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L’ulcére de Buruli est une maladie infectieuse qui aboutit a de vastes
délabrements cutanés chroniques provoqués par Mycobacterium ulcerans.
Dans la plupart des pays, la maladie sévit sous forme de foyers
endémiques bien délimités. L’insuffisance de données précises ne permet
pas de connaitre entierement la charge de morbidité au niveau mondial.
Cependant, l'ulcére de Buruli est considéré comme la troisieme maladie
mycobactérienne chez 'homme aprés la tuberculose et la Iépre (30).

Cette maladie entraine une destruction étendue de la peau et des tissus
mous avec formation d’ulcéres de grandes dimensions pouvant aboutir, en
'absence de traitement a des incapacités fonctionnelles durables.

A I'échelle mondiale, ce sont entre 5000 et 6000 cas qui sont recensés
chaque année par 15 des 33 pays, mais la maladie est considérablement

sous-notifiée dans les pays (30).

L'ulcere de Buruli a été signalé dans 33 pays d’Afrique, des
Amériques et du Pacifique occidental. Les cas sont observés en majorité
dans les régions tropicales et subtropicales, cependant quelques cas ont

été notifiés en Australie, en Chine et au Japon (30).

L’Afrique de 'ouest est la région la plus touchée avec notamment le
Bénin, le Ghana et la Céte d’lvoire. La Cbéte d’lvoire, pays le plus affecté,

notifie plus de 2500 cas par an (21).

Cette maladie est synonyme pour le malade de souffrances terribles,
de dégradation de la qualité de vie, d’exclusion, et pour I'Etat, un véritable
frein a tous les efforts de développement et de réduction de la pauvreté
(30).

2 L
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Le traitement actuel recommandé par 'OMS préconise en 1 intention
une bi antibiothérapie composée de la rifampicine per os et de la

streptomycine en IM pendant 8 semaines (33).

L'association rifampicine et streptomycine pendant 4 semaines, suivie
d'une association par rifampicine et clarithromycine orale pendant 4
semaines a donné un taux de guérison comparable a l'‘association
rifampicine et streptomycine pendant 8 semaines en cas d'UB évoluant
depuis moins de 6 mois et mesurant moins de 10 cm de diamétre.

La chirurgie est recommandée en seconde intention (33).

L’inconvénient majeur de ce traitement est qu’il ne peut pas se faire en
ambulatoire mais plutét dans des centres spécialisés qui sont rares et le
plus souvent inaccessibles aux malades vu le col(t élevé des frais
d’hospitalisations (25).

Le traitement traditionnel, pour des raisons aussi bien culturelles
qu’économiques, devient un recours important pour les patients qui sont
en général démunis. En effet, certaines plantes sont utilisées sous forme
de décoctés ou de poudres pour le traitement de l'ulcére de Buruli. |l s’agit
notamment de Erythrophleum suaveolens, Strophanthus hispidus, Khaya
senegalensis et de Sacoglottis gabonensis. Cependant, les modes
d’utilisation de ces plantes présentent des inconvénients. De fait, elles sont
non reproductibles, non aseptiques et de nombreuses surinfections ont été
rapportées (25).

Il se pose, pour ces deux types de traitements (celui de 'OMS et le
traitement traditionnel), un probléme d’efficience de la prise en charge de
'UB.

Compte tenu de toutes ces difficultés, 'OMS a toujours considére,

depuis la création de l'initiative mondiale contre 'UB, que la mise au point

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE
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d’'un traitement médicamenteux a base de plantes était une grande priorité

de la recherche (5). | Commentaire [kS2]: Peux tu
donner les références de I'initiative de
I’OMS qui précise cette priorité ?

Prenant a notre compte cette initiative, nous avons identifié une plante,
Sacoglottis gabonensis utilisée traditionnellement pour la prise en charge
thérapeutique de l'ulcére de Buruli.

