.1 Les examens Cytobacteriologie des urines

Les ECBU de routine dans ce centre hospitalier ont été effectués d’abord par un examen
cytologique. Il s’agit d’'une analyse directe sur 100ul d’urine qui consiste a énumérer au
microscope a faible grossissement des leucocytes, des hématies, des cellules du revétement
urothélial et des cristaux. Les résultats obtenus sont ramenés a 1ml d’urine et permettent de
réaliser le premier diagnostic d’'une possible infection urinaire. Un aspect qualitatif des
éléments contenus dans 'urine est par la suite effectué. Aprés une centrifugation de 5 ml
d’urine, une coloration de Gram est réalisée sur les culots des urines qui présentent plus de
10* leucocytes par ml. Ce test a pour but de différentier les bactéries ou encore d’identifier
d’éventuelles levures. Ces observations orientent le choix des milieux d’isolement pour les
examens bactériologiques.

L’examen se poursuit ensuite par une analyse bactériologique qui a I'aide d’un inoculateur
(anse calibrée), 10ul de I’échantillon d’urine sont ensemencés en stries d’épuisement sur
une gélose CLED (Cystine-Lactose-Electrolyte-Déficient) qui permet la croissance de la plupart
des germes uropathogenes dont les bacilles a Gram négatif, les entérocoques et les
staphylocoques. Des milieux d’isolement plus sélectifs sont aussi utilisés en fonction des
résultats du test direct qualitatif. La sélection des entérobactéries est faite sur les géloses
Drigalski, MacConkey ou EMB (Eosine Bleu de Méthylene). Les cocci a Gram positif sont
sélectionnés sur une gélose au sang supplémentée avec de la colistine. En cas de présence
de levures, une gélose Sabouraud est utilisée pour leur isolement.

Les isolats bactériens sont par la suite identifiés par leurs caracteres biochimiques a partir de

la réalisation d’une galerie (API 20).
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Une fois les micro-organismes uropathogénes identifiés, ces tests de sensibilité aux
différents antibiotiques est effectuée par la méthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton
selon les recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de

Microbiologie (Soussy et al., 2000).

A partir d’une culture de 18-24 h sur une gélose nutritive, une suspension bactérienne en
bouillon Mueller-Hinton est préparée avec une densité ajustée au standard McFarland 0,5
(soit 10® UFC/ml). Cette suspension est diluée au centiéme puis est ensemencée par
inondation sur une gélose Mueller Hinton. La gélose inoculée est séchée pour éliminer toute
trace d’eau puis les disques d’antibiotiques sont délicatement déposés sur cette gélose. La

boite est incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Les antibiotiques sont issus des diverses familles dont les céphalosporines (céfuroxime,
céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone); les penicillines (amoxicilline, piperacilline);
monobactame (aztréonam) ; bétalactamine + inhibiteur (amoxicilline/acide clavulanique) ;
les quinolones (norfloxacine, ofloxacine, pefloxacine, acide nalidixique), les aminosides
(gentamicine, netilmicine, tobramycine), les tétracyclines (minocycline, tétracycline);
inhibiteurs du cycle de I'acide folique (trimethoprime/sulfamethoxazole) ; la fosfomycine ;
les lipopeptides (polymyxine b); et le chloramphénicol. Des tests de controle des disques
d’antibiotiques sont faits avec des souches de référence Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pour

vérification de la conformité du test.

Apres incubation, le diametre de la zone d’inhibition formée autour des disques est mesuré
puis comparé aux valeurs critiques « d » et « D » de chaque disque d’antibiotique. Cette
comparaison permet de considérer la bactérie uropathogéne comme résistante a
I'antibiotique si le diametre mesuré est inférieur a la valeur critigue « d », ou sensible
lorsqu’il est supérieur ou égal a la valeur critique « D ». Si le diameétre est compris entre les
deux valeurs critique «d» et « D », la bactérie sera considérée comme de sensibilité
intermédiaire (CA-SFM, 2012) et un autre antibiotique sera préféré dans la mesure du

possible.
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L2  Traitement des données et analyses statistiques

Les informations concernant chaque échantillon d’urine ainsi que les résultats des analyses
de routine ont été traités par un logiciel de surveillances épidémiologiques et des résistances
aux antibiotiques fourni par 'OMS (WHONET 5.6) (Cullen et al., 2011; O'Brien et Stelling,
2011).

La comparaison des fréquences de résistance aux différents antibiotiques entre les souches
communautaires isolées et celles des souches issues des patients hospitalisés a été effectuée
par le test du Khi deux (x?) (Tagajdid et al., 2008)." Classiquement, une différence avec un p
inférieur a 0,05 est retenue comme significative. Le test de Cochram-Armitage a été utilisé
pour |'étude du suivi de I'évolution des pourcentages de résistance aux antibiotiques dans le

temps avec aussi un niveau de significativité inférieur a 5%.
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II Résultats

IL.1 Epidémiologie des infections urinaires

L’'ECBU des 12.175 échantillons d’urine a relevé la présence d’infections bactériennes pour
3.058 échantillons soit 25,11% des échantillons analysés. A partir de ces derniers, 3.064
germes bactériens ont été isolés et identifiés. La liste de ces agents infectieux et leur

proportion sont présentées dans le Tableau 6.

On note que 59,59% des germes isolés proviennent des patients ambulatoires. Escherichia
coli constitue la bactérie dominante. Cette bactérie est responsable de 39,7% des infections

issues des patients hospitalisés et de 60,8% des infections communautaires.

Tableau 6: Listes des micro-organismes uropathogeénes isolés

Isolats issus des
Micro-organisme Nombre de souches patients Isolats communautaires

hospitalisés
Escherichia coli 879 (28,69%) | 345 (39,25%)| 534 (60,75%)
Staphylococcus aureus 534 (17,43%) 150 (28,09%)| 384 (71,91%)
Klebsiella pneumoniae 456 (14,88%) 221 (48,46%)| 235 (51,54%)
Enterobacter aerogenes 307 (10,02%) 136 (44,30%)| 171 (55,70%)
Klebsiella oxytoca 248 (8,09%) 87 (35,08%)| 161 (64,92%)
Acinetobacter sp. 176 (5,74%) 80 (45,45%) 96 (54,55%)
Pseudomonas aeruginosa 163 (5,32%) 75 (46,01%) 88 (53,99%)
Enterobacter cloacae 124 (4,05%) 47 (37,90%) 77 (62,10%)
Enterobacter sp. 83 (2,71%) 37 (44,58%) 46 (55,42%)
Proteus mirabilis 80 (2,61%) 50 (62,50%) 30 (37,50%)
Salmonella sp. 12 (0,39%) 6 (50,00%) 6 (50,00%)
Salmonella Typhi 2 (0,07%) (0,00%) 2 (100,00%)
Total 3064 (100,00%) | 1234 (40,27%) | 1830 (59,73%)

IL2 Résistance aux différents antibiotiques étudiés

La moyenne des pourcentages de résistance aux différents antibiotiques entre les souches

communautaires et hospitalieres est présentée dans le Tableau 7. Cette comparaison des
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pourcentages de résistance est effectuée sur toutes souches confondues d’une part et sur

I’espéce Escherichia coli d’autre part.

Tableau 7: Comparaison des pourcentages de résistance des souches communautaires a celles issues des

hospitalisés

Toutes les souches confondues

Escherichia coli

Nosocomiales

Communautaires

Antibiotique Antibiotique . Nosocomiales Communautaires p
antibiotique
classe surclasse (test x?) (test x?)
Nbre %R Nbre %R Nbre %R Nbre %R
Céphalosporine Il Céfuroxime 715 37,90% 918 29,19% <0,001 | 222 22,07% 320 18,13% 0,256
Céfotaxime 410 13,90% 567 14,81% 0,688 | 135 6,67% 222 12,16% 0,095
Cephems
P Céphalosporine o
. Ceftazidime 694 15,56% 889 13,50% 0,246 | 240 8,75% 350 10,86% 0,402
Ceftriaxone 100 21,00% 187 11,76% 0,037 43 16,28% 91 8,79% 0,199
Aminopenicillines  Amoxicilline 328 78,96% 574 75,78% 0,276 92 84,78% 164  85,37% 0,810
Pénicillines
Ureidopenicillines  Piperacilline 178 38,76% 247 26,72% 0,009 53 47,17% 80 26,25% 0,013
Beta Amoxicilline/
. Acide 480 48,75% 541 43,44% 0,089 | 151 41,72% 161 34,16% 0,169
lactam+Inhibiteur clavulanique
vulaniqu
Fluoroquinolones Norfloxacine 156 28,21% 164 26,22% 0,690 45 24,44% 37 27,03% 0,790
Fluoroquinolones  Ofloxacine 137 27,74% 260 20,00% 0,080 37 24,32% 65 21,54% 0,746
Quinolones
Fluoroquinolones Pefloxacine 165 25,45% 251 16,33% 0,023 44 36,36% 58 15,52% 0,015
Quinolones Acide nalidixique 199 48,74% 210 35,71% 0,008 64 42,19% 65 33,85% 0,329
Gentamicine 227 17,18% 422 9,00% 0,002 69 17,39% 153 7,19% 0,021
Aminoglycosides Netilmicine 811 3,08% 1121 4,19% 0,203 248  1,21% 327 2,14% 0,398
Tobramycine 99 15,15% 117 10,26% 0,278 28 17,86% 24 12,50% 0,593
Minocycline 188 56,38% 280 47,86% 0,070 59 52,54% 78  50,00% 0,768
Tétracyclines
Tétracycline 82 73,17% 85 76,47% 0,623 26 73,17% 24 75,00% 0,095
Inhibiteurs du . .
- Trimethoprime/
cycle de I'acide 314 81,85% 395 77,97% 0,203 93 84,95% 114 78,95% 0,268
folique Sulfamethoxazole
iqu
Fosfomycine Fosfomycine 75 10,67% 166 18,07% 0,144 24 4,17% 48 6,25% 0,716
Lipopeptides Polymyxines Polymyxine B 216 12,04% 207 12,56% 0,870 76  6,58% 101 8,91% 0,569
Monobactams Aztréonam 186 12,90% 191 14,14% 0,726 65 7,69% 62 8,06% 0,938
Phénicole Chloramphénicol 276 55,80% 488 44,67% 0,003 85 49,41% 150 41,33% 0,231

Nbre = nombre ; %R = pourcentage de résistance
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-Résistance aux B-lactamines

Parmi les céphalosporines étudiées, la céfuroxime, une céphalosporine de deuxiéme
génération, présente moins d’efficacité que celles de la troisieme génération avec des taux
de résistance évalués a 37,9% et 29,2% pour respectivement les isolats issus des patients
hospitalisés et en consultation. Ce constat est le méme pour les souches d’Escherichia coli
puisqu’on remarque qu’elles sont plus résistantes a la céfuroxime qu’aux autres

céphalosporines étudiées (la céfotaxime, la ceftazidine et la ceftriaxone).

Au niveau des pénicillines, parmi celles étudiées (I’amoxicilline et la pipéracilline) on note un
fort taux de résistance a I'amoxicilline, soit 79% pour les souches nosocomiales et 75,8%
pour les communautaires. Ces valeurs sont un peu plus élevées pour cet antibiotique avec
Escherichia coli dont 85%.

Bien que les taux de résistance a la pipéraciline des isolats nosocomiaux soient également

plus élevés, cet antibiotique est plus efficace que I'amoxicilline.

Par ailleurs, I'association Amoxicilline / Acide clavulanique présente aussi des taux de
résistance supérieurs a ceux de la piperacilline aussi bien chez Escherichia coli que pour

toutes les souches confondues.

-Résistance aux quinolones

Parmi les quinolones présentes dans cette étude, I'acide nalidique (quinolone de premiére
génération) présente un taux de résistance supérieur a ceux des autres fluoroquinones
étudiés que sont la norfloxacine, I'ofloxacine et la pefloxacine (des quinolones de seconde
génération). Ces taux pour les souches issues des patients hospitalisés et externes sont
respectivement de 48,7% et 35,7% avec une différence significative par le test du khi deux.

La méme tendance est observée chez Escherichia coli avec des valeurs de 42,19% et 33,5%.
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-Résistance aux aminoglycosides

Pour toutes les souches confondues, le pourcentage de résistance aux aminoglycosides
étudiés (la gentamicine, la netilmicine et la tobramycine) est inférieur a 20%. L’antibiotique
le plus efficace parmi de cette classe est la netilmicine avec 3,0% de résistance pour les
souches nosocomiales et 4,2% au niveau des souches communautaires. Mais cette
différence reste non significative. Par contre, la gentamicine présente un taux de résistance

des souches nosocomiales supérieur a celui des communautaires.

Ces observations sont semblables pour I’étude ciblant les souches d’Escherichia coli, qui sont
encore plus sensibles a la netilmicine avec des pourcentages de résistance de 1,21%

(souches nosocomiales) et 2,14% (souches communautaires).

-Tendance de la résistance

Au cours des années 2000 a 2011, le suivi de I’évolution des résistances a été réalisé pour
certains antibiotiques (I'amoxicilline, la céfuroxime, la ceftazidine, la céfotaxime, la
gentamicine, la nétilmicine et le chloramphénicol). Les résultats de cette étude effectuée sur
toutes souches confondues d’une part et sur Escherichia coli d’autre part sont présentés par

la Figure 21.

A partir du test de tendance de Cochram-Armitage, I'évaluation de la tendance des
pourcentages de résistance dans le temps informe d’une diminution de la résistance au
chloramphénicol de fagon globale sur toutes les souches confondues avec une valeur de p de
0,049. Le gain d’efficacité de cet antibiotique s’observe aussi sur les souches d’Escherichia
coli (p =0,026). Il en est de méme pour la gentamicine sur les souches d’Escherichia coli (p =

0,0014).
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Figure 21: Evolution de la résistance a certains antibiotiques avec le test de tendance de Cochram-Armitage
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On note toutefois que certains antibiotiques perdent de leur efficacité dans le temps. Il s’agit
en outre de la totalité des céphalosporines (céfotaxime, céftazidine, céfuroxime) et

I"amoxicilline dont le pourcentage de résistance, tout isolat confondu, croit au fil des années.

L’étude effectuée sur Escherichia coli montre qu’en plus des céphalosporines, on note avec

la nétilmicine un taux de résistance qui augmente significativement dans le temps

II.3 Souches multi-résistantes

L’analyse des profils de résistance des différents isolats par le logiciel WHONET 5.6 a permis
d’identifier la présence de souches multi-résistantes. En fonction de leur phénotype, ces
différentes souches sont classées comme des multirésistants MDR (multiple Drug-Resistant)
ou XDR (Extensively Drug-Resistant) ou encore PDR (Pandrug-Resistant) selon les critéres
décrits par European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (Magiorakos et

al., 2011).

Parmi les 3 064 souches uropathogenes isolées, on dénombre 596 souches multi-résistantes
de type MDR soit 19,41%. Il s’agit des souches résistantes a au moins trois classes
d’antibiotiques habituellement utilisées pour leur traitement. A partir des souches MDR
identifiées, on note 420 souches a potentiel XDR correspondant a 13,68% des isolats totaux.
Ces souches multi-résistantes XDR sont caractérisées par leur résistance a toutes les classes
d’antibiotiques exceptée. Parmi les XDR, on dénombre 78 souches a potentiel PDR soit
2,54% de la totalité des isolats.

En ce qui concerne les souches d’Escherichia coli isolées, sur un effectif total de 883, on a
identifié¢ 127 souches (14,38%) MDR dont 80 a potentiel XDR (9,06%) qui contiennent 11 a
potentiel PDR soit 1,25%.

Le Tableau 8 présente les proportions des types de multi-résistants isolés au niveau de

chaque espece de microorganisme isolé
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Tableau 8: Proportion des multi-résistants au niveau de chaque espéce isolée

Isolats Nombre total MDR XDR PDR

Escherichia coli 879 127 (14,38%) 80  (9,06%) 11 (1,25%)
Staphylococcus aureus 534 32 (598%) 21  (3,93%) 8 (1,50%)
Klebsiella pneumoniae 456 106 (23,14%) 71 (15,50%) 14 (3,06%)
Enterobacter aerogenes 307 62 (20,20%) 45 (14,66%) 9 (2,93%)
Klebsiella oxytoca 248 g1 (24,60%) 41 (16,53%) 11 (4,44%)
Acinetobacter sp. 176 59 (3352%) 40 (22,73%) 15 (8,52%)
Pseudomonas aeruginosa 163 59 (36,20%) 48 (29,45%) 5 (3,07%)
Enterobacter cloacae 124 44 (3548%) 33 (2661%) 4 (3,23%)
Enterobacter sp. 83 30 (36,14%) 28 (33,73%) O (0,00%)
Proteus mirabilis 80 16 (20,00%) 10 (12,50%) 1 (1,25%)
Salmonella sp. 12 3 (2500%) 3 (2500%) O (0,00%)
Salmonella Typhi 2 0 (0,00%) 0 (0,00%) O (0,00%)
TOTAL 3064 599 (19,51%) 420 (13,68%) 78  (2,54%)

Ce tableau révele que les souches d’Acinetobacter sp. uropathogenes présentent la

fréquence la plus importante d’apparition de multirésistants de type PDR avec une valeur

d’environ 9%. Au niveau des multirésistants de type MDR, les isolats issus de Enterobacter

sp., de Enterobacter cloacae, de Pseudomonas aeruginosa et de Acinetobacter sp affichent

des fréquences d’apparition supérieures a 30%.

La comparaison a partir du test de khi deux des pourcentages des différents types de multi-

résistant entre les souches nosocomiales et les souches communautaires est présentée par

la Figure 22.
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Figure 22: Comparaison des pourcentages des multi-résistants des souches communautaires a celles issues

des patients hospitalisés

Ces résultats indiquent que les isolats uropathogenes multirésistants de type MDR et XDR
issus des patients hospitalisés présentent une fréquence d’apparition significativement

supérieure a celle des isolats issus des patients en consultation.
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IV. Discussion

Durant les 12 années de cette étude, sur les 12 775 ECBU réalisés au laboratoire central du
CHU de Treichville, seulement prés de 25% ont donné un résultat positif. Sachant que cette
analyse bactériologique est la plus couramment pratiquée en laboratoire d’analyse médicale
(Lecomte et al., 1986; Alvarez et al., 1992), un dépistage par l'usage de la bandelette urinaire

pour sa valeur prédictive pourrait considérablement réduire le nombre d’analyses.

Les infections urinaires sont caractérisées par une grande diversité de germes impliqués
parmi lesquels tous les auteurs s’accordent pour noter la prédominance de l|'espéce
bactérienne Escherichia coli. Cette dominance du profil bactérien des infections urinaires par
Escherichia coli pourrait s’expliquer par le fait que I'infections urinaire étant une infection
ascendante, les germes du tube digestif cheminent le long de l'urétre jusqu’a la vessie. La
présence d’adhésine bactérienne (adh.P1S, adh. Afa M) chez certaines souches d’Escherichia
coli, leur confére une virulence particuliére par leur possibilité a se fixer spécifiquement sur
un polyoside de la muqueuse uro-épithéliale, empéchant ainsi leur élimination par les

vidanges vésicales (Alvarez et al., 1992).