L’'optimisation de [l'utilisation de cette plante sous formes améliorées
nécessite au préalable, I'évaluation de son activité microbiologique. Cette
évaluation inclue dans I'étape de préformulation, est indispensable
d’autant plus que trés peu détudes ont démontré les activités
microbiologiques de Sacoglottis gabonensis (28).

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre étude dont I'objectif général était
d’évaluer 'activité microbiologique de I'extrait de Sacoglottis gabonensis
sur Mycobacterium ulcerans et sur des germes qui surinfectent l'ulcére de

Buruli.
Les objectifs spécifiques étaient les suivants :

e Préparer et caractériser sur le plan physico-chimique I'extrait aqueux
de Sacoglottis gabonensis.

o Evaluer l'efficacité in vitro de I'extrait sur des germes opportunistes
qui surinfectent l'ulcére.

o Evaluer l'efficacité in vitro sur Mycobacterium ulcerans, germe

responsable de l'ulcére de Buruli.

Aprés une premiére partie consacrée a I'étude bibliographique, nous

présenterons I'étude expérimentale.

[ L
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Premiére partie

REVUE DE LA LITTERATURE
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CHAPITRE |
GENERALITES SUR L'ULCERE DE BURULI
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I- HISTORIQUE

En 1897, Sir Albert Cook, médecin britannique travaillant a I'hépital
Mengo de Kampala (Ouganda), fait une description d'ulcéres cutanés
compatibles avec ce que lI'on connait actuellement de l'ulcere de Buruli
(43). En Australie en 1948, le professeur Peter MacCallum et ses
collégues décrivent en détail la maladie chez six patients originaires de la
région de Bairnsdale, prés de Melbourne. lls sont également les premiers
scientifiques a isoler l'agent causal, Mycobacterium ulcerans. Cette
maladie prend donc la dénomination d'ulcére de Bairnsdale (27). Plutard
dans les années 60, de nombreux cas sont observés dans le Comté de
Buruli (aujourd'hui le district de Nakasongola) en Ouganda, d'ou la
nouvelle appellation aujourd’hui la plus couramment utilisée pour cette
maladie : ulcére de Buruli (43). Cette maladie s’est trés vite répandue dans
de nombreuses régions du monde depuis 1980, notamment en Afrique de
I'Ouest ou I'expansion de la maladie a amené 'OMS a lancer en 1997 en
Cobte d’lvoire, une initiative mondiale de lutte. C’est ainsi qu'a suivi en
1998, la premiére conférence sur l'ulcére de Buruli qui a abouti a la
déclaration de Yamoussoukro (Cote d’lvoire), adoptée et paraphée par
trois chefs d’état africains présents a la cérémonie d’ouverture.(4)

Compte tenu de l'extension géographique croissante, des graves
conséquences et des connaissances limitées que l'on a de la maladie,
I'OMS a adopté en 2004 une résolution pour améliorer la surveillance et la
lutte, ainsi que pour accélérer les recherches afin de mettre au point de
meilleurs outils de lutte (44).
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ll- ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUES

Les aspects cliniques et épidémiologiques varient en fonction des

pays et des situations géographiques.

En Afrique, environ 48% des sujets touchés sont des enfants de
moins de 15 ans, alors qu’en Australie et au Japon ils ne représentent
respectivement que 10% et 19% des cas (45).

La répartition selon le sexe est également variable. En Afrique, le

sex-ratio est de 1,08 alors qu’au Japon, il est de 0,51 (45).

En général, 35% des lésions se localisent sur les membres
supérieurs, 55% sur les membres inférieurs et 10% sur d’autres parties du

corps (45).

En Afrique, la plupart des cas sont diagnostiqués a un stade tardif:
catégorie | (32%), catégorie Il (35%), catégorie Il (33%). En Afrique du
Nord, environ 26% des cas sont diagnostiqués avant l'ulcération alors
gu’en Australie et au Japon, cette proportion n’est que de 10% pour les

deux pays (45).