Dans cette étude, I'analyse épidemiologique des infections urinaires met en évidence une
fréquence d’Escherichia coli observée a Abidjan (29%) tres inférieure a celles observées dans
les autres pays du monde tels que ceux de I'Europe de 60 a 80% (Karlowsky et al., 2002;
Schito et al., 2009; Karlowsky et al., 2011), excepté pour la Turquie 32.4% (Leblebicioglu et
al., 2003). Néanmoins cette valeur est similaire a celles observées dans des pays d’Afrique
subsaharienne (Nigéria, Cameroun, Ethiopie et Soudan) (Kolawole et al., 2009; Beyene et
Tsegaye, 2011; Hamdan et al., 2011; Oladeinde et al., 2011; Akoachere et al., 2012). Ces
fréquences proches de 30% sont liées a la présence d’autres especes pathogeénes telle que
les isolats appartenant a I'espece Staphylococcus aureus représentent 17% du total des
isolements. Cette espéce est rarement citée dans les études épidémiologiques des infections
urinaires et quand sa présence est détectée en Europe ou en Asie, le taux de prévalence ne
dépasse pas 3,2 % (Leblebicioglu et al., 2003). La forte prévalence de cette espece au CHU de

Treichville (Abidjan, Cote d’lvoire) est aussi observée dans plusieurs pays d’Afrique
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subsaharienne comme au Nigéria 32% (Oladeinde et al., 2011) et 15% (Kolawole et al., 2009),

au Cameroun (22% et 26%) (Akoachere et al., 2012) et au Soudan 39% (Hamdan et al., 2011).

La fréquence de Klebsiella pneumonie est également importante dans cette étude (15%).
Cette espece a été retrouvée a de faibles fréquences dans les pays européens 1 a 6% (Schito
et al., 2009) ou a des fréquences importantes en Turquie (17%) (Leblebicioglu et al., 2003),
Maroc 10% (Amine et al., 2009) en Asie 9% (Hsueh et al., 2011) en Ethiopie 17.3% (Beyene et
Tsegaye, 2011) et au Nigeria 19% (Abubakar, 2009).

La variabilité de la fréquence des bactéries uropathogenes est probablement liée aux
facteurs environnementaux des régions (climat) et aux activités usuelles des populations

locales (hygiene).

Concernant les résistances aux antibiotiques, les résultats de notre enquéte apportent un
profil général de la résistance aux antibiotiques (toutes souches confondues). D’autre part,
ils permettent d’avoir le niveau de sensibilité de I'espece Escherichia coli aux mémes
antibiotiques. Les données de résistance des souches d’Escherichia coli isolées des patients
en consultation ont été comparées a celles des résistances issues de la bibliographie

obtenue dans différents pays des différents continents

Dans la famille des B-lactamines, les pénicillines étudiées affichent un taux d’efficacité

inférieur a celui des céphalosporines surtout celles de la troisieme génération.

L’amoxicilline est I'antibiotique pour lequel la résistance des souches d’Escherichia coli
uropathogénes est la plus forte (85%). De tres fortes résistances ont été observées au Maroc
80% (Amine et al., 2009), au Sénégal 73% (Sire et al., 2007)a Madagascar 74% (Randrianirina
et al., 2007) et également en Espagne 61% (Smithson et al., 2012) (Figure 23).

Par ailleur, la tendance de la résistance de tous isolats confondus a cet antibiotique présente
une croissance significative d’année en année (p < 0,0001). Ce taux passe de 67% en 2000 a

91% en 2010 (Figure 21).
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Figure 23: Comparaison des fréquences de E coli uropathogéne résistant a I'amoxicilline et a I'association
amoxicilline/acide clavulanique. 1 :Sire et al.( 2007) ; 2 :Bouzenoune et al. (2009) ; 3 :Amine et al. (2009) ;
4 :Tanvir et al. (2012) ; 5 :Schito et al. (2009) ; 6 :Randrianirina et al.(2007) ; 7 :Smithson et al. (2012)

L’association de I'amoxicilline et I'acide clavulanique n’est pas efficace sur 34% des souches
d’Escherichia coli isolées sur cette période (2000 a 2011). Cette valeur est bien moins
importante que celle observée dans certains pays d’Afrique comme le Sénégal (67%) (Sire et
al., 2007), I'Algérie 50% (Bouzenoune et al., 2009) ou le Maroc 70% (Amine et al., 2009). En
Europe pour les années 2003-2006 la résistance a Iassociation amoxicilline/acide
clavulanique est nettement plus faible. On observe une résistance de 1,2% en Allemagne, ou

de 9,8% en Hongrie (Schito et al., 2009).

Les céphalosporines de troisieme génération gardent relativement leur efficacité puisque
plus de 80% des isolats leur sont sensibles. Cela pourrait résulter du fait que ces molécules
sont utilisées comme reméde de seconde intention dans l'antibiothérapie, donc moins

utilisées que les pénicillines présentes dans cette étude.

Par exemple, le taux de résistance des Escherichia coli a la ceftriaxone est de 8%. Cet
antibiotique est plus utilisé en Asie ou les résistances sont plus élevées et varient de 9% a

66% (Hsueh et al., 2011; Patel et al., 2012; Tanvir et al., 2012). Il en est de méme pour la
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ceftazidime avec de faibles taux de résistance dans certains pays d’Afrique dont 3,8% de
résistance au Sénégal (Sire et al., 2007) et 3,1% a Madagascar (Randrianirina et al., 2007).
Par contre en Asie, sont observés des taux de résistance plus élevés ; on note jusqu’a 73%
de résistance au Bengladesh (Rahman et al., 2009) et au Pakistan (Tanvir et al., 2012) et 64%
en Inde (Patel et al., 2012) (Figure 24).

Ceftriaxone Cefotaxime
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Figure 24: Comparaison des fréquences d’apparition de E coli uropathogeéne résistant a la ceftriaxone et a la
cefotaxime. 1 :Sire et al.( 2007) ; 2 :Bouzenoune et al. (2009) ; 3 :Amine et al.( 2009) ; 5 :Schito et al.( 2009) ;
6 :Randrianirina et al. (2007) ; 9 :Ranjbar et al. (2009) ; 10 :Rahman et al. (2009) ; 11 :Hsueh et al. (2011) ;
12 :Uzunovic-Kamberovic (2006)

Des observations similaires pour la cefotaxime, avec de faibles taux de résistance en Afrique
dont 0,6% en Algérie (Bouzenoune et al., 2009), 1,1% au Maroc (Amine et al., 2009) et 3,5%
au Sénégal (Sire et al., 2007). Par contre en Asie de fortes résistances de 20% aux philippines

a 66% en inde (Patel et al., 2012) sont enregistrées.

On remarque que ces céphalosporines gardent relativement leur activité sur les germes
uropathogeénes en Cote d’lvoire et les pays d’Afrique mais il apparait que leur efficacité se
reduit progressivement dans le temps comme mis en évidence par les tests de tendance. Les
taux de résistance a la ceftazidine par exemple passent significativement de 3% en 2000 a
50% en 2008 (p < 0,0001). Celui de la résistance a la cefotaxime évolue également de facon

significative de 9% en 2000 a 39% en 2009 (p <0,0001). On note une tendance positive du
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taux de résistance des Escherichia coli sur la cefuroxime, une céphalosporine de seconde
génération. Cette valeur évolue donc de 17% en 2000 a 54% en 2008 (p = 0,0004). Cette

tendance de la résistance des Escherichia coli est aussi observée sur tous les isolats

confondus.
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Figure 25: Comparaison des fréquences de E coli uropathogéne résistant a la gentamincine. 1 :(Sire et al.,
2007); 4 :(Tanvir et al., 2012) ; 5 :(Schito et al., 2009) ; 6 :(Randrianirina et al., 2007) ; 7 :(Smithson et al.,
2012) ; 8 : (Orrett et Davis, 2006) 9 :(Ranjbar et al., 2009) ; 10 :(Rahman et al., 2009) ; 11 :(Hsueh et al., 2011) ;
12 :(Uzunovic-Kamberovic, 2006) ; 13 :(Abubakar, 2009)

La famille des Aminoglycosides se présente comme des molécules encore efficaces. On note
un faible de taux de résistance des souches d’Escherichia coli issues des patients en

consultation sur la gentamicine (7,1%).

Cette valeur, comme l'indique la Figure 25, est proche de celles obtenues par certains
auteurs au Sénégal, en Espagne, et a Trinidad Tobago (Orrett et Davis, 2006; Sire et al., 2007;
Karlowsky et al., 2011; Smithson et al., 2012)De fortes résistances de cette espece
bactérienne a cet antibiotique ont été observées au Nigéria (80 a 94%) (Abubakar, 2009;
Kolawole et al., 2009) et au Pakistan (73%) (Tanvir et al., 2012). Parmi les aminoglycosides
étudiés (la gentamicine, la tobramicine et netilmicine), la plus récente d’entre elle (la
netilmicine) apparait comme la plus efficace avec un taux de résistance de 3,08% (souches
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issu des patients hospitalisés) et de 4,19% (souches communautaires). Ce taux de résistance
est encore plus bas chez Escherichia coli qui enregistre dans le méme ordre 1,21% et 2,14%.
Aussi, cet antibiotique affiche une efficacité en décroissance en fonction des années sur

I’espéce Escherichia coli (p= 0,027) selon le test de tendance effectué.

Au niveau des quinolones, les Escherichia coli isolées sur la période de 2000 a 2011

présentent un taux de résistance de 34% a |’acide nalidixique.

Selon la Figure 26, bien que cette valeur soit inférieure a celles observées au Nigéria (59%)
(Abubakar, 2009), en Inde (64%) (Patel et al., 2012), on note toutefois qu’elle reste
supérieure aux taux de résistance enregistrés en Europe (inférieure a 18%) (Uzunovic-
Kamberovic, 2006; Schito et al., 2009), en Algérie (11,7%) (Bouzenoune et al., 2009) et au
Bengladesh (8,3%) (Rahman et al., 2009).

Acide nalidixique
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59% [11]
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Figure 26: Comparaison des fréquences d'apparition de E coli uropathogéne résistant a I'acide nalidixique.
1 :Sire et al. (2007) ; 2 :Bouzenoune et al. (2009) ; 3 :Amine et al. (2009) ; 4 :Tanvir et al. (2012) ; 5 :Schito et
al. (2009) ; 6 :Randrianirina et al. (2007) ; 9 :Ranjbar et al. (2009) ; 11 :Hsueh et al. (2011) ; 13 : Abubakar
(2009)
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La méme observation est faite pour la norfloxacine dont la résistance des souches
d’Escherichia coli s’éléve a 27%, valeur supérieure a celles observées en Suisse (Kronenberg

etal, 2011).

On note aussi d’autres antibiotiques qui présentent de faibles taux d’efficacité. Il s’agit de
I’association trimethoprime / sulfamethoxazole avec un taux de résistance de 81,85% pour
les souches isolées des hospitalisés et de 77,97% pour les isolats communautaires, de la
tétracycline (73,17% - 76,47%) et du chloramphénicol (55,80% - 44,67%). Au niveau de ce
dernier antibiotique, le test de tendance indique une diminution progressive et significative
du taux de la résistance des isolats dans le temps (Figure 21). Le retrait progressif de cette
molécule dans I'antibiothérapie entraine ainsi une réduction de la pression de cet

antibiotique sur les germes et pourrait en partie expliquer cette tendance.

Notons-nous aussi qu’a co6té des céphalosporines de troisieme génération et des
aminoglycosides qui gardent encore une efficacité relative, d’autres antibiotiques sont

toujours efficaces tels que les monobactames, les lipopeptides et la fosfomycine.

Les antibiotiques, qu’ils soient relativement efficaces ou pas, montrent une augmentation
progressive du taux de résistance des isolats dans le temps. Ces observations sont
confirmées par d’autres études (Monnet et al., 2000; Tagajdid et al., 2008; Mayoral et al.,
2010). La pression exercée par ces molécules sur les microorganismes liée a leur utilisation
excessive ou a tort explique l'augmentation des taux de résistance dans le temps.
L'utilisation des antibiotiques qui découlent de [|'automédication, est une pratique
récurrente dans les pays en développement notamment en Céte d’lvoire. Selon une étude
d’investigation, 24,3% d’adultes et 15,2% d’enfants d’Abidjan ont recourt a 'automédication
en cas d’infection (Hounsa et al., 2010). Les pénicillines sont utilisées a 26,1% dans des cas

d’automédication toujours selon le méme auteur.

A cOté de cette pratique, se trouve une autre qui corrobore et entretient cette derniere. Il
s’agit de la vente illicite des antibiotiques. Elle est pratiquée par des vendeurs itinérants et
par la pharmacie parallele communément appelée « pharmacie par terre » dont le mode de

conservation des médicaments est incertain (Legris, 2005). En Céte d’lvoire, cette vente
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atteint des proportions importantes : par exemple elle est pratiquée dans les transports en

commun reliant Abidjan aux villes de l'intérieur du pays.

Hamel rapporte qu’en 2005, ce sont 65% des ménages de Cotonou (Benin) qui sont visités au

moins trois fois par mois par des vendeurs itinérants de médicaments (Hamel, 2006).

Par ailleurs, cocernant la qualité des ces médicaments vendus illicitement, une étude au
Nigéria révele que 48% de 581 échantillons de médicaments constitués d’antibiotiques,
d’antiparasitaires et d’antifongiques prélevés sur le secteur pharmaceutique privé ne
répondent pas aux critéres de qualité pharmacologique. Ils sont en dehors des normes de la

pharmacopée britannique (Taylor et al., 2001).

Le traitement des flacons et emballage des antibiotiques aprés leur usage est également un
facteur aggravant. Ceux-ci, en cas de mauvaise gestion peuvent se retrouver dans
I’environnement et induire I'apparition des germes résistants et multi résistants. Selon les
travaux réalisés par Kouadio (2009), les eaux usées des CHU d’Abidjan renferment des
produits pharmaceutiques dont de la norfloxacine, de la ciprofloxacine et de Ia
sulfaméthoxazole a des concentrations respectives de 23,01 pg/l, 3,67 ug/l et 7,19 pg/l. Leur
présence également est observée au niveau des eaux usées a la sortie des déversoirs, des
eaux de la lagune zones de maraichage. La présence des produits pharmaceutiques surtout
des antibiotiques de tout genre dans ces lieux pourrait étre sans doute une source

considérable de sélection de bactéries multi-résistantes.

La conférence de consensus co-organisée par la société de pathologie infectieuse de langue
francaise (SPILF) et I’Association francaise d’urologie (AFU) informent qu’au niveau des
infections urinaires, les taux des bactéries multirésistantes est plus élevé au niveau des
souches nosocomiales que les communautaires (consensus, 2003). En accord avec ces
auteurs, les observations indiquent que les pourcentages des souches multi résistantes de
type MDR et XDR des patients hospitalisés sont significativement supérieurs a ceux des

patients en consultation.
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V Conclusion

Cette étude qui rentre dans le cadre d’'une enquéte sur I'état des résistance bactériennes

aux antibiotiques a permis de mettre en évidence certains caractéres épidémiologiques.

La spécificité géographique de la fréquence des bactéries infectieuses et la variation
géographique de la prévalence des résistances de ces bactéries aux antibiotiques ont été
montrées par une étude comparative avec celles des autres pays d’Afrique et d’Europe. Ces
spécificités sont liées sans doute a des facteurs environnementaux et aux habitudes des

populations locales.

Des pratiques inappropriées des populations locales favorisent I'apparition des résistances
bactériennes aux antibiotiques, comme I'automédication soutenue par la vente illicite des

antibiotiques et la mauvaise gestion des dechets hospitaliers.

L’étude a également révélé que la fréquence d’apparition des bactéries résistantes aux
antibiotiques non seulement évolue avec le temps, mais aussi évolue vers des résistances
multiples de type MDR, XDR et PDR. Cette derniére observation constitue un réel probleme

de santé publique, ces types de résistance conduisant a des impasses thérapeutiques.

En plus des mesures de surveillance qui permettent de mieux adapter I'antibiothérapie pour
freiner la progression des souches résistantes, il faut renouveler régulierement les molécules
de notre arsenal antimicrobien. Cette démarche est présente dans la deuxieme partie de
notre travail ou la recherche de molécules antimicrobiennes a été réalisée chez Morinda
morindoides, plante médicinale utilisée en Afrique pour lutter contre les infections de tout

genre.
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Chapitre III :

Composés antimicrobiens de
Morinda morindoides
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Chapitre III : Composés antimicrobiens de Morinda

morindoides

I Introduction

La premiére partie de notre étude a permis de mettre en évidence |'adaptation progressive
des bactéries aux antibiotiques, qui entraine inévitablement des cas d’infections difficiles a
traiter. Selon la spirale de Carlet, le renforcement périodique des composés antimicrobiens
par de nouvelles molécules permet d’avoir une avance sur les risques d’'impasses

thérapeutiques.

La médecine traditionnelle par les plantes jusqu’a aujourd’hui continue d’étre utilisée par
une grande partie de la population dans la plupart des pays en développement. Si ces
utilisations sont justifiées par des effets validés, les plantes pourraient étres des sources de

biomolécules actives exploitables.

Dans cette seconde partie, nous recherchons, des composés antimicrobiens synthétisés par
Morinda morindoides, plante médicinale connue pour ses propriétés antimicrobiennes en

Cote d’lvoire et autres pays d’Afrique subsaharienne.

Les objectifs de cette partie consistent tout d’abord a identifier I'organe de cette plante qui
présente plus d’activités antimicrobiennes, puis a purifier et a caractériser les composés
antimicrobiens présents, identifier le mécanisme d’action de cette activité antimicrobienne
et enfin a évaluer quelques activités biologiques antioxydante et toxicité des composés

isolés.
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II Matériel et Méthodes

1.1 Extractions
11.1.1 Matériels

Le matériel végétal utilisé est composé de feuilles, de tiges et de racines de Morinda
morindoides (Figure 27). Ces différents organes de cette rubiacée ont été récoltés pendant
les mois d’avril et mai des années 2009 et 2010 en Cote d’Ivoire, lls ont été ensuite triés,
lavés, découpés en de petits morceaux et séchés a I'abri des rayons du soleil pendant 8 jours

puis pulvérisés en poudre fine.

Figure 27: Morinda morindoides (racines, tiges, feuilles et fruit a maturité)

Dans I'optique d’extraire de cette plante une grande variété de phytomolécules, une
gamme de 6 solvants d’extraction de polarité variable a été utilisée. Il s’agit de |'eau, du
méthanol, de I'acétonitrile, de I'acétone, de I'acétate d’éthyle et du chloroforme fourni par
SIGMA.
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Le matériel technique est composé d’une table d’agitation, d’un rotavapor de marque Bichi
R-114 et d’un lyphylisateur ainsi que toute la verrerie classique de laboratoire de chimie

11.1.2 Méthode d’extraction

Pour chaque extraction vingt cing grammes de poudre de chaque organe ont été
homogénéisés séparément dans 300 millilitres des 6 différents solvants (eau, méthanol,
acétonitrile, acétone, acétate d’éthyle et du chloroforme) avec une agitation de 100 rpm
pendant 24 heures a température ambiante. Chaque mélange a ensuite été filtré sur du
papier wattman. Les différents filtrats sont centrifugés a 11000G pendant 15 minutes a 5°C.
Les solvants contenus dans chaque surnagent sont ensuite éliminés au rotavapor (méthanol,
acétonitrile, acétate d’éthyle, acétone et chloroforme) ou par lyophilisation (eau). Les 18
extraits obtenus sont conservés a 4°C a I'abri de la lumiere et serviront par la suite a

effectuer des tests d’activités biologiques (Figure 28).
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Résidus

25g de poudre seche ‘ ‘ ‘
‘ d’organe dans 200ml de

Figure 28: Schéma d'extraction des différents organes de Morinda morindoides

IL.2  Purification
11.2.1 Matériel

L’extrait qui présente I’activité antimicrobienne la plus intéressante est fractionné par HPLC.
Cette étape a été supportée par une chaine HPLC « Waters » avec une pompe Waters 600 et
un détecteur Waters 996 (Figure 29). La phase stationnaire utilisée est une colonne Cy5 de
marque HTec. Nous avons utilisé cette colonne analytique, longue de 250 mm avec un
diametre interne de 4,5mm comportant des particules de 5um (granumétrie) fournie par

Macherey-Nagel.