Ces différences sont en grande partie dues aux caractéristiques
démographiques des populations, au niveau d’endémicité, a la
connaissance de la maladie, a l'intensité des efforts de surveillance active

et a I'accessibilité du traitement (45).

En Céte d’lvoire, la premiére observation de la maladie a été faite en
1978 chez un jeune frangais qui avait fréquenté les bords du lac Kossou,

au centre du pays. Un épisode épidémique a Daloa, au centre-ouest du

s L
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pays, en 1989, a suscité la réalisation d’'une enquéte et d’un essai clinique

en collaboration avec le Centers of Disease Control d’Atlanta (CDC) (29).

En 1995, le gouvernement ivoirien crée le Programme National de
lutte contre les Ulcéres a Mycobactéries (PNUM), chargé du contréle de
'ulcére de Buruli en Cbéte d’lvoire. Sa premiére action est la réalisation
d’'une enquéte nationale exhaustive en 1997 qui a permis de dénombrer
les cas de fagon rétrospective depuis 1978. Le total cumulé des cas ainsi
recensés était de 10 382 cas avec une tendance évolutive nette a partir de
1989 (Figure1). Presque tous les départements sanitaires étaient affectés

par l'ulcére de Buruli (Figure 2). (19)

2335

78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 38 89 90 91 92 93 94 95 96 97
Année

Figure 1 - Nombre de cas d’ulcere de Buruli recensés en Cote d’lvoire, de
1978 a 1997.(19)
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BURKINA FASO

GUINFF Bouaké
Dimbohro
Yamoussoukro | | B Abengourou
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" OCEAN ATLANTIQUE
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(] aucun cas a Boundiali et Tengrela

Figure 2 - Répartition géographique des cas cumulés d’ulcere de Buruli en
Cote d’lvoire de 1978 a 1997 (19).

L’incidence cumulative a évolué et est estimée en 2003 a plus de 17 000

cas.

Le profil épidémiologique des 10 382 cas montre une atteinte
prédominante des enfants sans distinction de sexe (Figure 3). Le contact
fréquent avec un point d’eau a été mis en évidence dans la plupart des cas
(Figure 4).

10 L
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Figure 3 : Distribution selon I'age et le sexe des 10382 cas d'ulcére de
Buruli dénombrés en Cote d’lvoire de 1978 a 1997 (19).

m3

m4

Figure 4 : Distribution selon la fréquentation ou non d’un point d’eau par
les 10 382 cas d’ulcére de Buruli dénombrés en Coéte d’'lvoire de 1978 a
1997(19)
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lll- L’AGENT PATHOGENE
1) Définition
L’'ulcere de Buruli est d0 a Mycobacterium ulcerans, une mycobactérie

présente dans I'environnement.

Sa paroi présente une structure particuliére, riche en cire (acide
mycolique) qui lui permet de retenir les colorants malgré I'action combinée
d’acide dilué et d’alcool. Cette paroi lui confére une grande résistance aux
antiseptiques, a certains antibiotiques, aux macrophages. Elle est dite
«bacille acido-alcoolo-résistant» ou BAAR. Cette particularité de la paroi
est utilisée pour la mettre en évidence lors d’examen microscopique par la

coloration de ziehl-Neelsen ou elle apparait en rouge sur fond bleu (17,26).

C’est une mycobactérie intracellulaire ou extracellulaire mais elle forme

principalement des microcolonies extracellulaires.

Mycobacterium ulcerans est une mycobactérie thermodépendante qui ne
se développe qu’a des températures comprises entre 30°C et 33°C. Ces
températures correspondent a celles du derme profond et de ’hypoderme.
Elle produit une exotoxine appelée mycolactone. Par ses effets
cytotoxiques et immunosuppressifs, cette mycolactone serait responsable
de la nécrose tissulaire (10,15,41). La virulence de la mycolactone semble
varier en fonction de l'origine géographique des souches de M. ulcerans
(31). Cette bactérie sécréte également d’autres protéines ayant un role
dans la pathogénie de la maladie: la phospholipase C, a activité
hémolytique et d’autres protéines responsables d'une apoptose des

cellules adipeuses (10,15).