Les solvants de la phase mobile sont composés d’eau et d’acétonitrile et du trifluoro acide

acétique (TFA) fourni par SIGMA.
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Figure 29: Chaine HPLC Waters

1.2.2 Méthode de purification

On solubilise 1 mg d’extrait végétal dans 2 ml d’'un mélange d’eau/acétonitrile dans les
proportions 8/2. Ensuite, 100ul de ce mélange (soit 50ug d’extrait végétal) sont injectés sur
la colonne Cig puis élué avec une phase mobile (I’éluant) composée d’un mélange d’eau
additionnée avec de l'acide trifluoro acétique (TFA) a 1% et d’acétonitrile aussi additionné
du TFA a 0,7%. Avec un débit de 1 ml/min, cette élution se fait avec des proportions

variables de ces deux solvants (mode gradient) selon leTableau 9
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Tableau 9: Organisation de I'élution

Temps | Pourcentage MeCN | Pourcentage H,0

(min) (%) (%)
0 20 80

5 20 80

7 50 50
47 50 50
48 75 25
50 75 25
55 20 80

Aprés une optimisation de la séparation des composés de cet extrait, le temps de séparation
s’étend sur 55 minutes auxquelles s’ajoutent 15 minutes de rééquilibrage de la colonne pour

parer a une autre séparation.

Les fractions obtenues par cette séparation sont collectées manuellement puis lyophilisées.

IL3 Caractérisation de la structure chimique des composés purifiés

Les différentes fractions collectées obtenues apres lyophilisation ont fait I'objet d’une

caractérisation par spectrométrie de masse et résonnance magnétique nucléaire.

11.3.1 Caractérisation par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse a haute résolution du Centre régional des Mesures physiques de

I’Ouest (CRMPO sis université Rennes 1) a été sollicitée. Cette premiere partie de la

caractérisation a été supportée par un spectrometre de masse Waters Q-TOF 2 possédant

une géométrie QqoaTOF (quadripdles en ligne suivi d’un temps de vol orthogonal). Les

spectres de masse ont été réalisés en électronébulisation (ESI) en mode positif avec un

mélange CH3;0OH/CH,Cl, (90/10) comme solvant pour les fractions 1 et 7 et CH3OH pour les
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fractions 2, 3, 4, 8, 9, 10, 12 et 13. La tension d’accélération des ions est de 2-3 kV. La
détermination des masses précises est réalisée par calibration du TOF en utilisant les ions du
polyéthyleneglycol (PEG) comme référence externe et par I'application d’une lockmass sur
un ion connu (phtalate ou autre) comme référence interne si nécessaire. La précision
obtenue est inférieure a 5 ppm. Les fractions 6 et 11 ont été analysées par un spectromeétre
de masse Bruker MicrOTOF-Q Il possédant une géométrie QqoaTOF. Les spectres de masse
ont été réalisés avec une source APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisation) en mode
positif par introduction directe (ASAP — Atmospheric Solids Analysis Probe), a une

température de 400°C.

1.3.2 Caractérisation par Résonnance Magnétique Nucléaire

La détermination de la structure chimique des différents composés a été effectuée par la
Résonnance Magnétique Nucléaire de la plate-forme de I’Université de Bretagne Occidentale
a Brest. Les spectres 1D 1H NMR ont été enregistrés a 25°C sur un spectrométre BRUKER
AVANCE 500 équipé d’une cryosonde triple résonance 5mm TCI 1H/ 13C/15N. Les analyses
RMN ont été enregistrées sur les fractions solubilisées dans 700ulL d’acétone-d6, selon les
programmes d’acquisitions standards de Bruker. Les spectres ont été réalisés sur 32 scans

avec un délai de 2 secondes entre chaque scan et un angle d’impulsion de 30°.

Des études en deux dimensions COSY DQF (Double-quantum filtered 1H-1H correlated
spectroscopy), HMQC 1H-13C (Heteronuclear multiple quantum coherence 1H-13C (HMQC)
et HMBC 1H-13C (Heteronuclear multiple bond coherence 1H-13C) ont été réalisées afin
d’attribuer les résonances 1H et 13C des signaux observés. Du fait de la faible quantité de
produit dans certaines fractions, une pré-saturation du signal de I'acétone a été réalisée afin

d’améliorer I'observation.
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I1.4 Test d’activité antimicrobienne

1.4.1 Matériel

Les tests d’évaluation des activités antimicrobiennes ont été réalisé contre 11
microorganismes pathogénes (Tableau 10) dont 7 bactéries a Gram négatif (Escherichia coli
ATCC 25922, Enterobacter aerogenes CIP 6086, Citrobacter freundii NRRL B 2643,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella oxytoca CIP 7932, Salmonella enterica CIP
8297 et Pasteurella multocida ATCC 43137), 2 bactéries a Gram positif (Enterococcus faecalis
CIP A186 et Staphylococcus aureus ATCC 25923) et 2 levures (Candida albicans ATCC 2091 et

Cryptococcus neoformans ATCC 32045).

Tableau 10: Caractéres culturaux des micro-organismes utilisés

UFC.ml
Espéce Collection T° d’incubation m Milieu de culture
(pour 1 DOgy)
Citrobacter freundii NRRL B-2643 30°C 1,3.10°
Enterobacter  aerogenes CIp 6086 30°C 1,2. 10°
Enterococcus  faecalis CIp A186 37°C 1,2.10°
Escherichia coli ATCC 25922 37°C 1,1. 10°
. Tryptone Caséine
Bactéries | Klebsiella oxytoca CIp 7932 30°C 7,6.10
Soja (TSB)
Salmonella enterica CIP 8297 30°C 1,4 .10°
Staphylococcus aureus ATCC 25923 37°C 4,6.10°
Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853 37°C 1,2. 10°
Pasteurella multocida ATCC 43137 37°C 1,2. 10’
Candida albicans ATCC 2091 30°C 3,0. 10’
Levures . Sabouraud
Cryptococcus  neoformans |ATTC 32045 30°C 3,0.10

Les milieux de culture bactérienne utilisés sont la gelose tryptone caséine soja (TSA), du
bouillon tryptone caséine soja (TSB) et de la gélose nutritive (GN). Au niveau des levures, la
gelose sabouraud et le yeast medium. Les compositions des ces différents milieux de culture

sont présentées dans le Tableau 11.
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Tableau 11: Milieux de culture

Milieux de

Composition
culture P

17 g d’hydrolysat enzymatique de caséine
3 g de peptone de soja

2,5 g de D-Glucose

5 g de chlorure de sodium

2,5 g d’hydrogenophosphate dipotassique
11 d’eau distillée

TSB

17 g d’hydrolysat enzymatique de caséine
3 g de peptone de soja

2,5 g de D-Glucose

Bactérie TSA 5 g de chlorure de sodium

2,5 g d’hydrogenophosphate dipotassique
15 g d’agar

11 d’eau distillée

1 g d’extrait de viande

2,5 g d’extrait de levure

5 g de peptone

5 g de chlorure de sodium
15 g d’agar

11 d’eau distillée

GN

20 g de Peptone

20 g de glucose

10 g d’extrait de levure
11d’eau distillée

Yeast medium

Levures
10 g de peptone pepsique de viande
20g de glucose

0,5 g de chloramphénicol

15 g d’agar

11d’eau distillée

Gélose
sabouraud

Le matériel technique requis est composé du classique matériel classique de laboratoire de
microbiologie (verrerie, étuve 37°C et 30°C, hotte a flux laminaire...) et d’encemenceur en

spiral.
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11.4.2 Méthodes

11.4.2.1 Méthode d’évaluation de I'activité antimicrobienne par la

méthode de diffusion en milieu gélosé

La méthode de diffusion en milieu gélosé a été utilisée pour évaluer les activités
antimicrobiennes des différents extraits (Wiegand et al., 2007). Elle consiste a déposer a
I'intérieur d’un puits creusé dans une gélose inoculée dans la masse par une souche
bactérienne cible, une quantité de substance antimicrobienne a évaluer. Aprées dépot dans le
puits, le composé diffuse dans la gélose et inhibe la formation d’un tapis bactérien selon le
gradient de concentration qui se met en place. Cette diffusion est dépendante de la
diffusibilité du composé dans la gélose, de la durée de migration, de la distance de migration

et de la concentration du composé (Cooper, 1955)

En fonction du gradient de concentration établi par le composé dans la gélose, une inhibition
de croissance microbienne est induite. Cette inhibition a pour conséquence la formation
d’un halo autour du puits. Le diameétre de cette zone d’inhibition quantifie I'activité

antimicrobienne de I'extrait ou du composé.

Des gammes de concentrations des différents extraits de la plante Morinda morindoides ont
été effectuées selon une série de dilutions au demi allant de 30 mg/ml a 0,25 mg/ml. Le
mélange DMSO-Eau (7:3) a été utilisé comme diluant pour les extraits obtenus avec les
solvants organiques.

L’ensemble des micro-organismes cibles est composé de 11 souches de micro-organismes
pathogenes (Tableau 10) comportant 7 bactéries a Gram négatif (Escherichia coli ATCC
25922, Enterobacter aerogenes CIP 6086, Citrobacter freundii NRRL B 2643, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella oxytoca CIP 7932, Salmonella enterica CIP 8297 et
Pasteurella multocida ATCC 43137), 2 bactéries a Gram positif (Enterococcus faecalis CIP
A186 et Staphylococcus aureus ATCC 25923) et 2 levures (Candida albicans ATCC 2091 et
Cryptococcus neoformans ATCC 32045). A partir d’'une culture de 24 heures ou 48 heures
d’incubation des différentes souches microbiennes cibles, on réalise pour chaque souche
une pré-culture d’'une durée nécessaire pour atteindre la phase de croissance exponentielle.

La valeur des DO a 600nm de cette pré culture permet de prélever une quantité
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correspondante & environ 2.10” UFC en fonction du rapport DO/UFC.mlI™* de chaque souche

cible (Tableau 10).

Cette quantité de culture microbienne prélevée est homogénéisée dans une boite de Pétri
avec 20 ml de TSA maintenu liquide a 50°C. Une fois la gélose inoculée et solidifiée, 9 puits
de 6 mm de diametre y sont creusés. Ensuite, 70 ul de chaque concentration d’extrait de
plante sont déposés dans les différents puits. Les boites sont ensuite mises a incuber
pendant 24 ou 48 heures a la température de croissance optimale spécifique de chaque

microorganisme (Tableau 10).

Aprés 24 ou 48 heures d’incubation, le rayon d’inhibition a partir du bord du puits est
mesuré. Les valeurs pour les différentes concentrations de chaque extrait permettent de
tracer la droite de régression entre la dilution de la concentration initiale et le rayon
d’inhibition. De cette droite, on détermine la dilution de la concentration initiale qui
entraine 1 mm de rayon d’inhibition qui est une unité arbitraire (UA). Cette valeur permet de
calculer I'activité spécifique de I'extrait qui est exprimée en UA/mg. Elle représente I'inverse
de la quantité d’extrait (en mg) dans un puits qui induit 1 millimétre de rayon d’inhibition a

partir du bord du puits (Figure 30) (Zouhir et al., 2011).

10 -

Rayon d'inhibition (mm)
[EnY

0,1 ¥ T ]
0 50 100
1/ masse d'extrait (mg)

Figure 30: Détermination de l'activité spécifique (UA/mg) d'un extrait
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La comparaison des différentes valeurs d’activité spécifique de chaque extrait permet
d’identifier I'organe qui concentre le plus le principe actif et aussi de connaitre le solvant qui

sélectionne mieux ce principe actif.

1.4.2.2 Méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne par la

méthode des spots

Ce test non quantitatif a pour objectif d’identifier rapidement les fractions d’intérét issues
de la séparation par chromatographie a de faibles concentrations. A partir d’une pré-culture
de 3 heures d’une culture microbienne en bouillon de 24 heures d’incubation, un inoculum
de 10° UFC/ml est préparé. Cet inoculum (1 ml) est étalé sur la surface d’une gélose
tryptone-soja (TSA) puis séché a la température ambiante pendant 15 a 20 minutes sous une
hotte a flux laminaire. Au bout de ce temps, 5ul de chaque fraction lyophilisée et solubilisée
dans du DMSO 70% sont déposés délicatement sur cette gélose inoculée pour former un

spot, les géloses sont incubées a 30 ou 37°C pendant 24 ou 48 heures.

11.4.2.3 Méthode d’évaluation de I'activité antimicrobienne par la

méthode en milieu liquide.

Ce test en milieu liquide a pour objectif de déterminer pour les différents composés isolés,
les valeurs des parametres antimicrobiens dont la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) ou Fongicide (CMF).

Dans une microplaque de 96 puits, une gamme de concentrations de 100 ul de chaque

composé est effectuée par des dilutions au demi dans une solution de DMSO 5%.

A partir d’'une culture microbienne de 24 heures d’incubation, une pré-culture pour
atteindre la phase exponentielle de croissance microbienne est préparée. Une fois sa densité
optique a 600nm obtenue, cette préculture est utilisée pour préparer un inoculum de 2.10°
UFC/ml dans un bouillon tryptone-soja (TSB) concentré 2 fois. Ensuite 100 ul de cet inoculum
sont homogénéisés dans chaque puits de la gamme de concentrations préalablement

préparée puis incubée a 30 ou 37°C pendant 24 ou 48 heures.
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Au bout de cette période, la turbidité de chaque puits est appréciée a I'ceil nu a la lumiere
du jour et la plus petite concentration dans laquelle une absence de turbidité est observée
représente la Concentration Minimale inhibitrice (CMI) du composé en question sur la

souche de l'inoculum utilisé.

11.4.2.4 Cinétique d’inactivation

Les cinétiques d’inactivation des populations microbiennes de Staphylococcus aureus et
Candida albicans ont été effectués en présence de I'extrait affichant la plus forte activité
antimicrobienne. Le test a consisté a dénombrer dans le temps |’évolution des Unités
Formant Colonie (UFC) des micro-organismes en présence de différente concentration

d’extrait végétal.

A partir d’un bouillon de Staphylococcus aureus et de Candida albicans, différents inoculum
de 10° UFC/mI sont préparés et mis a incuber en présence de 800pug/ml, 400 pg/ml, 200
pug/ml, 100 pg/ml et 0 pug/ml d’extrait végétal. A intervalles réguliers de temps, 50ul de
chaque bouillon en incubation sont prélevés et ensemencés par un ensemenceur spiral sur
gélose nutritive. Au bout de 24 ou 48 heures d’incubation, les colonies sont dénombrées.
Ces données permettent de représenter des cinétiques d’inactivations de chaque

concentration d’extrait.

La modélisation de la cinétique d’inactivation des micro-organismes a été effectuée par le

model Weibull selon I'Equation 1

Equation 1

Log (V) = Log (Vo) ~ (5)

N : Nombre d’unités formant colonie

No : Nombre d’unités formant colonie a Ty

t : temps (heures)

6 : Temps nécessaire pour une réduction décimale du nombre d’unités formant colonies

p : Parameétre d’ajustement du modele
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La représentation graphique par cette équation de Log(N) en fonction du temps permet de
déterminer la valeur de & pour chaque concentration d’extrait. Les différentes valeurs de &
(temps nécessaire pour une réduction décimale de l'inoculum de départ) déterminées sont
représentées en fonction de la concentration de I'extrait. Le graphique obtenu permet
d’apprécier et de quantifier I’effet de la concentration de I’extrait sur la réduction des micro-

organismes cibles.

IL5 Cible moléculaire des composés isolés

Certaines anthraquinones possédent une affinité pour les acides nucléiques de par leur
pouvoir intercalant comme la plupart des inhibiteurs de la topo-isomérase. A partir de ce
constat, afin d’identifier la cible moléculaire des phytomolécules antimicrobiennes,

I'intensité de cette activité intercalante pour chaque composé isolé a été évaluée.

1.5.1 Matériel

Le matériel biologique exploité dans ce test est constitué de la souche de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et de la souche d’Escherichia coli DH5a porteuse du plasmide pBr 322.
Le milieu de culture est le Luria Broth (LB) composé de 10 g de tryptone, de 6 grammes

d’extrait de levure, de 10 grammes de NaCl, le tout solubilisé dans 1 litre d’eau distillée.

Les différents tampons disponibles dans le kit d’extraction de plasmide fourni par
NucleoBond® selon la méthode décrite par Birnboim (Birnboim et Doly, 1979) sont listés

dans le Tableau 12.

La colonne utilisée pour la purification de I'ADN plasmidique est une colonne de

polypropyléne contenant de la Résine de silice AX insérée entre deux filtres inertes.
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Tableau 12: Différents tampons utilisés pour I'extraction du plasmide pBr 322

Tampons Compositions
Tampon S1 50 mM Tris-HCl,
Solution pour la ré-suspension du culot 10mM EDTA
bactérien 100ug/ml de RNase A
pH 8,0
Tampon S2 : 200mM de NaOH
Représente la solution de lyse 1% SDS
Tampon S3 2,8M de KAc
Solution de neutralisation pH 5,1
100 mM Tris
Tampon N2 15% éthanol
Solution pour équilibrer la colonne de 900mM KCl

purification du plasmide

0,15% Triton X-100
Ajuster le pH a 6,3 avec du H3PO,4

Tampon N3 : lavage de la colonne

100mM Tris

15% éthanol

1,15 M KCl

Ajuster le pH a 6,3 avec du H3PO4

Tampon N5 : Elution

100 mM Tris

15% éthanol

1 M KCl

Ajuster le pH a 8,5 avec du H3PO,4

Le matériel nécessaire pour I'extraction de I’ADN génomique de Staphylococcus aureus est
composé d’une solution de phénol-chloroforme- alcool isoamylique (25/24/1) (Sigma), d’un
tampon TE 10X a été utilisé. Ce dernier est composé de 48,5g Trisma base (tris), de 7,5g
d’acide éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) et d’une quantité suffisante d’eau distillée
pour atteindre 1 litre. La solution est ensuite ajustée a 8 puis le tampon obtenu est stérilisé a

I"autoclave a 121°C pendant 20 minutes.

La solution meére de lyse bactérienne a été préalablement préparée avec 0,6 g de trisma base
et avec 3g de sodium dodecyl sulfate (SDS), homogénéisé dans 100 ml d’eau distillée (gsp).
La solution de lyse bactérienne préte a I'emploi est préparée juste avant son utilisation. Elle

se compose de 10 ml de la solution mere de lyse bactérienne a laquelle sont ajoutées 200ul

d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH). Le pH final est de 12,6.
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11.5.2 Méthodes

11.5.2.1 Méthode d’extraction du plasmide pBr 322

Une culture de 250 ml de la souche Escherichia coli DH5a est incubée 18 heures dans du
milieu LB en présence d’ampicilline. La suspension bactérienne est centrifugée a 6 000g
pendant 15 minutes a 4°C. Le culot est récupéré et homogénéisé dans 8ml du tampon S1.
Ensuite sont ajoutés a ce homogénat 8 ml de tampon S2 et mélangés délicatement par
inversions répétées du tube puis incubés a la température ambiante du laboratoire (20-25°C)

pendant 5 minutes au plus.

Au bout de ce temps, 8 ml du tampon S3 préalablement conservé a 4°C sont ajoutés a la
suspension obtenue. Ce mélange est automatiguement homogénéisé délicatement par 8
inversions répétées du tube jusqu’a I'obtention de flocons blancs. L’'homogénat est ensuite

incubé dans un bain de glace pendant 5 minutes

Apreés incubation, le mélange est centrifugé a 12 000g pendant 25 minutes et le surnageant
est versé sur la colonne préalablement équilibrée avec 2,5 ml du tampon N2. Un lavage est
effectué ensuite avec 12 ml du tampon N3 suivi d’une élution de I’ADN plasmidique avec 5
ml du tampon N5. L’ADN plasmidique contenu dans cette fraction est précipité avec 3,5 ml
d’isopropanol préalablement conservé a la température ambiante du laboratoire (20 -25°C).

Le mélange obtenu est centrifugé a 15 000g pendant 30 minutes a 4°C.

Le culot est délicatement récupéré, lavé par 'ajout d’éthanol 70% avec un bref passage au
vortex puis centrifugé a nouveau a 15 000g pendant 10 minutes a la température ambiante
(20 — 25°C). Le culot qui représente le plasmide pBr 322 est séché a 25°C puis solubilisé dans

de I'eau déionisée stérile.

Le spectre d’absorption UV-visible du plasmide est mesuré puis sa concentration est

déterminée par sa densité optique lue a 260 nm
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11.5.2.2 Méthode d’extraction d’ADN génomique de Staphylococcus aureus

Apres une culture de 18 heures de Staphylococcus aureus dans un bouillon de LB (Luria-
Bertani), 200 ml de la suspension bactérienne obtenue est centrifugé a 5000g pendant 5
minutes. Au culot récupéré, sont ajouté 8ml de Tampon TE 1X supplémenté avec 1ml de
lysozyme (10mg/ml), homogénéisé par vortex puis incubé a 37°C pendant 30 minutes. Au
bout de ce temps, 10 ml de solution de lyse sont ajoutés et le tout est homogénéisé

délicatement par inversion répétée du tube puis incubé a 55°C pendant 30 minutes.

A ce mélange, sont ajoutés 10 ml de solution phénol-chloroforme et le mélange est agitaté
vigoureusement jusqu’a I'obtention d’une suspension laiteuse stable. Cette suspension est
centrifugée a 10 000g pendant 15 minutes. A la phase aqueuse supérieure délicatement
prélevée, sont ajoutés 8 ml de solution d’acétate de sodium 3M (pH 5,2), puis 10 ml d’alcool
isopropylique. Le tube est homogénéisé par inversion répétée puis incubé a -20°C pendant

30 minutes.

Apreés centrifugation de ce tube a 10 000g pendant 10 minutes, le culot est récupéré et lavé
par 10 ml d’éthanol 70% et centrifugé a nouveau a 10 000g pendant 5 minutes. Le culot
obtenu qui représente ’ADN génomique bactérien est séché a 25°C puis repris dans de I'eau.

Le spectre UV (de 200 a 400nm) de ce dernier est effectué pour déterminer sa concentration.

11.5.2.3 Mise en évidence de I'activité intercalante par électrophorése

(migration sur gel d’agarose 1%)

Dans une série de 7 tubes eppendorf de 100ul sont préparés 5 ul de chaque point d’une

gamme de concentration d’extrait végétal dans du DMSO 40%.

On ajoute au contenu de chaque tube 10ul de plasmide pBr 322 de concentration
0,0425ug/ul. Le tout est homogénéisé puis incubé a température ambiante pendant 15
minutes. Au bout de cette période, 3ul de « Blue/Orange laoding dye 6X » et 2ul de « sybr

gold 1X » sont ajoutés.
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Le contenu de chaque tube aprés homogénéisation est déposé dans le puits d'un gel
d’agarose 1% pour une migration de 4 heures sous une tension de 40 volts. Le profil de la

migration électrophérétique est observé sous une lampe UV.

11.5.2.4 Mise en évidence de I'activité intercalante par compétition avec le

Sybr Gold

Ce test a pour but d’évaluer de fagcon quantitative l'activité intercalante a I’ADN des
différents composés isolés. Sachant que le Sybr Gold est une molécule qui émet une
fluorescence lorsqu’elle s’integre a I’ADN, lintensité de cette fluorescence est donc

proportionnelle a la quantité de cette molécule intégrée a I’ADN.

Le principe ici consiste a mettre en contact I’ADN avec une quantité connue d’extrait végétal
pendant un temps d’incubation défini, puis d’ajouter du Sybr Gold afin que ce dernier
s’intercale au niveau des parties de ’ADN non occupées par |'extrait. La proportion d’ADN
non intercalée par I'extrait est révélée par I'intensité de la fluorescence induite par le Sybr

Gold intégré.

Pour ce faire, dans des puits de 3 colonnes d’une microplaque a 96 puits sont déposés 50ul
des phytomolécules isolées de facon a former une gamme de concentration selon une série
de dilution au demi par colonne (Figure 33). Le DMSO 20% est utilisé comme diluant pour la
réalisation de cette gamme de concentration. Ensuite 20ul de DNA génomique de
Staphylococcus aureus a 0,02 pg/ul sont ajoutés dans chaque puits de cette gamme de
concentration. Apres homogénéisation, le mélange est incubé a la température ambiante du
laboratoire (20 — 25°C) pendant 15 minutes, puis sont ajoutés 5ul de Sybr Gold dans les
mémes puits (Figure 31). La fluorescence du contenu de chaque puits est lue a 535nm aprés
une excitation a 485 nm. Les valeurs de la fluorescence obtenues permettent de
représenter le pourcentage d’ADN non intercalé par les composés en fonction de la
concentration de ces composés. Le pourcentage de I"ADN non intercalé est calculé par

I’Equation 2.
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Equation 2

Fi - Fi.nc

Pourcentage d'ADNnon — intercalé = X 100

t = Ttnc

Fi : Fluorescence de chaque concentration de composé +ADN+ Sybr Gold
Fi.nc: Fluorescence de chaque concentration de composé + Sybr Gold sans DNA (blanc)
Fi: Fluorescence du Sybr Gold + DNA

Finc: Fluorescence du Sybr Gold seul

—> Composé + Sybr sans DNA (blanc)
————> Composé + DNA + Sybr

@@@&CQQO%@@@
000000000800
(JOCOCOIOCOOCOOOOC
ek ), 000000000000

Sybr+DNA <€——

Gradient de concentration

Comp. 1 Comp. 2 Comp. 3 "

Figure 31: organisation de la microplaque pour le test de compétitivité

Cette représentation permet de déterminer la concentration du composé qui induit une

intercalation de I’ADN a 50% (1Csp).
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IL6 Evaluation de I'activité antioxydante des extraits

L'effet antioxydant des extraits a également été étudié. Le pouvoir anti-oxydant d’un

composé définit sa capacité a empécher I'oxydation d’un autre.

L'activité antioxydante des extraits de chaque organe de Morinda moridoides a été mesurée

par le test au DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Cette molécule posséde un électron non

apparié au niveau de son atome d’azote et reste stable sans former de dimére. Ce composé

se caractérise par sa coloration bleue et absorbe a 517nm. La recombinaison de ce radical

entraine une décoloration du bleu donc une absence d’absorption a 517nm (Figure 32).
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Figure 32: spectre d'absorption du DPPH radicalaire et recombiné dans I'UV-Visible (Cowie

et Arrighi, 2008)

1.6.1 Matériel

Ce test consiste donc a mesurer cette décoloration induite par la réduction du DPPH

radicalaire (forme recombinée) par les extraits végétaux. Le matériel chimique est composé
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du 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et de I'éthanol fourni par SIGMA. Le matériel
technique utilisé se compose de microplaque a 96 puit et d’'un lecteur de microplaque de

marque PERKINELMER

11.6.2 Méthode expérimentale d’évaluation de I'activité antioxydante

Une gamme de concentrations des extraits de chaque organe de la plante est effectuée avec
de I’éthanol comme diluant dans des puits d’'une microplague. A 100ul de chaque
concentration d’extrait sont ajoutés 100ul de DPPH radicalaire d’une concentration de
0,04pg/ml (0,1 mM). Un témoin négatif est réalisé pour chaque concentration d’extrait
(sans DPPH). L’organisation de la microplque est présentée par Figure 33. La microplaque
est ensuite incubée a température ambiante dans I'obscurité pendant 1 heure. Au bout de
ce temps, la densité optique a 517 nm de chaque puits est enregistrée. Les valeurs obtenues
permettent de représenter le pourcentage de DPPH non réduit par I'extrait végétal en
fonction du rapport concentration de I'extrait/ concentration DPPH radicalaire selon la

formule suivante (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Equation 3

_ DO; — DOy,
%DPPH = ——=-—= X 100
t

%DPPH° : pourcentage de DPPH radicalaire (non réduit par I'extrait végétal)
DO; : Densité optique a 517 nm pour chaque concentration de I'extrait végétal + DPPH
DO;, : Densité optique a 517 nm pour chaque concentration de |’extrait végétal sans DPPH

DO;: Densité optique a 517 nm du DPPH sans extrait végétal
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Différentes concentrations d’extrait
végétal sans DPPH (DOj,)

Différentes concentrations d’extrait
végétal + DPPH (DO;)
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Figure 33: Organisation de la microplaque pour test antioxydant

Cette représentation permet ainsi de déterminer le rapport des concentrations d’extrait
végétal/DPPH radicalaire réduisant a 50% le DPPH radicalaire (ECsp). La comparaison des ECsg

de chaque extrait permet de déterminer et de comparer leur pouvoir antioxydant.

I.7 Tests de toxicité

1.7.1 Activité cytotoxique de I’extrait d’intérét

11.7.1.1 Matériel

Le matériel biologique utilisé pour évaluer I'activité cytotoxique de I'extrait a I'acétonitrile
des racines de Morinda morindoides est composé d’une lignée cellulaire NIH/3T3 (ATCC®

CRL-1658™), d’une lignée cellulaire VERO (ATCC® Number: CCL-81). Les milieux utilisés se
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composent du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institut) 1640 w/o L-Glutamine stocké a
4°C et du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) high Glucose w/o L-Glutamine,

w/o Na pyruvate stocké a 4°C.

Comme solutions utilisées, on note la Trypsine EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique)
stockée a -20°C, le HBSS (Hank's Buffered Salt Solution) sans calcium ni magnésium et une

solution de MTT dont 1g a été dilué dans 200 ml de PBS puis stocké a 4°C.

La solution de lyse est composée de 400 ml de SDS 15%, de 100 ml de N,N-
diméthylformamide, de 7,5 ml de HCI 0 (1 Normal), de 7,5 ml d'acide acétique 80% et de

115 ml H,0. Cette solution une fois préparée est stockée a la température ambiante.

11.7.1.2 Méthode expérimentale de I'activité cytotoxique

L’évaluation de cette activité a été faite selon la méthode décrite par certains auteurs (Ali et
al., 1996; Tajudin et al., 2012). Des cellules 3T3 fibroblastiques de souris et des cellules VERO
épithéliales de singe sont mises respectivement en culture dans du milieu RPMI et du DMEM
dans des flasks de culture cellulaire a 37°C en incubateur a CO, (5%) en conditions stériles et

sous atmosphere saturée en eau.

Avant leur confluence, lorsque les cellules sont en phase exponentielle de croissance, le tapis
cellulaire obtenu est dissocié par la trypsine. Le milieu est soustrait, le tapis est lavé avec 10
ml d’une solution saline HBSS dépourvue de cations bivalents puis recouvert de 1 ml de
trypsine EDTA ajouté de 2 ml de HBSS sans Ca®" ni Mg?". Les cellules sont incubées 5 min a
37°C et la compléte dissociation du tapis est suivie au microscope. La suspension cellulaire
est mélangée a du milieu de culture contenant du SVF (sérum de veau feetal) pour arréter la
trypsination puis centrifugée 5 min a 200 g. Le culot cellulaire est repris par du milieu de

culture et la concentration cellulaire est estimée par numération sur cellule de Malassez.

Les cellules ont été ensemencées a Jo a raison de 4500 par puits dans des plaques de culture

cellulaire a 96 puits dans un volume de 100 pL par puits.

L’extrait a I'acétonitrile de Morinda morindoides est ajouté le lendemain de la distribution

des cellules, dans un volume de 100 pul par puits.
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Pour ce faire, une gamme de concentrations de cet extrait est préalablement réalisée dans
du milieu de culture cellulaire. Cet extrait étant relativement hydrophobe, il a été préparé
dans du DMSO avant d’étre ajouté a du RPMI ou du DMEM de maniére a ne pas dépasser
une concentration finale de 10% en DMSO. Chaque point de la gamme est réalisé en

triplicata.

A J+2, 20 pL de solution de MTT sont ajoutés aux 200uL déja présents dans les puits et les
plaques sont encore incubées pendant 4H a 37°C. Ensuite les plaques sont bien vidées en les
inversant brutalement, puis 80 pL de tampon de lyse sont ajoutés pour dissoudre les cristaux
de formazan formés par les cellules viables. Aprés homogénéisation du contenu de chaque

puits, leur densité optique est lue a 540 nm (Mosmann, 1983).

Le pourcentage de viabilité des cellules exposées a chaque concentration d’extrait est estimé

par rapport aux cellules témoins sans extrait.

En cas de toxicité cellulaire, la concentration qui induit 50% de viabilité (Clsp) est déterminée.

11.7.2 Test d’activité hémolytique (hématotoxicité) de I’extrait d’intérét et

des composés purifiés

11.7.2.1 Matériel

Ce test a pour but d’évaluer sur des hématies humaines, I’"hématotoxicité des composés
isolés. Il a été effectué selon la méthode décrite par (Laurencin et al., 2012) avec quelques

modifications adaptées a la nature des composés.

Le matériel est constitué d’hématies humaines fournies par I’hopital de Quimper, du DMSO,
et du tampon PBS. Ce tampon PBS est composé de 137mM de NaCl, de 2,7 mM de KCl, de
1,5 mM de KH,PO et de 1ImM de Na,HPO
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11.7.2.2 Méthode expérimentale de I'activité hémolytique

Pour ce faire, 5 ml de sang humain sont collectés dans de I'EDTA (50mM) et conservés dans
un bain de glace. Le sang est ensuite lavé avec du tampon PBS a pH 7,4 puis centrifugé a
800g a 4°C pendant 15 min. Apres élimination du surnageant, I'opération est répétée deux

fois de suite sur le culot obtenu.

Aprés ces 3 lavages, le culot est complété avec du tampon PBS 0,02% Azide de Na a une

guantité suffisante pour atteindre 25 ml.

Dans les puits d’'une microplaque contenant 100ul de chaque point d’'une gamme de
concentration des différents composés préparé avec du DMSO 5% dans du tampon PBS,
sont ajouté 100ul d’hématies préalablement préparées dont la densité optique a été ajusté a
1,5 a 540nm. Un blanc de chaque concentration des composés est réalisé sans ajout
d’hématies. Un témoin positif d’hémolyse totale est aussi réalisé avec du triton 1% a la place

des composés (Figure 34).

H Composé sans hématie (blanc)
— Composé + hématie

0000 0000000
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000000000000
000000000000
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Figure 34: organisation de la plaque pour test d'activité hémolytique

Gradient de concentration
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Les microplaques sont ensuite incubées a 37°C pendant 15 minutes puis centrifugées a 800g

pendant 15 minutes a 4°C.

Apres centrifugation, 175 pl des surnageants de chaque puits sont prélevés et déposés dans
les puits d’une nouvelle microplaque tout en respectant leur position initiale. La DO a 540nm
de ces différents surnageants est lue. Les valeurs obtenues permettent de calculer les
pourcentages d’hémolyse pour chaque concentration des différents composés testés selon

la formule suivante :

Equation 4

DO; — DO,
% hématie hémolysée = - D0 2T X 100
tp

DO;: densité optique du surnageant de chaque concentration de composé + hématie
DOcomp : Densité optique du blanc de chaque concentration de composé

DOy, : Densité optique du surnagent de I’"hémolyse totale par le triton

La courbe du pourcentage d’hématie hémolysée en fonction de la concentration de chaque
composé est représentée. Dans cette étude, nous avons comparé le pourcentage d’hématie
hémolysée induit par 50ug/ml des différents composés isolés dans I'optique d’identifier ceux

gui sont mieux tolérés par les hématies humaines.
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III Résultats

III.1 Extractions

Apres filtration et lyophilisation, tous les extraits issus de la racine de Morinda morindoides
se présentent sous forme de poudre d’aspect amorphe et de couleur jaune ou jaune
orangée. Au niveau des feuilles, les extraits organiques d’une part sont de couleur verte avec
un aspect plus ou moins visqueux et d’autre part I’extrait aqueux donne une poudre marron
d’aspect amorphe. Tous les extraits obtenus de la tige de cette plante sont des poudres de
couleur marron. Les rendements d’extraction ont été déterminés a partir du rapport de la
masse de I'extrait sur la masse de poudre seche utilisée. Ces différents rendements sont

présentés par la Figure 35.
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Figure 35: Rendement d’extraction des feuilles, tiges et racines de Morinda morindoides en

fonction des solvants d’extraction
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Les rendements d’extraction observés dépendent a la fois de I'organe de la plante et aussi
du solvant utilisé. lls évoluent avec la polarité du solvant. Quelque soit I'organe utilisé, les
extraits issus des solvants polaires présentent des rendements supérieurs a ceux des

solvants apolaires.

IIL.2 Tests d’activités antibactériennes par diffusion en milieu gélosé

L’activité antimicrobienne des différents extraits est détectée par la méthode de diffusion en

milieu gélosé (Figure 36).

Figure 36: Inhibition par diffusion en milieu gélosé de I'extrait a I'acétonitrile de la racine

de Morinda morindoides sur Staphylococcus aureus

Les rayons d’inhibition a partir du bord du puits de chaque concentration d’extrait sont
mesurés puis représentés en fonction de l'inverse de la quantité (en milligramme) d’extrait
déposée dans le puits. La valeur qui induit 1 millimetre d’inhibition par mg, ou encore
I'activité spécifique exprimé en unité arbitraire par miligramme (UA/mg) d’extrait est

représentée par la Figure 37 pour différents micro-organismes.
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Figure 37: Activité spécifique (UA/mg) des différents extraits de Morinda morindoides sur différents micro-organismes
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Cette figure laisse apparaitre des activités spécifiques antimicrobiennes tres variables en
fonction de I'organe de la plante et de la souche cible. Staphylococcus aureus est le plus

sensible avec les extraits de tige et de racines.

Les extraits de la racine obtenus a I'aide des solvants organiques (acétonitrile, chloroforme,
et acétate d’éthyle) présentent les meilleures activités spécifiques. L'extrait a I'acétonitrile
de la racine a été retenu. Ce dernier a donc été utilisé pour la suite du criblage des composés

antimicrobiens.

II.3 Mise en évidence des activités anti-oxydantes des différents

extraits

La détermination du pouvoir antioxydant des différents extraits a été évaluée par le
pourcentage du DPPH non réduit en fonction des concentrations des différents extraits. Les

résultats sont présentés par la Figure 38.
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Figure 38: Réduction du DPPH par les extraits de Feuilles (A), de tige (B) et de racine (C) de M. morindoides
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Ces résultats obtenus montrent une dimunition dose-dépendante du DPPH radicalaire (non
réduit) au niveau de tous les extraits démontrant ainsi qu’ils possédent tous une activité

antioxydante.

La concentration de chaque extrait qui réduit 50% de DPPH notée ECsy a été déterminée

(Tableau 13)

Tableau 13: Valeurs des ECso des différents extraits de Morinda morindoides

ECso des différents extraits
(mg/ug de DPPH)
Solvant d’extraction Feuille Tiges Racines
Eau 0,74 2,41 3,63
Méthanol 2,03 2,87 1,45
Acétonitrile 2,28 4,77 2,24
Acétone 1,72 8,04 0,88
Acétate d'éthyle 3,05 7,73 1,80
Chloroforme 4,90 5,72 1,56

L'extrait aqueux des feuilles présente la meilleure activité antioxydante. Au niveau de la

racine c’est I'extrait a I'acétone qui a la meilleure activité.