12 L
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2) Taxonomie

La taxonomie du genre Mycobacterium repose sur la classification de
Runyon (1954) fondée sur la vitesse de croissance et la pigmentation (4

groupes).

Dans la pratique courante, on retrouve le plus souvent
Mycobacterium tuberculosis comprenant les espéces déterminant la
tuberculose humaine (Mycobacterium tuberculosis), bovine
(Mycobacterium bovis) ou celle observée le plus souvent en Afrique noire

(Mycobacterium africanum) (26).

1°" groupe: espéces pathogénes pour I'homme du groupe

tuberculosis

- Mycobacterium tuberculosis (BK = Bacille de Koch)

- Mycobacterium africanum

- Mycobacterium bovis

- BCG, le bacille de Calmette et Guérin, (souche de Mycobacterium
bovis modifiée par Calmette et Gueérin pour obtenir une souche

vaccinale)

2°%me groupe : especes pathogénes pour I'homme hors groupe

tuberculosis

- Mycobacterium leprae (agent de la Iépre)
- Mycobacterium ulcerans (agent de l'ulcére de Buruli)
- Mycobacterium marinum (agent du granulome des aquariums)

- Mycobacterium abscessus

13 L
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3™ groupe : espéce non pathogéne pour 'homme
- Mycobacterium vaccae
4°*™ groupe : mycobactéries dites « atypiques »

Elles sont parfois pathogenes pour I'homme, notamment chez les

immunodéprimés (cancers, SIDA) (26).

IV- PHYSIOPATHOLOGIE

a) Réservoir et mode de transmission

L’'ulcére de Buruli est une maladie liée a I'eau car les foyers sont
situés prés des marais, des lacs, des cours deau et des terrains

inondables ou irrigués.

Ces conditions environnementales, qu’elles soient naturelles
(inondations, marais, lacs naturels) ou provoquées par 'lhomme pour des
besoins énergétiques ou agro-pastoraux (barrages, lacs artificiels, espaces
irrigués, bas-fonds marécageux), jouent un réle majeur dans I'éclosion de
la maladie, en créant des zones faiblement drainées, propices au

développement du germe.
Le mode de transmission est mal connu (45).

Toutefois, Mycobacterium ulcerans a été mis en évidence par la
Réaction de Polymérisation en chaine (PCR) chez des petits animaux
aquatiques filtrants dont des poissons et plus récemment, des punaises
d’eau douce du genre Naucoris (Figure 5) et Diplonychus vivant en

symbiose avec les racines de certaines plantes aquatiques. 1
14
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Par ailleurs, il n’y a pas de preuve de contagion interhumaine, malgré
'observation de cas familiaux. Les sujets se contamineraient lors de

contacts répétés avec le méme milieu environnemental infectant (5).

Figure 5 : Photo d'une punaise aquatique Naucoris cimicoides (30).

b) Aspects cliniques

L’infection mycobactérienne peut étre localisée, locorégionale diffuse
ou multifocale. Elle reste le plus souvent focalisée au niveau de la peau et
de la graisse sous-cutanée mais peut atteindre l'os et les articulations. Les
atteintes viscérales ne sont pas encore connues méme s’il a été observé
en Cote d’lvoire deux cas de pleurésie de type exsudatif (21).

La maladie évolue dans un contexte non fébrile et I'infection n’affecte

pas I'état général du sujet.
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Trois stades évolutifs de I'ulcere de Buruli ont été décrits (21) :

> Le stade pré-ulcératif

C’est le stade de début de la maladie qui peut se présenter sous quatre

formes cliniques :

e une papule prurigineuse, adhérant a la peau, de diameétre
inférieur a un centimétre ;

¢ un nodule froid, indolore, plus ou moins prurigineux, adhérant
a la peau et mobile au plan profond avec parfois un halo
cedémateux;

e un placard froid, indolore, aux bords tranchés et a surface
hypopigmentée ;

¢ un cedeme froid, plus ou moins douloureux, aux limites floues
et s’étendant a un membre, a une région du tronc, a tout le

visage ou a toute la région périnéale (5,21).