Il1.4 Cinétique d’inactivation de I'extrait a I'acétonitrile sur

Staphylococcus aureus et sur Candida albicans

La cinétique d’inactivation de |’extrait a I'acétonitrile des racines de Morinda morindoides a
été effectuée sur trois inocula différents de Staphylococcus aureus et sur deux inocula

différents de Candida albicans. La viabilité des microorganismes en présence de quatre
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différentes concentrations de l'extrait a I'acétonitrile des racines (800ug/ml, 400ug/ml,

200pg/ml et 100pg/ml) a été mesurée en fonction du temps (Figure 39).
Les résultats montrent une perte de cultivabilité au cours du temps.

Les cinétiques d’inactivation obtenues ne montrent pas de relation Log linéaire entre les
populations et le temps de contact. Ces cinétiques de forme concave peuvent étre décrites
et modélisées par la fonction cummulative de la loi de probabilité de fréquence de Weibull
(Mafart et al., 2002). Cette fonction paramétrée par Mafart est présentée par I'Equation 1.

Le modele selon I’équation de Weibul est représenté en pointillé sur chaque graphique.

114



Chapitre Ill : Composés antimicrobiens de Morinda morindoides

10
A o
8 - (e] o
o
o
6 - o
3 ? o © °
; ER==3== —-.'—.———.- ®
S :?:ﬁi::‘a:s:\:=; -~
N
4 - [} LN PRES
N\ ‘\.
\ O\ .
AN
\
2 - Y
\
\
0 T T ®
0 5 10 15
Temps (heures)
10
B
8 .
o o
o
6 - o © 0
z .
00 @:
44 & Te.__ e
Y [ ) \.
\. \\
* [ J
2 .
0 T T
0 5 10 15
Temps (heures)
® 800 pg/ml @400 pg/ml ® 200 pg/ml @ 100 ug/ml OT. de croissance

Figure 39: Cinétique d'inactivation de S aureus (A) et C. albicans(B) par différentes concentrations d'extrait a
I’acétonitrile de la racine de Morinda morindoides. Les courbes en pointillé représentent la corrélation selon
le model de Weibull
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La modélisation des différentes cinétiques d’inactivation a permis de déterminer les valeurs
No (nombre d’unité formant colonie initial), & (le temps nécessaire pour une réduction

décimale) et p (parameétre d’ajustement). Ces valeurs sont présentées par Tableau 14

Tableau 14: Valeurs Ny, 6 et p issues de la modélisation selon le model de Weibull

Staphylococcus aureus Candida albicans

Concentration No 6 p No 6 p

4.66 9,46 6,323 4,89 2,86 1,809
800 pg/ml 5,56 9,66 6,323 4,87 2,63 1,809
5,61 10,31 6,323

4.66 9,44 6,323 4,89 7,03 1,809
400pg/ml 5,56 10,23 6,323 4,87 7,18 1,809
5,61 10,34 6,323

4.66 10,29 6,323 4,89 8,58 1,809
200ug/ml 5,56 10,49 6,323 4,87 8,08 1,809
5,61 10,91 6,323

4.66 18,57 6,323 4,89 8,79 1,809
100ug/ml 5,56 13,77 6,323 4,87 9,35 1,809
5,61 11,83 6,323

L’évolution de la valeur 6 (temps nécéssaire a une réduction décimale de linoculum de
départ) en fonction de la concentration de |'extrait pour chaque souche microbienne est

présentée par la Figure 40.
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Figure 40: Evolution de la reduction décimale (8) de Staphylococcus aureus (A) et de Candida
albicans (B) en fonction de la concentration de I'extrait a I'acétonitrile des racines de Morinda
morindoides
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La variation du 6 permet d’apprécier I'impact de I'extrait sur le micro-organisme cible. Avec
Staphylococcus aureus, on observe une décroissance du 8 jusqu’a une concentration de

200pg/ml d’extrait. Au-dela de cette concentration les valeurs du & n’évoluent plus.

Au niveau de la levure (Candida albicans), on observe une diminition de la valeur de & avec

I’augmentation de la concentration de Iextrait.

IIL.5 Activité cytotoxique de l'extrait a I'acétonitrile de la racine de

Morinda morindoides

Les tests d’activité cytotoxique de I'extrait a |’acétonitrile de la racine de Morinda
morindoides ont été effectués sur les cellules 3T3 et VERO. lls ont révélé une absence de
cytotoxicité jusqu’a 250ug/ml (Figure 41). A 500ug/ml, on assiste a un effet cytotoxique

brutal qui affecte la totalité des cellules 3T3 et environ 90% des cellules VERO (Figure 41),.

m3T3
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Concentration de I'extrait ACN (png/ml)

Figure 41: Viabilité de cellules 3T3 et Vero en fonction de la concentration d'extrait a I’acétonitrile

de la racine de Morinda morindoides
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A partir de la représentation du pourcentage de viabilité des cellules en fonction de la
concentration de I'extrait des Clso de 420,32pug/ml pour les VERO et 388,33ug/ml pour les

cellules 3T3 ont été déterminées.

II1.6 purification

111.6.1 Analyse chromatographique des extraits de racine de M morindoides

Les extraits organiques (extrait a l'acétone, extrait a l'acétate d’éthyle et I'extrait au
chloroforme) de la racine de Morinda morindoides ont révélé des activités spécifiques
similaires. Les profils chromatographiques de 200ug de ces derniers ont été comparés

(Figure 42).

La Figure 42 montre que les différents extraits organiques de la racine présentent les mémes
pics mais en proportions différentes. L’extrait a |'acétonitrile de la racine présente la

meilleure résolution chromatographique. Il a donc été sélectionné pour la suite de I'étude.
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Figure 42: Profil chromatographique HPLC des extraits organique de la racine de Morinda
morindoides : extrait a ’acétone (A), extrait au chloroforme(B), extrait a I’acétate
d’éthyle(C), extrait a I’acétonitrile (D)
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111.6.2 Purification des composés de I'extrait a I'acétonitrile

Le fractionnement de I’extrait a I'acétonitrile de la racine de Morinda morindoides est réalisé
par HPLC sur une colonne Cyg. L’élution est effectué par un mélange d’eau et d’acétonitrile a
un débit de 1 ml par minute. Le chromatogramme obtenu aprés optimisation est présenté

par la Figure 43.

- 100
1 - 7 - 90
- 80
0,8 -
! - 70
10 - 60
20,6 - 2
+ - 50 g‘),
=
- 40 R
0,4 A
12 - 30
0,2 - “ + 20
3 ’ 11
0 T _— T T T T 0
0 10 20 30 40 50
Temps (min)

Figure 43: Chromatogramme 50ug de I'extrait a I'acétonitrile des racines de Morinda
morindoides par HPLC sur colonne C;3. Les numéros des fractions sont marqués au-dessus

de chaque pic

Ces fractions ont été collectées, lyophylisées puis conservées pour diverses analyses
(resonnace magnétique nucléaire, spectrometrie de masse a haute résolution et les tests

d’activités biologiques).
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II.7 Caractérisation structurale

La caractérisation structurale des composés présents dans I'extrait a |'acétonitrile de la
racine de Morinda morindoides a été menée par la combinaison de la spectrometrie de

masse (SM) a haute résolution et par la resonance magnétique nucléaire (RMN).

Le spectre de masse a haute résolution de chaque composé isolé a révélé leur formule brute

a partir de la masse exacte et de leur spectre d’abondance isotopique.

La RMN a fourni le spectre 1D du HY et les spectres a deux dimensions dont la COSY DQF, la
HMQC H*- C*, et la HMBC H* — C®. L’analyse de ces spectres ont permis de déterminer la

structure de chaque phytomolécule isolée.

Le spectre d’absorption UV-Visible de chaque composé a également été mesuré et a permis
de déterminer les différentes longueurs d’onde d’absorbtion maximale (Amax) pour chacun

des composés isolés.

Les données spectrales de chaque phytomolécule purifiée a partir de I'extrait a I'acétonitrile

de la racine de Morinda morindoides sont présentées de fagon suivante :
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Fraction 1

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode
positif avec un mélange de CH3OH/CH,Cl, (90/10). L'ion [M+Na]" de m/z 307 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;6H1,0sNa dont la masse théorique m/z donne 307,0582 et la

masse exacte m/z a donné 307,0580

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 15: Spectre RMN de la F1

Dans du DMSO
Dans |'acétone d6 dé
(Li et al., 2006)
Position | &¢ oM Oc
1 162,8 161,67
2 128,4 128,82
3 163,7 162,12
4 111,3 | 7,54 (s, 1H) 109,79
4a 119,6 135,37
5 126,9 | 8,17 (d, 1H, 3Juu=7,5) 126,11
6 133,9 | 7,82 (t, 1H, 3juu=7,5) 133,38
7 135,0 | 7,88 (t, 1H, 3J4=7,6) 134,61
8 127,6 | 8,22 (d, 1H, 3J44=8,0) 126,68
8a 127,6 134,56
10 183,5 182,56
11 62,4 3,92( s 3H, CHs) 62,41
12 56,9 | 4,99 (s, 2H, CHy) 52,8
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Formule développée :

Damnacanthol (Rath et al., 1995; Xiang et al., 2008)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 4
1 .
08 Les Amax de cette molécule
o
806 sont: 212 nm; 242nm ; 274nm
g 334
04 et nm
0,2
0 T T T ]
200 300 400 500 600
Longueur d'onde (nm)

Figure 44: Spectre d'absorption UV-visible de la F1
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Fraction 2

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec un mélange de CH;OH. Lion [M+Na]" de m/z 277 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;5H1004,Na dont la masse théorique m/z donne 277,0477¢t la

masse exacte m/z a donné 277,0477.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du C de la fraction sont présentés par le Tableau 16 et les figures ci-

dessous

Tableau 16: Spectre RMN de la F2

Position | 8¢ On

1 106,0 | 7,00 (d - 1H - *J44=2,5 - Hy)
2

3 107,0 | 7,36 (d — 1H —*Jy=2,5 — H3)
3a 115,7

4 126,9 | 8,15 (d — 1H —>J4=8,0 — Ha)
5 133,5 | 7,78 (t— 1H —>J=8,0 — Hs)
6 135,0 | 7,85 (t — 1H —J1=8,0 — Hy)
7 127,5 | 8,19 (d - 1H —>J;=8,0 — H)
7a 136,3

8 180,5

8a 115,3

9 183,8

9a 133,0

10 164,3

11 3,96 (s - 3H - CH3)
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Formule développée :

La morindoidine

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 ~

K
3

Les Amax de cette molécule
sont:212 nm; 276nm et
324nm

Absorbance
o
[}
L

o
S

o
N}
L
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Longueur d'onde (nm)

Figure 49: Spectre d'absorption UV-visible de la F2
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Fraction 3

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec de CH;OH. l’ion [M+Na]* de m/z 293 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;5H100sNa dont la masse théorique m/z donne 293,0426 et la

masse exacte m/z a donné 293,0421.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 17: spectre RMN de la F3

Dans de 'acétone d6 Dans du chloroforme
(Borroto et al., 2008)
Position | &¢ On On
1 163,0
2 119,3
3 164,9
4 109,1 | 7,26 —(s; 1H ; Hy) 7,31 (s)
4a 110,5
5 127,4 |8,22(dd; 1H; *Juu=7,5; Juu=1,5; Hs) | 8,24 (dd;J=7,1;)=1,6)
6 135,0 | 7,91 (m; 2H; He) 7,72 (td ;)=7,5;1=1,6)
7 135,0 | 7,91 (m; 2H; Hy) 7,70 (td ; J=7,5; ) = 1,6)
8,19 (dd ; 3JHH= 7,1 ; 4JHH=
8 126,7 | 8,28 (dd; 1H; *Juu=7,5; “Juu=1,5 ; Hsg)
1,6)
9 188,0
10 182,5
11 56,8 | 4,99 (s—2H - CH2) 5,08 (s)
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Formule développée :

H 0 H

Lucidin (Borroto et al., 2008)

Spectre d’absorbance UV/visible
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Figure 50: Spectre d'absorption UV-visible de la F3
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Fraction 4

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec de CH;OH. l’ion [M+Na]* de m/z 277 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;5sH100;Na dont la masse théorique m/z 277,0477 et la masse

exacte m/z a donné 277,0478.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 18: Spectre RMN de la F4

Dans du chloroforme
Dans de I'acétone
(Zhu et al., 2009)

Position 6¢ On 64

1 148,5

2 158,2

3 121,7 | 7,39(d; 1H; 3Jus=8,5; Hs) | 7,36 (d; 1H ;J=8,4 ; Hs)
4 125,8 | 8,03 (d; 1H; Juu=8,5; Hs) | 8,14 (d; 1H ;J=8,4 ; Hs)
43 127,3

5 134,5 | 8,21 (m;2H; Hs) 8,25 (m ; 2H, Hs)

6 127,1 | 7,86 (m; 2H; He) 7,77 (m, 2H ; He)

7 127,1 | 7,86 (m; 2H; H) 7,77 (m, 2H ; H)

8 134,5 | 8,21 (m; 2H; Hg) 8,25 (m ; 2H, Hs)

8a 125,8

9a 126,0

10 182,8

10a 125,8

11 61,7 3,94 (s; 3H; CHs) 4,04 (s ; 3H; OCHs)
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Formule développée :

F4 : Alizarin-1 méthyl éther (Jasril et al., 2003; Fraga et al., 2009)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 -
1 -4
0,8 -
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£ 06 1 Les Amax de cette molécule
§ sont : 220 nm ; 248nm, 267nm
0,4 -
et 384nm
02 -
0 T T T !
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Longueur d'onde (nm)

Figure 51: Spectre d'absorption UV-visible de la F4
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Fraction 6

Le spectre de masse

Le spectre de masse a été réalisé par Bruker MicrOTOF-Q Il, par introduction direct (ASAP) mode
positif a 400°C. Lion [M+H]" de m/z 255 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;5H1,04 dont la masse théorique m/z 255,0657et la masse exacte

m/z a donné 255,0652.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 19: spectre RMN de la F6

Dans de I'acétone D6

Position | &¢ O

1 159,7

2 139,2

3 134,5 | 8,00 (d; 1H; *Jyy=7,5; Hs)
4 119,2 | 7,84 (d; 1H; *Juu=7,5 ; Ha)
4a 133,0

5 127,8 | 8,26 (d; 1H; *Jyy=7,6 ; Hs)
6 135,8 | 7,94 (m; 1H; He)

7 135,2 | 7,96 (m; 1H; H)

8 127,5 | 8,32 (d; 1H; *Juu=7,2 ; Hs)
9 190,0

9a 116,0

10 182,8

11 58,9 | 4,82 (s;2H; CH,)

12,91 (brs ; OH)
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Formule développée :

H o) H

F6 : Digiferruginol (Arrebola et al., 1999; Fraga et al., 2009)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2
14
0,8
g Les Amax de cette molécule
§ v sont: 221 nm; 255nm;
041 285nm ; 332nm et 402 nm
0,2
0
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Longueur d'onde (nm)

Figure 52: Spectre d'absorption UV-visible de la F6
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Fraction 7

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec de CH;OH/CH,Cl, (90:10). l'ion [M+Na]" de m/z 291 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;6H1,04Na dont la masse théorique m/z 291,0633 et la masse

exacte m/z a donné 291,0629.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 20: Spectre RMN de la F7

Acetone d6
Position | &8¢ O
1
2 127,2
3
4 109,7 | 7,63 (s; 1H; Ha)
4a
5 127,0 |8,15(d, 1H; *)44=8,0 ; Hs)
6 133,7 [ 7,82 (td; 1H; *Juu=7,5; “Juu=1,0 ; He)
7 134,8 | 7,88 (td; 1H ; *Juu=7,5 ; “Juu=1,0 ; Hy)
8 127,4 |8,22(d; 1H; *Jyu=7,5; Hs)
8a
9 181,5
10 183,5
93 119,5
11 9,0 2,25 (s; 3H ; CHs)
12 61,3 | 3,88(s;3H; OCHs)
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Formule développée :

F7 : 1 hydroxy-2 méthyl- 3 methoxyanthraquinone (Fraga et al., 2009)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 4
1 -
0,8 -
506 Les Amayx de cette molécule
Ed
04 - sont: 210 nm ; 239nm ; 281nm
et 346 nm
0,2 -
0 T T T ]
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Figure 53: Spectre d'absorption UV-Visible de la F7
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Fraction 8

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec de CH;0H/CH,Cl, (90:10). l'ion [M+Na]" de m/z 321 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;7H140sNa dont la masse théorique m/z 321,0739 et la masse

exacte m/z a donné 321,0740.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la F8 sont présentés par le Tableau 21 les figures ci-dessous

Tableau 21: spectre RMN de la F8

Dans de l'acétone d6
Position | &¢ On
1 164,7
2 161,7
3 127,2
4 109,8
4a 114,3 | 7,61 (s; 1H; Hy)
5 109,8 | 7,58 (d; 1H; “Juu=1,3 ; Hs)
6 161,8
7 121,4 | 7,37 (dd; 1H; *J4u=9,0 ; “Jyu=1,3 ; H7)
8 130,0 |8,16 (d; 1H; J,4=9,0 ; Hg)
8a 135,5
9 180,5
9a 134,7
10 183,0
10a 19,3
11 56,7 | 3,99 (s; 3H; OCH3)
12 9,0 2,24 (s ; 3H, CH3)
13 61,4 |3,86(s;3H; OCH3)
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Figure 55: RMN 13C de la F8
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Formule développée :

F8 : 1,6-dimethoxy 2 hydroxy 3 méthyle anthraquinone

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 -

0,8 Les Amax de cette molécule

sont:214 nm; 280nm ; 336nm

Absorbance
o
(o)}

et412 nm

0 T T T ]
200 300 400 500 600

Longueur d'onde (nm)

Figure 58: Spectre d'absorption UV-Visible de la F8
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Fraction 9

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec de CH;OH. l’ion [M+Na]* de m/z 261 a été mesuré.
La formule brute déduite est CisH10OsNa dont la masse théorique m/z 261,0528 et la masse

exacte m/z a donné 261,0529.

Resonance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Acétone D6

Position | &¢ On

1 112,3 7,96 (s; 1H; H1)
2 162,0

3 133,2

4 130,9 8,03 (s; 1H; H4)
5 127,4/127,5 |8,22(m; 2H; H8)
6 134,4/134,9 | 7,86 (m; 2H; H6)
7 134,4/134,9 | 7,86(m; 2H; H7)
8 127,4/127,5 |8,22(m; 2H; H8)
8a 135,0

9 183,3

10 182,3

11 16,5 2,27 (s; 3H; CH3)
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Formule développée :

o

F9 : 1 hydroxy- 2 methylanthraquinone

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2

0,8 -

0,6 -

Absorbance

0,4

0,2

200

300

400
Longueur d'onde (nm)

500

600

Les Amax de cette molécule
sont:220 nm ; 246nm ;
274nm

Figure 59: Spectre d'absorption UV-Visible de la F9
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Fraction 10

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif

avec de CH3;OH. l’ion [M+Na]* de m/z 327 a été mesuré.

La formule brute déduite est C;6HsOsNa;, dont la masse théorique m/z 327,0245 et la masse

exacte m/z a donné 327,0245.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 22: Spectre RMN de la F10

Dans de I'acétone d6

Dans du chloroforme d6

(Boubertea et al., 2006)

Position | 8¢ On Oc On

1 117,7

2 166,6 | 12,33 (brs; OH) 166,6 | 12,30 (s; 1H ; OH)

3 167,6 166,7

4 112,4 | 7,53 (s; 1H ; H4) 113,1 | 7,71 (s; 1H; Hy)

4a 141,7

5 127,2 | 8,21 (dd; 1H; 3JHH=8,0; 127,1 |8,28(dd, 1H;J=7,5;J=1,5; Hs)
H5)

6 134,4 | 7,88 (td; 1H; 3JHH=7,5; H6) | 134,8 | 7,86 (td ; 1H; J=7,5;J=1,5; He)

7 135,5 | 7,94 (td; 1H; 3JHH=7,5; H7) | 133,6 | 7,80 (td;J=1,5;J=7,5 : H,)

8 127,6 | 8,27 (dd; 1H; 3JHH=7,0; 127,4 |8,33(dd; 1H;J=7,5:)=1,5; Hg)
H8)

8a 134,9

9 181,0 180,1

9a 119,0 118,0

10 182,5 181,9

11 196,9 | 10,5 (s; 1H ; H11) 195,4 | 10,5 (s; 1H; CHO)

12 64,8 | 4,15 (s; 3H; CH3) 64,7 | 4,16 (s; 3H, OMe
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Formule développée :

H (0] H

Tithoniaquinone A (Boubertea et al., 2006; Chagas-Paula et al., 2012)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 4

Les Amax de cette molécule

o
)

sont : 215 nm; 245nm ; 287nm

Absorbance
o
(<)}

et 385 nm

o
IS
L

o
)

200 300 400 500 600

Longueur d'onde (nm)

Figure 60: Spectre d'absorption UV-visible de la F10
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Fraction 11

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Bruker MicrOTOF-Q Il, par introduction direct (ASAP) mode
positif a 350°C. Lion [M+H]" de m/z 255 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;5H1,04 dont la masse théorique m/z 255,0657 et la masse exacte

m/z a donné 255,0655.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 23: Spectre RMN de la F11

Dans de I'acétone d6 Dans du chloroforme
(Borroto et al., 2008)
Position | &¢ On Oc
1 161,3
2
3 137,6 | 7,62 (d; 1H ; 3JHH=8,5; H3) 7,42 (d;)=7,7)
4 119,5 | 7,67 (d; 1H ; 3JHH=8,5; H4) 7,64 (d ; J=7,5)
4a 116,0
5 113,5 | 7,63 (d; 1H ; 4JHH=1,5; H5) 7,65 (d; J=2,5)
6 161,5
7 122,1 | 7,35(dd; 1H; 3JHH=7,5; 4JHH=1,5;H7 | 7,18 (dd, ) =8,6; J=2,6)
8 130,6
8a 126,5
9 189,0
9a 135,2
10 182,5
10a 137,0
11 16,0 2,34 (s; 3H; CH3) 2,32 (s)
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Formule développée :

F11 : Soranjidiol (Borroto et al., 2008)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 4

o
)

Les Amax de cette molécule

sont:218 nm; 268nm ; 274nm

Absorbance
o
[}

et 410 nm

o
~

o
N

200 300 400 500 600

longueur d'onde (nm)

Figure 61: Spectre d'absorbance UV-Visible de la F11
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Fraction 12

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec de CH;OH. l’ion [M+Na]* de m/z 277 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;5H1004Na dont la masse théorique m/z 277,0477 et la masse

exacte m/z a donné 277,0475.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de *H et du *C de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 24: Spectre RMN de la F12

Dans du chloroforme
Dans de I'acétone d6

(Borroto et al., 2008)
Position | &¢ On On
1 13,3 (brs, OH) 13,2 (OH)
62 118,2
3 164,8
4 108,3 | 7,46 (s; 1H ; Ha) 7,29 (s)
5 127,7 |8,3(dd; 1H; Jyu=7,5; u=1,5; Hs) | 8,31 (dd;J=7,0; J=1,8)
6 135,0 | 7,92 (m; 2H; He) 7,79 (td;)=7,3;)=1,5)
7 135,0 | 7,92 (m;2H; H,) 7,78 (td ;J=7,0; J=1,5)
8 127,4 | 8,31 (dd; *Juu=7,5; “Juu= 1,5 ; Hs) 8,26 (dd;J=7,1;)=1,6
9 187,4
9a 110,5
10 182,8
11 9,0 2,2 (s; 3H; CHs) 2,25 (s)
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Formule développée :

F12 : la Rubiadine (Tao et al., 2003; Takano et al., 2006)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 -

o
)

Absorbance
o
(o)}

0,4 -

0,2

200 300 400 500 600

longueur d'onde (nm)

Les Amax de cette molécule
sont: 205 nm; 245nm ; 277nm
et 418 nm

Figure 62: Spectre d'absorbance UV-Visible de F12
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Fraction 13

Le spectre de masse en ESI

Le spectre de masse a été réalisé par Waters Q-TOF 2, en électronébulisation (ESI) mode positif
avec de CH;OH. l’ion [M+Na]* de m/z 307 a été mesuré.
La formule brute déduite est C;5H1004Na dont la masse théorique m/z 307,0582 et la masse

exacte m/z a donné 307,0580.

Résonnance Magnétique Nucléaire 500MHz

Le spectre RMN de 'H et du 3¢ de la fraction sont présentés par le tableau qui ci-dessous

Tableau 25: Spectre RMN de la F13

Dans du chloroforme
Dans de I'acétone d6
(Tao et al., 2003)
Position | O¢ OH Oc
1 165,2 161,4
2 118,5 127,2
3 163,5 | 13,36 (brs; OH) 162,3
4 108,0 109,8
4a 110,5 | 7,43 (m; 2H ; Ha)
5 111,4 | 7,67 (d; 1H;4JHH=2,5;Hs) |112,4
6 165,6 | 13,36 (brs; OH) 163,2
7 121,1 | 7,43 (m; 2H; Hy) 122,2
8 130,0 | 8,26 (d; 1H; Jyu=9,0;Hs) | 130,3
8a 128,0 127,8
9 187,0 180,3
9a 127,5
10 182,8 183,5
10a 136,1 135,2
11 56,5 |4,05(s;3H; OCHs)
12 8,6 2,59 (s; 3H ; CHs) 9,7
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Formule développée :

F13 : Rubianthraquinone(Tao et al., 2003)

Spectre d’absorbance UV/visible

1,2 4

o
0

Absorbance
o
[=)]

0,4

0,2 -
0 . . LY yve. 1
200 300 400 500 600

Longueur d'onde (nm)

Les Amax de cette molécule sont : 216

nm ;276 nm ;333 nmet426 nm

Figure 63: Spectre d'absorption UV-Visible de la F13
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Récapitulatif des phytomolécules caractérisées

CHZOH
1

0 H

H
F8:1,6-dimethoxy 2 hydroxy 3 F9:2 hydroxy-3 methylanthraquinone
méthyl anthraquinone

F10:Tithoniaquinone A F11 :sorandidiol F12 :Rubiadine F13 :Rubianthraquinone

Figure 64: Récapitulatif des composés caractérisés
Les structures chimiques de ces phytomolécules isolées des racines de Morinda morindoides
sont en totalité de la famille des anthraquinones excepté celle de la fraction 2 qui en est

proche (Figure 64). Les spectres RMN de ces différents composés sont joints en annexe a ce

document.
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II.8 Détermination des paramétres antimicrobiens des différents

composés isolés

Un test d’activité antimicrobienne a été effectué sur toutes les fractions collectées. Il s’agit
d’un test non quantitatif qui permet d’identifier les fractions qui présentent une activité
antimicrobienne.

Les résultats de ce test effectués sur Staphylococcus aureus et Candida albicans montrent la
présence d’une zone d’inhibition au niveau des spots de toutes les fractions comme l'indique

la Figure 65. Par conséquent, chaque composé purifié posséde une activité antimicrobienne.

Figure 65: Activité antimicrobienne des différentes fractions chromatographiques sur S. aureus (a) et C.
albicans (b) par la méthode des spots

La détermination de la concentration minimale inhibitrice de chaque composé sur différents
micro-organismes a été faite par la méthode en milieu liquide. Ce test a été effectué sur
deux bactéries a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa), sur deux
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Enterococus faecalis) et sur deux levures
(Candida albicans et Cryptococcus neoformans). Les valeurs des concentrations minimales

inhibitrices sont consignées dans le Tableau 26. Elles évoluent de 7,81ug/ml a 100ug/ml.
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Tableau 26: Concentration Minimale Inhibitrice des composés isolés sur quelques micro-
organismes

Concentration minimale inhibitrice (ng/ml)

E. coli | S.aureus | C. albicans | P.aeruginosa | C. neoformans | E. faecalis
F1 :Damnacanthal > 100 62,5 >100 >100 >100 >100
F2 : Morindoidine > 100 31,25 >100 >100 >100 >100
F3 :Lucidin >100 100 > 100 >100 > 100 > 100
F4 :Alizarin 1 methyle

> 100 > 100 > 100 >100 > 100 > 100
ether
F5 :Non déterminé > 100 100 > 100 >100 > 100 > 100
F6 :Digiferruginol >100 15,75 100 >100 62.5 > 100
F7 :1 hydroxy 2 methyl 3

>100 15.75 31,25 62,5 62,5 62,5
methoxy anthraquinone
F8: 1,6-dimethoxy 2
hydroxy 3 méthyle > 100 62,5 100 62,5 nd >100
anthraquinone
F9 : 1 hydroxy 2 methyl

>100 31,25 nd 62,5 nd > 100
anthraquinone
F10 :Tithoniaquinone A > 100 7,81 31,25 31,25 62,5 31,25
F11 : Soranjidiol > 100 31.25 nd 62,5 nd nd
F12 :Rubiadin >100 7,81 62,5 62,5 62,5 31,25
F13 :Rubianthraquinone > 100 100 > 100 62,5 nd > 100
F14 :Non déterminé > 100 62,5 100 > 100 100 > 100
Ofloxacine (Témoin) 0,93 6,255 nd 3,75 nd 3,75

nd : non déterminé

IIL.9 Activité hémolytique sur des hématies humaines des différents

composés isolés.

L’activité hémolytique des différents composés purifiés a partir de I'extrait a I’acétonitrile de
la racine de Morinda morindoides a été évaluée sur des hématies humaines. Les densités
optiques du contenu cytoplasmique des hématies humaines libéré aprés hémolyse induite
par les différentes concentrations de chaque composé ont été représentées (Figure 66). Ces

valeurs sont ramenées en pourcentage d’hémolyse.
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Figure 66: Activité hémolytique des différents composés purifiés sur des hématies humaines
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Le pouvoir hémolytique de chaque composé isolé de la racine de Morinda morindoides a été

estimé par une concentration de 50ug/ml (Figure 67).

soranjidiol

F2

alizarin 1 methyle ether
digiferruginol

1 hydroxy 2 methyle anthraquinone

"
h] F14
=
S
S ) :
o rubianthraquinone
3
8 1 hydroxy 2 methyle 3 methoxy anthraquinone
Q
g lucidin
(]

rubiadine

tithoniaquinone
damnacanthal
F5

1,6 diméthoxy 2hydroxy anthraquinone

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Hémolyse (%) estimée en présence de 50pug/ml de composé purifié

Figure 67: comparaison d’hémolyse obtenue par 50ug/ml de chaque composé

Le pourcentage d’hémolyse induite par une concentration de 50ug/ml de chaque composé
purifié de I'extrait a I'acétonitrile de la racine de Morinda morindoides révele que I'alizarin-1-
méthyle éther (la fraction 4) est le composé le plus hémolytique en induisant 70%
d’hémolyse. Par contre, la 1,6-dimethoxy-2-hydroxy-3-méthyl anthraquinone (la fraction 8)
présente l'activité hémolytique la plus faible sur des hématies humaines avec 1,55%

d’hémolyse induite a cette méme concentration.

Toutefois, avec une concentration de 25ug/ml, la fraction 2 (composé de structure originale)

n’induit que 2,7% d’hémolyse.
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II1.10 Mise en évidence de l'active intercalante de I’ADN.

Le pouvoir intercalant des composés isolés des racines de Morinda morindoides a été étudié
selon une approche qualitative (migration électrophorétique sur gel d’agarose des plasmides
pBr 322 d’Escherichia coli préalablement incubé en présence de différentes concentration
d’extrait végétal) et une approche quantitative par une méthode de compétition

d’intercalation a I’ADN génomique des composés avec le Sybr Gold.

111.10.1 Mise en évidence du pouvoir intercalant par migration

électrophorétique

La mise en évidence du pouvoir intercalant de I'extrait a I'acétonitrile de la racine de
Morinda morindoides et d’un des composés anthraquinoniques isolé (la fraction 14) a été

effectuée par I'approche qualitative.

Le plasmide pBr 322 a été incubé en présence de différentes concentrations d’extrait a

I’acétonitrile de la racine ou de la fraction 14 puis analysé par électrophorese (Figure 68).

La révélation aux ultraviolets des gels aprés migration électrophorétique a permis d’observer

des effets doses-dépendants de ces composés sur le plasmide pBr 322.

En effet, I'augmentation de la concentration en composé de Morinda morindoides se traduit
par une dimunition de la migration et une dimunition de la détection du plasmide aux

ultraviolets.
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4000 pB

3000 pB

4000 pB

3000 pB

Figure 68: mise en évidence du pouvoir intercalant de I'extrait végétal a I'ADN plasmidique

1 : Extrait a I'acétonitrile des racines ; 2 Fraction 14

Piste a :
Piste b :
Pistec:
Piste d :
Piste e :
Piste f:
Piste g :

0,425ug d’ADN plasmidique

0,425ug d’ADN plasmidique + 1,875ug d’extrait végétal ou F14
0,425ug d’ADN plasmidique + 3,75ug d’extrait végétal ou F14
0,425ug d’ADN plasmidique + 7,5ug d’extrait végétal ou F14
0,425ug d’ADN plasmidique + 15ug d’extrait végétal ou F14
0,425ug d’ADN plasmidique + 30ug d’extrait végétal ou F14
0,425ug d’ADN plasmidique + 60ug d’extrait végétal ou F14
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11.10.2 Mise en évidence du pouvoir intercalant par compétion

Nous avons tenté de ccomparer le pouvoir intercalant des composés purifiés de I'extrait a
I'acétonitrile de la racine de Morinda morindoides. Pour ce faire, I’ADN génomique de
Staphylococcus aureus a été incubé avec chacun des composés isolés pendant 15 minutes
avant l'addition du Sybr gold. La fluorescence a été ensuite mésurée. Les résultats sont

présentés par la Figure 69.

Le pourcentage de la fluorescence réprésenté est proportionnel a I'intercalation du Sybr gold

a I’ADN chromosomique. La Figure 69 révele une dimunition dose-dépendante du

pourcentage de cette fluorescence au niveau de tous les composés isolés.
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Figure 69:Evolution de la fluorescence du Sybr gold intercalé a ’ADN en fonction de la concentration des composés isolés
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Nous avons déterminé les concentrations de chaque phytomolécule qui provoque une
réduction de la fluorescence de 50% (Clsp). Cette valeur a été déterminée a partir d’une

courbe de tendance (régression exponentielle). Les valeurs des Clsp déterminées sont

présentées par la Figure 70.

80 -+

65,54

61,58

Cls (ug/ug d'ADN)

Composés isolés

Figure 70: Valeur des concentrations de chaque composé qui intercale 50% d'ADN Cl;,

Cette figure révele que la fraction 14 présente la plus forte activité intercalante avec une Clsg
de 1,72 pg/ug d’ADN. La tithoniaquinone A (la fraction 10) présente le pouvoir intercalant le

plus faible (CI50 = 65,54ug/ug d’ADN). La CI50 de la fraction 2 (composé de structure
originale) est évaluée a 7,94 pg / ug d’ADN.
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IV Discussion

Nous avons étudié les propriétés antimicrobiennes de Morinda morindoides. Des extractions
a l'aide de différents solvants ont été réalisées a partir des feuilles, tiges et racines de cette

plante.

Les différents rendements d’extraction révelent que les organes de cette plante sont plus
riches en composés polaires qu’apolaires puisqu’ils augmentent avec la polarité du solvant
utilisé. Par ailleurs, la racine est plus riche en substances polaires que les autres organes
étudiés. Les feuilles par contre contiennent plus de substances apolaires que la racine et la

tige.

L’évaluation des activités antimicrobiennes par la méthode de diffusion en milieu gélosé a
permis de déterminer les activités spécifiques de chaque extrait et de les comparer. On
constate que les activités spécifiques des feuilles varient de 0 a 1,11 UA/mg. La meilleure
activité a été enregistrée avec I'extrait méthanolique sur Klebsiella oxytoca. Les extraits des
tiges possedent une activité spécifique évoluant de 0 a 4,83 UA/mg. L’extrait de cet organe
qui présente la meilleure activité spécifique est I'extrait a I'acétonitrile avec Staphylococcus
aureus. La racine de Morinda morindoides enregistre des activités allant de 0 a 51,64 UA/mg.
Les meilleures activités se situent au niveau des extraits effectués avec des solvants moins
polaires que le méthanol. Leur activité antimicrobienne est plus prononcée sur
Staphylococcus aureus, Candida albicans et Cryptococcus neoformans. La racine de Morinda
morindoides est donc I'organe qui présente la plus forte concentration de principes actifs

antimicrobiens.

Les études antérieures des activités antimicrobiennes de Morinda morindoides n’ont été
menées que sur les extraits des feuilles. A partir de celles-ci, des quercetines, stéroides et
iridoides antiparasitaires ont été isolés (Cimanga et al., 2006; Cimanga et al., 2008). Malgré
des activités antibactériennes et antifongiques mises en évidence (Moroh et al., 2008; Bagre
et al., 2011), aucun composé (antibactérien et antifongique) n’a été caractérisé a partir des

feuilles du genre Morinda.

Par ailleurs, a I'instar des autres espéces de ce genre, cette étude indique la présence d’une

activité plus importante au niveau des extraits de racines. Les activités spécifiques sont
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élevées pour les extraits effectués a I'acétonitrile, 'acétone, I'acétate d’éthyle et au

chloroforme.

Des extraits a I’éthanol et au chloroforme de racines de quelques espéeces du genre Morinda
ont conduit a la mise en évidence et a la caractérisation de composés antimicrobiens. Il s’agit
de phytomolécules anthraquinoniques (Ali et al.,, 2000; Xiang et al., 2008) telles que la

rubiadine, I'alizarin 1 méthyl éther...

Par ailleurs, les travaux de certains auteurs ont montré la présente de flavonoides et
iridoides au niveau des feuilles et tiges de Morinda morindoides (Cimanga et al., 1995;
Cimanga et al., 1999; S Sang et al., 2001; Kanchanapoom et al., 2002; Cimanga et al., 2006;
Noiarsa et al., 2006; Schripsema et al., 2006).

Si les meilleurs rendements d’extraction sont obtenus avec les extraits aqueux, la meilleure
activité antimicrobienne spécifique est détectée avec les extraits organiques de racines.
L'analyse chromatographique des extraits a |‘acétonitrile, au chloroforme, a |'acétate
d’éthyle et a I'acétone a révélé la présence de plusieurs composés bio-actifs. La meilleure
résolution étant obtenue avec l'extrait a |‘acétonitrile de racines, ce dernier a été

sélectionné pour la suite des investigations.

La cinétique d’inactivation microbienne a été effectuée sur Staphylococcus aureus et
Candida albicans. Les effets de la concentration de I’extrait a I'acétonitrile des racines sur la
viabilité des deux microorganismes ont été comparés. La représentation du temps
nécéssaire pour une réduction décimale (8) en fonction des concentrations d’extrait montre

deux tendances différentes.