Cette derniere forme peut étre soit une tuméfaction diffuse, tendue ne
prenant pas le godet avec parfois un aspect de peau d’orange (forme
infiltrante diffuse), soit une tuméfaction étendue, composée de plusieurs

placards juxtaposés ou coalescents (forme en placards multiples).

Ces formes de début doivent étre différenciées de certaines pathologies
rencontrées dans les mémes régions, leishmaniose cutanée, nodule
onchocerquien, |éprome, tuberculose cutanée, lipome, nodule de la
maladie de  Kaposi, mycétome, basidiobolomycose, fasciite
streptococcique subaigu de la jambe. La phase pré-ulcéreuse a une durée

variable selon la forme clinique et selon le sujet (5,21).
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> Le stade d’ulcération

L’'ulcération apparait a n'importe quelle partie de la Iésion initiale et
s’agrandit plus ou moins rapidement. C’est une perte de substance dermo-
épidermique, plus ou moins large, a fond nécrotique jaunatre, a bords
décollés, avec un pourtour cedémateux et noiratre. Son évolution est
longue et émaillée de complications surtout infectieuses. Des cas de

survenue d’épithélioma spinocellulaire ont été observés (5,21).
> Le stade de cicatrisation-séquelles

La cicatrisation spontanée des lésions apparait apres plusieurs mois
d’évolution. Elle fait suite a la détersion de l'ulcére et a I'accolement des

bords d’ou part I'épidermisation (21).

Le tissu cicatriciel est fibreux, scléreux et les invalidités définitives sont
fréquentes a type de rétraction, d’ankylose, d’amputation de membre ou de
perte d’organe, de lymphoedéme par striction cicatricielle (21).

A coté de la description classique, d’autres formes cliniques sont de
plus en plus observées:
- Les atteintes ostéo-articulaires et des os longs
Cliniquement, elles se présentent sous la forme d'un cedéme non
inflammatoire siégeant au niveau d’'une ou de deux articulations, sans

ulcération. L’'impotence fonctionnelle est partielle ou totale.

L’atteinte osseuse peut se manifester par un cedéme localisé avec une
petite fistule intarissable. La radiographie peut objectiver une géode ou un
séquestre (21).

w7 L
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- Les atteintes multifocales

Plusieurs lésions identiques ou différentes peuvent coexister chez le
méme patient avec cependant, une conservation relative de I'état général
dans un contexte non fébrile.

Toutes ces formes cliniques se rencontrent en Céte d’lvoire (21).

V- TRAITEMENT DE L’ULCERE DE BURULI
Il existe une relation entre le type de Iésion qui fait I'objet de classification

par catégorie et les modalités de prise en charge thérapeutique.

1) Classification par catégories de l'ulcére de Buruli

- Catégorie | : une Iésion unique de diamétre < 5 cm pouvant guérir

compléetement avec le traitement antibiotique.

- Catégorie Il : Iésion unique de 5 a 15 cm de diametre, pouvant guérir

complétement avec le traitement antibiotique.

- Catégorie Ill : lésion unique de plus de 15 cm de diamétre, Iésions
multiples, une ou plusieurs lésions sur des localisations critiques (ceil, sein,
organes geénitaux) et une ostéomyélite, nécessitant le recours a la chirurgie

(excision, greffe cutanée ou amputation dans les cas graves) (33).
Cette classification oriente la prise en charge thérapeutique.

2) Antibiothérapie
En 2004, I'OMS a diffusé une recommandation tendant a utiliser

I'antibiothérapie dans le traitement de I'UB, alors que les interventions

chirurgicales constituaient la base du traitement (33).
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Une antibiothérapie de 8 semaines entraine une réduction de la taille des
Iésions et donc réduit I'étendue de l'intervention chirurgicale si elle est
nécessaire.