Sur Staphylococcus aureus, au-dela d’une concentration de 200ug/ml, le temps nécessaire
pour une réduction décimale du nombre de bactérie reste quasi-constant. Une saturation de

la cible moléculaire par les composés actifs pourrait expliquer cet effet.

Par ailleurs, I'augmentation de la concentration d’extrait a I'acétonitrile de la racine de
Morinda morindoides se traduit par une dimunition du temps de réduction décimale du
nombre de Candida albicans. En effet, aucune saturation n’est observée pour des

concentrations allant jusqu’a 800ug/ml.
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L’étude de la cytotoxicité de I'extrait a I'acétonitrile sur les lignées cellulaires 3T3 et VERO
indique une présence d’activité dont les Clsg sont évaluées respectivement a 420ug/ml et
388,33ug/ml. 1l s’agit d’une activité cytotoxique moins prononcée comparée a celle obtenue
a partir de I'extrait éthanolique des feuilles de Morinda elliptica, une plante du méme genre

avec une Clsg de 30pg/ml (Ali et al., 1996).

Avec l'extrait extrait a I'acetonitrile des racines, on enregistre une activité hémolytique sur
les hématies humaines. Une concentration de 50ug/ml entraine une hémolyse de 15 % des

hématies.

Au vu des précédents résultats, I'utilisation traditionnelle de Morinda morindoides contre les
infections microbiennes semble donc justifiée. Pour définir la structure des composés
d’intérét de cette plante, nous les avons purifiés puis caractérisés et identifiés par la
combinaison de la résonnance magnétique nucléaire et de la spectrométrie de masse. Des
activités biologiques (la concentration minimale inhibitrice, la cytotoxicité et la cible

moléculaire) de ces composés purs ont été évaluées.

La séparation par RP-HPLC des composés contenus dans I'extrait a I'acétonitrile des racines
de Morinda morindoides a révélé 14 composés distincts. La caractérisation de tous ces
composés par la spectrométrie de masse et par la résonnance magnétique nucléaire a révélé
la présence de deux types de structure. Il s’agit d’'une part de composés anthraquinoniques

et d’autre part d’'une structure aromatique originale proche des anthraquinones.

On note ainsi la présence de 11 anthraquinones dont 10 ont en général été décrites dans des

extraits de racines des rubiacées.

Il s’agit de la damnacanthol (Fraction 1), décrite au niveau des racines de Morinda lucida et
de Morinda angustifolia (Rath et al., 1995; Xiang et al., 2008). La lucidine (Fraction 3) a déja
fait I'objet d’une caractérisation issue des racines de Morinda officinalis et de Morinda
pandurifolia (Zhang et al., 2010; Ruksilp et al., 2011). On note également |'alizarin-1-
methyle-éther (Fraction 4) également synthétisée par Morinda lucida (racine), Morinda
officinalis (racine), Morinda lucida (culture cellulaire), et Morinda citrifolia (fruit) (Ali et al.,

2000; Jasril et al., 2003; Fraga et al., 2009; Zhu et al., 2009). Le digiferruginol (Fraction 6) a
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été isolé non seulement des racines de Morinda officinalis (Zhang et al., 2010) mais
également au niveau d’autres genres comme Isoplexis isabelliane (Arrebola et al., 1999) et
Placama pendula (Fraga et al., 2009). La 1-hydroxy-2-méthyl-3-methoxy anthraquinone
(Fraction 7) n’avait jamais été décrite chez Morinda sp. Elle est synthétisée par Plama
pendula, une autre rubiacée (Fraga et al., 2009). C’'est le méme cas pour, la tithoniaquinone
(Fraction 10) isolée de Tithonia diversifolia, une plante de la famille des Astenacées

(Boubertea et al., 2006).

La 1-hydroxy-2-methyl anthraquinone (Fraction 9), isolée par d’autres auteurs a partir des
racines de Morinda Lucida (Rath et al., 1995) est la 2-hydroxy-3-methyl anthraquinone.
L’activité antifongique de cette phytomolécule également isolée de Morinda officinalis a été

mise en évidence (Zhang et al., 2010)

la soranjidiol (Fraction 11), a été isolée des racines de Morinda pandurifolia (Ruksilp et al.,
2011). Elle fait également partir des composés isolés de la culture cellulaire in-vitro de
Morinda elliptica (Jasril et al., 2003). Ruksilp (2011) a mis en évidence I'activité cytotoxique

de cette substance sur la lignée cellulaire KB.

La rubiadine (Fraction 12), est une substance anthraquinonique bien connue. Son spectre
RMN du proton décrit par Takano et collaborateurs (2006) conforme a celui obtenu par la
fraction 12, confirme sa caractérisation. Cette substance se retrouve également au niveau
des racines de Morinda officinalis (Lv et al., 2001; Zhang et al., 2010), Morinda citrifolia
(Deng et al., 2007; Zhang et al., 2010), Morinda elliptica (Ali et al., 2000; Jasril et al., 2003) et

Morinda angustifolia (Xiang et al., 2008).

La fraction 13, la 3,6-dihydroxy-1-methoxy-2-methyl anthraquinone ou encore la
rubianthraquinone a également été décrite par Tao et collaborateurs (2003), isolée des

racines de Rubia yunnanesis, une autre rubiacée.

Parmi les anthraquinones issues de l'extrait a |'acétonitrile des racines de Morinda
morindoides, une structure (Fraction 8) dont la caractérisation a révélé la 1,6-diméthoxy-2-

hydroxy-3-méthyl anthraquinone.
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Les composés isolés de cette plante renferment également une phytomolécule aromatique
dont la structure chimique est proche des celles des anthraquinones. La différence de sa

structure chimique avec celles des anthraquinones se situe a 2 niveaux.

Il s’agit tout d’abord du cycle central dont une fonction carbonyle (C=0) est remplacée par
une fonction alcool (O-H). Par ailleurs, I'un des cycles qui jouxte la quinone constituée de 6
atomes de carbones est remplacé par un cycle a 5 atomes de carbones. Cette structure
originale résulte de la caractérisation de la fraction 2. Dans la mesure ou cette structure est
originale et provient de Morinda morindoides, nous avons décidé de la nommer

« Morindoidine »

La comparaison de I'activité hémolytique induite par 50ug/ml de chaque composé purifié et
caractérisé permet d’identifier les plus hémolytiques. La Figure 67 classe les phytomolécules
issues de I'extrait en fonctions de leur pourvoir hémolytique. Elle révele que la fraction 4
(Alizarin-1méthyl éther) est la molécule qui exerce la plus grande activité hémolytique. Avec
une concentration de 50ug/ml, elle provoque 70% d’hémolyse. Il faut noter que cette
substance fait partie des composés minoritaires présents dans |'extrait a I’acétonitrile de la
plante, son activité hémolytique est assez prononcée par rapport aux autres. Ce composé est
suivi par la digiferruginol et la 2-hydroxy-3-methylanthraquinone. Elles induisent
respectivement 26% et 23% d’hémolyse a 50ug/ml. Cing des composés induisent moins de
10% d’hémolyse. Le tithoniaquinone A et la rubiadine induisent moins de 10% d’hémolyse a

des concentrations allant jusqu’a plus de 10 fois leur CMI sur Staphylococcus aureus.

Tous ces composés par la méthode des spots, possédent une activité antimicrobienne sur
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans. Pour comparer leur activité
antimicrobienne, leurs concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées.
Aucun composé ne présente de CMI inférieure a 100ug/ml sur Escherichia coli. En revanche,
certains composés sont actifs sur Pseudomonas aeruginosa. Cette souche est plus sensible a
la tithoniaquinone A (CMI de 31,25 pg/ml). Le micro-organisme le plus sensible est
Staphylococcus aureus. Les tests ont révélé que la tithoniaquinone A (Fraction 10) et la

rubiadine (Fraction 12) ont une CMI de 7,81 pg/ml sur cette bactérie, suivies de la
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digiferruginol (Fractions 6) et de la 1-hydroxy-2-methyl-3-methoxy anthraquinone (Fraction
7) avec une CMI de 15,75 pg/ml. Au niveau des levures, les activités les plus importantes
sont détectées avec la tithoniaquinone A (Fractions 10) et la 1-hydroxy-2 methyl-3-methoxy

anthraquinone (Fraction 7) sur Candida albicans pour une CMI de 31,25 pg/ml.

En somme, nous notons les meilleures activités pour la tithoniaquinone A (Fraction 10) suivie
de la 1-hydroxy-2-methyl-3-methoxy anthraquinone (Fraction7) puis de la rubiadine
(Fraction 12). Par contre l'alizarin 1-méthyl éther (Fraction 4) se présente comme le
composé le moins actif sur notre ensemble de micro-organismes avec des CMI toutes
supérieures a 100ug/ml, suivi de la rubianthraquinone (Fraction 13) avec une CMI de

100pg/ml sur Staphylococcus aureus et de 62,5ug/ml sur Pseudomonas aeruginosa.

L'analyse des relations entre la structure chimique et l'activité antimicrobienne n’a été

effectuée que sur les anthraquinones.

L’Alizarin-1-methyl-éther (La Fraction 4) présente la plus faible activité antimicrobienne (CMI
> 100pg/ml). 1l est suivi par le damnacanthol (la Fraction 1) qui a une concentration
minimale inhibitrice de 62,5ug/ml sur seulement Staphylococcus aureus. Sa CMI sur les

autres souches microbiennes est supérieure a 100ug/ml.

La 1,6-diméthoxy-2-hydroxy-3-méthyl anthraquinone (la Fraction 8) et la rubianthraquinone
(la Fraction 13) présentent des concentrations minimales inhibitrices inférieures a 100 pg/ml
sur Staphylococcus aureus et sur Pseudomonas aeruginosa. Ces quatres composés décrits
ont une faible activité antimicrobienne par rapport aux sept autres anthraquinones. lls ont
en commun dans leur structure chimique un groupement méthoxy (-OCHs) en position 1 sur

le squelette anthraquinonique (Figure 71).
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Figure 71: Mise en évidence de la position (-OCH;) sur la structure des composés ayant une faible activité

antimicrobienne

Par conséquent, ce groupement en position 1 ou 4 pourrait réduire [activité
antimicrobienne des composés anthraquinoniques. La position de ce groupement semble
importante. En effet il est au niveau de deux fractions actives (1 hydroxy 2 methyl 3 methoxy

anthraquinone et la tithoniaquinone A) en position 2 (Figure 72).

0O OH @) CHj
(0]
CHj
‘O B
0 CHs T
(0] CHj
1 hydroxy 2 methyl 3’ methoxy anthraquinone Tithoniaquinone A

Figure 72: Position du groupement OCH3 au niveau de la structure
de la Fraction 7 et de la fraction 10
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Parmi les anthraquinones isolées de Morinda angustifolia par Xiang et collaborateurs (2008),
la comparaison des activités antimicrobiennes par diffusion en milieu gélosé a révélé une
trés faible activité de la 1-méthoxy-2méthylhydroxy-3-hydroxy anthraquinone. Par contre
une activité bien importante a été observée au niveau de la 1,8-dihydroxy-2-méthyl-3,7
méthoxy anthraquinone (Figure 73). Les résultats de cette étude renforcent I’hypothése du

role du groupement dans I'activité.

(6] O-.
CHa,
1méthoxy- 2méthylhydroxy-3 hydroxyanthraquinone 1,8 dihydroxy- 2 méthyl- 3,7 méthoxyanthraquinone

Figure 73: Mise en évidence de la position du groupement OCH3
sur des structures antimicrobiennes décrite par Xiang et collaborateurs (2008)

Le groupement méthyle (-CHs) en position 2 du squelette anthraquinonique est présent dans
la structure de la rubianthraquinone et la 1,6-dimethoxy-2-hydroxy-3-méthyl anthraquinone.
Ce groupement est également retrouvé au niveau de la rubiadine (Fraction 12), de la 1
hydroxy 2 methyl 3 methoxy anthraquinone (Fraction 7), de la soranjidiol (Fraction 11) et du
2-hydroxy-3-methylanthraquinone (Fraction 9), des composés dont la CMI varie entre 7,81

et 31,25ug/ml sur Staphylococcus aureus (Figure 74).

Cette position de ce groupement pourrait favoriser I'activité activité antimicrobienne de ces

composés anthraquinoniques.
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Figure 74: Structure des composés actifs possédant un groupement méthyl (OCH;) en position 2 ou 3

A partir de ces observations, une cartographie de l'influence des groupements CH; et OCHj;

sur la relation structure-activité des anthraquinones est présentée Figure 75

influence négative de |'activité
antimicrobienne par
groupement -OCH3

influence positive de |'activité
@) antimicrobienne par
groupement -CH3

Figure 75: hypothése d'influence des groupements OCHj; et CH; sur I'activité antimicrobienne des

anthraquinones
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L'affinité des phytomolécules isolées pour I’ADN a été mise en évidence par les tests de
compétition d’intercalation de I’ADN avec le Sybr Gold, un intercalant de référence. La
représentation du pourcentage d’ADN non-intercalé en fonction de la concentration des
composés a permis de mettre en évidence une intercalation dose-dépendante. Ce constat
permet de conclure que toutes les phytomolécules isolées sont des intercalants d’ADN.

Cette propriété déja observée (Bhakta et Siva, 2012) est commune aux anthraquinones.

La concentration de chaque composé provoquant lintercalation de 50% d’ADN a été
estimée et nommée ICso. Ces valeurs représentent le pouvoir intercalant des composés a
’ADN. En se basant sur ces valeurs, les composés isolés ont été classé en fonction de

I'intensité de ce pouvoir.

Nous avons tenté de comparer la valeur de I'lCsq de chaque composé a celle de leur CMI sur

Staphylococcus aureus (Tableau 27).

Aucune corrélation n’a été estimée entre les ICsq et leur activité antimicrobienne.

Tableau 27: comparaison de la CMI et I'IC50 des composés isolés de I’extrait a I’acétonitrile

de la racine de Morinda morindoides

ICso (ng/ug) | CMI S. aureus
Moyenne F14 1,72 62,5
F3: Lucidin 5,62 100
F13: Rubianthraquinone 7,28 100
F2: Morindoidine 7,94 31,25
Moyenne F5 8,58 100
F4: Alizarin 1 methyl ether 10,52 >100
F6: Digiferruginol 11,57 15,75
F8: 1,6 dimethoxy-2-hydroxy-3-méthyl anthraquinone 12,65 62,5
F11: Soranjidiol 12,93 31,25
F7: Rubiadin 3 methyl ether 14,20 15,75
F12: Rubiadin 16,65 7,81
F9: 2 hydroxy-3- methylanthraquinone 19,80 31,25
Moyenne ACN 30,47 100
F1 : Damnacanthal 42,71 62,5
Ofloxacine 61,58 6,25
F10 Tithoniaquinone A 65,54 7,81
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Si le mécanisme d’action de l'activité antimicrobienne des composés étudiés implique une

intéraction avec I’ADN, leur pouvoir intercalant a lui tout seul ne le met pas en évidence.

Par ailleurs, les structures des composés isolés de I'extrait a I'acétonitrile de la racine de
Morinda morindoides ont été comparées a celles des quinolones, des antibiotiques de

structures proches.

La relation structure-activité de ces antibiotiques a été cartographiée et met en évidence

deux cibles moléculaires. Il s’agit de I’ADN et de la topoisomérase.

L’activité antibactérienne des quinolones est liée a la combinaison de leur intercalation a
I’ADN microbien et a l'interaction avec les topoisomérases. Ce mécanisme est également
décrit au niveau des anthracyclines qui sont des antibiotiques de structure anthraquinonique
(Booser et Hortobagyi, 1994). Le mécanisme d’action des anthracyclines a été mis en
évidence par la formation d’'un complexe ternaire ADN-Anthracycline-Topoisomerase2
(Tewey et al., 1984). En s’intercalant, I'anthracycline stabilise le complexe transitoire ADN-
Enzyme et empéche de facon réversible la ligation des brins d’ADN (Isaacs et al., 1995). C’est

cette inhibition de I'enzyme qui induit I’effet antimicrobien de ces structures.

Comme l'indique la Figure 76 ci-dessous, l'intercalation de la quinolone a I’ADN se fait par les
liaisons hydrogénes avec le groupement carbonyle de la fonction quinone. L'interaction avec
I’enzyme quant a elle se fait par les groupements jouxtant la fonction quinone (Yoshida et al.,

1991; Hooper et Rubinstein, 2003; Shen, 2003).
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Région de liason hydrogéne avec I'ADN

@) @)

Figure 76: Relation structure-activité des quinones (Yoshida et al., 1991)

A travers ceci, nous retenons que |'affinité du composé a I’ADN est certes une propriété

importante mais son interaction avec I’enzyme jouerait un réle primordial.
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VI Conclusion

Le renforcement de I'arsenal des antimicrobiens a motivé cette étude qui a permis une
exploration au niveau des molécules synthétisées par les plantes dite médicinales. Cette
exploration s’est particulierement portée sur Morinda morindoides, une plante médicinale

exploitée en Cote d’lvoire et dans les autres pays d’Afrique subsaharienne.

Dans une premiere étape, I'étude comparative de I'activité antimicrobienne des différents
organes de cette plante a permis de révéler sa racine comme une source de phytomolécules

antimicrobiennes et antioxydantes.

le criblage des composés contenus dans cette racine, marquant ainsi la premiere étude
effectuée sur cet organe de cette plante, a permis a partir d’une extraction a I'acétonitrile,

de purifier 14 composés dont 11 anthraquinones antimicrobiennes ont été identifiées.

En dehors de ces composés anthraquinoniques isolés, une phytomolécule de structure
chimique originale a été caractérisé. Il s’agit de la morindoidine qui affichant une activité
antimicrobienne sur Staphylococcus aureus d’une concentration minimale inhibitrice de 31

ug/ml.

L’affinité de ces composés pour 'ADN nous laisse suggerer que leur mécanisme d’action

serait semblable a celui des quinolones avec I'ofloxacine prise comme référence.
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Conclusion Générale et perspectives

Au terme des travaux qui ont articulé cette présente thése, le constat est que les résistances
bactériennes aux antibiotiques sont géo-spécifiques. Cette spécificité serait probablement
liée aux habitudes locales telles que I'alimentation, le climat, 'automédication entretenue

par la vente illicite des médicaments et la gestion des déchets hospitaliers.

Nous avons également constaté, comme d’autres auteurs, que l'efficacité des antibiotiques
décroit au fil du temps. Les bactéries additionnent les résistances a diverses familles
d’antibiotiques et deviennent ainsi des multirésistants (MDR, XDR et PDR). Cette évolution

conduit a des impasses thérapeutiques.

S’orienter vers les phytomolécules issues des plantes médicinales pour corroborer cette
quéte flt notre choix. Le criblage des composés antimicrobiens synthétisés par Morinda
morindoides a permis dans un premier temps de justifier I'utilisation traditionnelle de cette
plante par les populations locales pour traiter divers types d’infections microbiennes.

Morinda morindoides est une plante qui renferme des composés antimicrobiens.

La caractérisation de quelques uns de ces composés a partir d’un extrait de racines a révélé
la présence d’une phytomolécule antimicrobienne de structure originale avec une dizaine
d’anthraquinones également antimicrobiennes. Certainement, cette plante pourrait encore
contenir d’autres molécules d’intérét non décrites. Par conséquent, une étude explorative
des extraits de cette plante qui présentent une activité antimicrobienne pourrait révéler la

présence d’autres structures intéressantes.

Bien que I'extrait d’intérét des racines présente une activité cytotoxique assez modérée, cet
extrait est moins toléré par les hématies humaines. Toutefois, les composés responsables de
cette hématotoxicité ont été identifiés. Par ailleurs, il serait aussi important de déterminer la
cytotoxicité de chaque composé contenu dans cet extrait y compris évidemment celle des

deux composés de structure originale.

Tous les composés isolés, comme certains antibiotiques, présentent plus ou moins une
affinité avec I’ADN. lls s’intercalent tous a 'ADN. Le mécanisme d’action de leur activité
antimicrobienne pourrait étre semblable a ceux des quinolones. Des tests complémentaires

devraient étre menés pour confirmer cette hypothése. La mise en évidence de leur activité
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inhibitrice de la topoisomerase de fagcon quantitative serait un apport considérable tant sur
I'identification du mécanisme d’action, que sur des données complémentaires au niveau de

la relation structure-activité.

Enfin, la synthése d’analogues pourrait conduire a des composés plus intéressants.
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LﬁEE __ Résistance thérapeutique des souches d’Escherichia coli uropathogénes
M isolées du Centre Hospitalier Universitaire de Treichville (Cote d’Ivoire)
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Introductlon Figure 1: Rési e st s e Gactiries aolbes
les infecti i progressi récurrentes avec l|'apparition des 100
bactéries hogénes  rési: aux antibioti Parmi ces infections £ 9%
microbiennes rencontrées en santé publique et vétérinaire, celles causées par T 80
Escherichia coli occupent une place particuliére de par leurs diversités. Ces germes g 70
qui constituent naturellement une flore le, sont di pathoge par 60
des éch lls sont bles des infe urinaires, de i 50 = E colicom,
septicémie, de méningite, de diarrhée et autres infections. i 40 ® E coli nosoc.
Pour lutter contre ces infecti le trai par |'antibiothérapie s'appuie sur des H ig d o o Ca ® infCom,
données épidémiologiq lisées et géographi daptées (BAJAJ Ket | 3 il p—
all, 1999). £ ml ﬁ‘ il o
Dans ce cadre, cette étude épidémiologique s‘appuie sur les Examens & o & o“
Cytobactériologiques des Urines (ECBU) effectués au Centre hospitalier '&‘0 &'# ‘s\‘o e (3 5&‘*
Universitaire de Treichville (Abidjan, Céte d'ivoire). yfb’ é‘“* c&' & (,6“ x\" @d\
&

Méthode Figure 2: ion du de des i énes isolées a
De mars 2000 & octobre 2008, le laboratoire central du CHU de Treichville (Abidjan- 100 quelques antibiotiques
Céte d'lvoire) a réceptionné 9 656 échantillons d’urine en provenance des patients ® %
en consultation ou hospitalisés des différents services. Ces échantillons ont été § 80
enregistrés et traités selon le protocole de routine des ECBU. La sensibilité aux ﬁ 70
différents antibiotiques a été effectuée par la méthode de diffusion sur gélose £ 60 «+Amoxicilline
Mueller Hinton selon les recommandations du Comité de I‘Antibiogramme de la 3 50 = Céfuroxime
Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM). y 40 wwCeftazidime
Les résultats des analyses ont été traités par WHONET, un logiciel de surveillances g 30 'c““"'"“'

démiologi et des rési aux antibiotiques fourni par OMS. % 20 S

10

Résultats c'zooo 2001 2002 2003 2004 2005 2008 2007 2008
Les infections urinaires jales et sont causées Années
principalement par l'espéce Escherichia coli (Tableau 1). Le pourcentage de
résistance élevé des bactéries uropathogénes isolées pour certains antibiotiques
constitue un probléeme de santé publique (Figure 1, 2 et 3).
Tableau 1: distribution des espéces uropathogénes isolées 100 i oy i_ﬂ-ﬁbd‘:ﬁ‘!m Me Ecof s Gk esions
= z - S TORAL =
Citrobacter sp. 29 (208%) 17 (2%) 46 (194%) 'g' 80
Enterobacter aerogenes 158 (11,11%) 124 (13%) 282 (11,90%) s 70
Enterobacter cloacae 69 (4,85%) 43 (5‘%) 11? (‘4-.7>3‘%) | g 60
Escherichia coll wa 120 297 Go%) 731 G0N | g% s
?Klszrcllaoxytoca 139 (9,77%) 75 (8%) 214 (9,03%) * 40 Stiiaaiie
Klebsiella pneumoniae 170 (11,95%) 179 (19%) 349 (14,73%) g 30 ithnive
Proteus mirabilis 24 (1,69%) 41 (4%) 65 (2,74%) 20 eNetilmicine
Pseudomonas aeruginosa 61 (4,29%) 63 (7%) 124 (5,23%) § 10
Salmonella sp. 5 (0,35%) 5 (1%) 10 (0,42%) 0 e — gy //\'/
Staphylococcus aureus 323 (22,71%) 114 (12%) 437 (18,44%) 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
1 1422 (60%) 948 (40%) 2370 | Années
Discussion
Dans cette étude, nous avons observé que I'espéce Escherichia coli représente 'espéce principale resp ble d'infections ui Bien que le tube digestif soit
son milieu naturel, sa capacité a se lier a I'épithélium urinaire a travers les adhé qu’elle possede p justifier cette prédominance (Labari et al., 2003).
La forte résistance des hes d’Escherichia coli et des g thogénes isolés a 'amoxicilline pourrait étre due a l'utilisation de fagons d'antibiotiq

dues par des bul etdontl’usageemesslfnestpascontmlé(?wﬂlotetla.,m, Hamel et al., 2006). Cette résistance des bactéries

a i‘usa(e d’autres antibiotiq la ceftazidine , la cefotaxi la netilmicine et sans doute d’autres molécules .

Perspectives
Pour aider a renouveler I'arsenal thérapeutique, la piste des phy lécules antimicrobit est explorée. La recherche de molécules actives antibactériennes

isolées de Morinda morindoides , plante utilisée traditionnellement en Céte d’lvoire, a été initiée au LUBEM.
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Introduction
The emerg of path Nic ia becoming more and more resi to antibiotics and their distribution in human populations are a major concern for human health. Among
the recurrent infections, those caused by Escherichia coli are particularly known to imply a wide range of pathologies. Moreove( since traditional medx:me is currently used to
|treats the infections by the plant, new active substances from such plants must be investigated to reduce the frequency of i i caused by antibi i bacteria.

Materials and methods

20 g of dried leaves powder

g
Leaf and Root extract
I I :
Aqueous  Methanol s
omact  etract _ - —_—
ol
“ ‘.' I .

Cnioroform kl;wl acetate Acetone & e
wstract extract extract Chromatography on silica HPLC into a Hydrophilic

gel column Interaction Chromatography
(HILIC) column

20 g of dried root powder

Results and Discussion

Our goal is to purify and characterize the active(s) compound(s) produced by Morinda morindoides. Antibacterial compound(s) extraction using aqueous
and organic solvent was assayed (Fig. 1 and 2). Specific activities highlights a stronger activity in root than leaves extract.(Fig. 3 and 4).

Fig. 1: Yield extraction :zag“l::um: &’)mﬂ Fig. 3: Specific activity of different root Fig 4: Specific activity of different leaves
leave: extract on 5 stains of £. coll
extract of roots (2) " extract on 5 strains of E. coli i Xtrs 4
»,%% "y, . 10
"'»,h h -
\ 3 :
k"«,‘* h 3 ¢ d
~ .
‘\,’” F :
%,
Y h 4 h o ik sk PR _a‘.
- Methercl cstons e, tivd acstat. Ooroform  Aqimous Methan. Ext. Aceton. £xt. Ethyl acet. Chlorof. Ext, Aqueous Ext
0 2 4 & & W 2 W % extr. enr extr B

* CIF 104723 @ CIP 104722 @ ATCC 25922 ® COF 54117 @ CIP 5530 » OP 104723 w CIP 104722 w ATCC 25922 wCIP 54117 m OP 5530

The root chloroform extract exhibiting the higher specific activity was loaded on silica gel chromatography. Anti E. coli activity was mainly recovered in
fraction 9 and 21 (Fig. 5). They were fractionated onto HPLC - HILIC column leading to 3 main components. The stronger antibacterial activity was
detected in peak 2 for both of them (Fig. 6).

Fig 5: Chromatogram of the separation on a silica gel Fig 6: HPLC Chromatogram of F9 and F21 with a HILIC Fig 7: Absorption spectrum of F9_2 and F21_2
column eluted by a mix of ethyl acetate and methanol column
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Although these two peaks exhibit the same retention time, their UV spectrum are different (Fig. 7) indicating a different chemical structure.

Conclusion

The roots of Morinda morindoides contain antimicrobial substances. In this study, we developed a protocol for
extraction and purification of antimicrobial substances from this plant. With the current NMR of the various
active factions, the antibacterial substances contained in the roots of this plant will be characterized.
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Introduction
|Les infections récurrentes causées par des bactéri hogeénes rési aux antibioti condui a des i hé tiques constituent aujourd’hui un réel

probléeme de santé publique. Pour y faire face, en complément des mesures de survelllance et de régularisation de Iantlblomérapxe l'arsenal des composés antimicrobiens
doit étre renouvelé. Les extraits de plantes sont utilisés de maniére empirique par prés de 70% de la population mondiale pour traiter diverses infections. Dans ce cadre, des
'molécules a propriétés anti-bactériennes ont été recherchés, purifiées et identifiées chez Morinda morindoides, plante médicinale fréquemment utilisée en Céte d'Ivoire.

Test diactivité Test d'actwite
antimicrobienne des ®) antimicrobienne des
extraits fractions

Matériels et Méthodes

"

Poudre de Feuilles \ ,

Sochag:
Pubvérisation

|
b
|
|

Poudre de Tiges

P

P Extraction dans différents solvant (eau,

Monrindo morindodes Poudre de R méthanol, acétonitrile, acétone,
PR acétate d'éthyle et chloroforme) Caractérisation des composés

d'intérét par SM et RMN

Fractionnement par RP-HPLC

— Résultats et Discussion

Des tests d'activités antimicrobiennes ont été réalisés sur les différents extraits. La racine de Morinda morindoides est 'organe qui concentre plus ces principes actifs.
L'acétonitrile est le solvant qui extrait le mieux ces composeés (Fig 1). Par ailleurs nous avons noté la présence de composés antioxydants dont la plus grande activité est
observée dans 'extrait aqueux des feuilles.

Fig 1: Activité antimicrobienne des extraits de différents de ind indoide
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Le fractionnement de I'extrait "acétonitrile” des racines par RP-HPLC (Fig 2) nous a permis d'isoler 5 phytomolécules aromatiques de la famille des anthraquinones
(Fraction 1, 7, 10, 12 et 14) dont les spectres RMN sont présentés sur la figure 5. Les composés F14 et F12 ont une CMI de 32 pg/ml vis-a-vis d'une souche de
Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline (SARM) tandis que celle du composé F10 est de 16 pg/ml. Pour ces composés, les tests d'activités hémolytiques
présentent une hémolyse de moins de 17% des hématies humaines pour des concentrations équivalentes a 6 fois leur CMI.

m dlnmamnmmdclmd‘om acétonitrile des racines de Morinda morindoides
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Conclusnon s 0 @Pee

Des composés antimi i de Morinda morindoides ont été purifiés et caractérisés. |l sagit d'anthraquinones pfésentant des
structures originales. La quantification de leur effets antibactériens (CMI et CMB) sur une g. de microorg: est en
cours. Ces tests seront complétés par I'évaluation de différentes activités biologiques (eﬂ‘et antioxydant, cyto-toxicité et cibles
moléculaires). Ces résultats orienteront les applications et les utilisations possibles de ces composés dans les domaines de la
médecine humaine, vétérinaire ou en cosmétologie.
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[Introduction

|The renewal of the anti-inf arsenal has b over the last 10 years a public health priority. To this end, an ethno-pharmacological approach has been developed. Within

the framework of cooperation b the lab y of biochemical phar dynamics (University of Cocody, Céte d'lvoire) and the lab y of microbial biodiversity and

ecology (LUBEM EA 3882, University of Brest, France), traditional self-medication habits affecting more than 70% of the population of Cote d'Ivoire were analyzed to identify new
sources of antimicrobial compounds. Morinda morindoides was shown to be used throughout sub-Saharan Africa for its effects against diarrhea, malaria, skin infections, itching
and fevers. Given the breadth of its scope, this Rubiaceae was investigated for antimicrobial activities and bioactive compounds.

i
Material et Methods
Selection of the most
Leaves dry powder [mm‘, crude extract) purihed compounds
—_—
Extraction with water, methanol, acetonitril,

acetone, ethyl acetat and chloroform

Characterization by MS et NMR
Roots dry powder

Purification by RP-HPLC

— Results and Discussion

After harvesting and packaging (drying and grinding to a fine powder) of leaves, stems and roots, extractions in water, methanol, acetonitril, acetone, ethyl acetate or chloroform were
performed. The antimicrobial activities of the extracts obtained were evaluated against microbial strains (Fig 1). Extraction of Morinda roots using acetonitril resulted in the higher
antimicrobial activity against staphylococcus aureus.
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gure & M morindoides antib ditios Figuce 2. Crude extract kinetics of inactivation agaimst 5. qurevs and C ofbicon Figure 3 Crude extract eytotonicity activities

beyond 200ug/ml, the kinetics of inactivation of Staphylococcus aureus was not affected by concentrations increase. It would be a saturation of the molecular target starting from this

concentration. By cons with Candida albicans, this saturation is not reached until 800ug/ml (Fig2). The cytotoxicity test of this crude extract exhibited an IC,, of 420.32 pug/ml on Vero cell
line and 388.33 ug/ml on 373 cell line (Fig 3).

Table 1: Minimai inhibitory concentration of M moridoides antimicroblal compeunds

100 @: = ® f ? { W Minimal inhibitory Concentration (yig/mi)
5 W . > (L - £.coll |Soureus |C olbicans |R oeruginese |C. neoformans |E. faecolis
- e g ,.;___ F1: damnacanthal 2100 | 625 >100 >100 2100 2100
u. o L : mﬁ;{ W = R T R e
" £4: Alizarin & methyl ether >100 »100 »100 >100 »100 » 100
- L . L0 i s >100 | 100 >100 100 >100 >100
s % i F6: Digitermuginol 2100 | 1575 | 100 2100 625 >100
5 ® £7: Rubiandin 3 methy! ether *>100 1575 1.2 oL 2] s
- a0 :<I::¢< m F8: 6-methory digitolutein >100 | 625 100 625 nd >100
~ lw I I ] I F3: hydrony 3 methylantheaquinone | >100 | 3125 nd 625 ..4 >100
i T, F10: Tithoniaguinone A >100 | 78 | 3128 3128 65 3128
. o b " E F11: Soranjidiol 100 | 3128 | nd 623 wd d
sl 4 uﬁ - A é ) - ' r F12: Rubladin >100 | 781 625 625 625 5125
Ll Il ] im - : S r—— ) N O R
0 Y TIORGOS | SN p J - = - N F1a 100 | 625 | 100 »100 100 >100
" » = ...(..h,n b - 11 soraneiciol iz —. 13 Bubanthacuinone | Ofioxacine 093 | 6258 375 375
Figure &: Purification of crude axtract by RP-HPLC Figure 5 isolated from M
Puri ion of antimi ial compounds has been carried out by RP-HPLC from acetonitril extract of root and has led to 14 phytomolecules (Fig 4] Among them, twelve were
d bya of high: mass sp y and nuclear magnetic resonance (NMR). Eleven phy from doides roots belong to

anthraquinones family and one of theses phytomolecules exhibit original aromatic structures (Fig 5). The minimal inhibitory concentration of this original phytomolecule is 31,25 pg/ml
against S. aureus (Table 1).

Conclusion ©0@@e

The results of future work including their cy i ities could inform us of fields of application of these natural substances in human
medicine, veterinary and cosmetology...

UNIVERSITE
FUROPEENNE
BF BRETIGNE

204




Résumé

Nous assistons durant ces trente derniéres années a
une croissance de la fréquence d‘apparition des
bactéries résistantes aux antibiotiques. Face a la
récurrence des infections difficiles a traiter dues a ces
bactéries pathogénes multi-résistantes, le renforcement
de larsenal des antimicrobiens fait partir des
préoccupations majeures de santé publique. A ce titre,
une approche ethno-pharmacologique a été initiée
dans le cadre d'une coopération entre le laboratoire de
pharmacodynamie  biochimique  (Université  Félix
Houphouét-Boigny, CoOte d'Ivoire) et le laboratoire
universitaire de biodiversité et d’écologie microbienne
(Université de Bretagne Occidentale, France). Dans
cette approche, les habitudes traditionnelles
d’automédication par les plantes médicinales ont été
exploitées pour identifier de nouvelles sources de

composés antimicrobiens.

Dans une premiere partie de cette présente étude, une
investigation sur les résistances bactériennes en Cote
d’Ivoire a montré non seulement une évolution de la
fréquence d’apparition des bactéries résistantes aux
antibiotiques dans le temps, mais aussi une évolution
de ces souches résistantes vers des différents types de

multi-résistances.

Dans la seconde partie, Morinda morindoides, une
plante médicinale ivoirienne, a suscité notre attention
pour la recherche de substances antimicrobiennes. A
partir de 18 extraits des différents organes de cette
plante, des tests d'activité antimicrobienne ont permis
de justifier son utilisation en médecine traditionnelle.
L'extrait a I'acétonitrile de la racine qui affiche I'activité
la plus intéressante a servi pour isoler et caractériser
12 phytomolécules antimicrobiennes dont une se
distingue par sa structure chimique originale, la
morindoidine. En plus de leurs parametres
antimicrobiens, d‘autres propriétés biologiques de ces
substances ont été évaluées telles que, leur pouvoir
antioxydant, leur cytotoxicité, leur activité hémolytique
et leur cible moléculaire. Cette évaluation a révélé un
mode d‘action sans doute proche de celui des

quinolones.

Mots clés : Antibiotiques, résistance bactérienne,

Morinda morindoides, anthraquinones

Abstract

We are witnessing over these last thirty years a
growing frequency of occurrence of antibiotic-resistant
bacteria. This observation is coupled with a reduction
in discovery of new antimicrobials. Given the
recurrence of difficult to treat infections caused by
these pathogens become multidrug resistant,
strengthening the antimicrobial arsenal is one of the
main public health concerns. To this end, an ethno-
pharmacological approach has been developed. Within
the framework of cooperation between the laboratory
of Biochemical pharmacodynamics (University of
Cocody, Cote d'Ivoire) and the laboratory of microbial
biodiversity and ecology (LUBEM EA 3882, University of
Brest, France), traditional self-medication habits
affecting more than 70% of the population of Cote
d'Ivoire were analyzed to identify new sources of

antimicrobial compounds.

In the first part of this study, an investigation of
bacterial resistance in Céte d'Ivoire has revealed not
just an increase in the frequency of occurrence of
antibiotic-resistant bacteria in time, but also an
evolution of resistant strains toward different types of

antibiotics.

In the second part, Morinda morindoides, an Ivorian
medicinal plant aroused our attention for the research
of antimicrobial substances. From 18 extracts from
different organs of this plant the antimicrobial activity
tests were performed. The acetonitrile extract of the
root which exhibit the most interesting activity was
used to isolate and characterize 12 antimicrobial
phytomolecules. One of these compounds exhibits an
original chemical structure named morindoidine. In
addition to their antimicrobial activity, other biological
properties of these substances have been evaluated
such as their antioxidant potency, their cytotoxicity,
their hemolytic activity and their molecular target. This
assessment revealed a mode of action probably close

to that of quinolones

Key-words: Antibiotics, bacterial resistance, Morinda

morindoides, anthraquinones