En pratique, la rifampicine est prescrite (10 mg/kg une fois par jour per os)
en association avec la streptomycine (15 mg/kg une fois par jour IM)
pendant 4 semaines ; une évaluation est faite au bout de 4 semaines :

- en cas de régression ou de stabilisation, le traitement antibiotique est
poursuivi pendant 8 semaines;

- en cas d’extension, la chirurgie intervient avec un examen anatomo-
pathologique.

Les effets secondaires de I'association rifampicine et streptomycine se
voient surtout chez les enfants, les plus touchés par I'UB : atteinte
hépatique, rénale, auditive, vestibulaire.

L'association rifampicine et streptomycine pendant 4 semaines, suivie
d'une association par rifampicine et clarithromycine orale (7,5 mg/kg deux
fois par jour) pendant 4 semaines a donné un taux de guérison
comparable a [l'association rifampicine et streptomycine pendant 8
semaines en cas d'UB évoluant depuis moins de 6 mois et mesurant moins
de 10 cm de diamétre.

De plus, c'est le traitement de la femme enceinte, la streptomycine étant
contre-indiqué.

L’antibiothérapie est peu efficace sur les Iésions osseuses (37).
3) Chirurgie

Il s’agit d’'un traitement réparateur de la perte de substances et des
séquelles articulaires. Le traitement chirurgical consiste en une excision

large avec greffe (Figure 6) ou en une exérese limitée suivie de greffes en

flots (17). [ L
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La fréquence des séquelles fonctionnelles nécessite une kinésithérapie

précoce active et passive. Cependant, les rechutes apres chirurgie sont

fréquentes (17,1% en Cote d’lvoire) ; elles surviennent de fagon précoce
en moyenne cing (5) mois aprés lintervention et se présentent sous
formes d’ulcérations, pour la plupart localisées au niveau de la lésion
initiale (33).

Avant Aprés

Figure 6: Acte chirurgical sur une forme nodulaire. (17)

4) Traitement topique

Le traitement topique a un rdle important a jouer dans la prise en
charge médicale de l'ulcere de Buruli. En pratique clinique, il pourrait
apporter un réel bénéfice pour le traitement des formes pré-ulcératives
(nodule, papule) ou des petits ulcéres (diamétre < 5 cm) en remplacement
de la chirurgie. Pour les formes extensives, le traitement topique serait
indiqué en préopératoire pour initialiser la guérison et simplifier
l'intervention chirurgicale (réduction de I'excision ou précédant une greffe
de peau). Une concentration locale suffisamment élevée du produit actif

peut étre obtenue avec une réduction du risque d’effets secondaires

systémiques (3). [ 20 L
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Les topiques peuvent étre associés a un traitement chirurgical et/ou
une antibiothérapie par voie générale.
Les différents produits topiques pouvant étre utilisés dans le traitement
de l'ulcére de Buruli sont les suivants (3) :

- Le nitrate de cérium associé a la sulfadiazine argentée qui
constitue un topique usuel prometteur. Les indications les plus
probables sont d’une part, en préopératoire, pour le traitement des
petits ulcéres non compliqués afin de simplifier la chirurgie, et d’autre
part, en postopératoire pour le traitement des formes plus étendues
afin de prévenir la surinfection locale et accélérer la cicatrisation.
Cependant, méme si son mécanisme d’action laisse penser qu’il est
efficace sur I'UIlcére de Buruli, sa spécificité anti-mycobactérienne
sur M. ulcerans n’est pas démontrée.

- La pommade de kétansérine a 2% peut jouer le réle de traitement
adjuvant en post opératoire aprés I'excision et avant la greffe de
peau, pour accélérer I'épithélialisation et améliorer la vascularisation.
Son efficacité démontrée sur Mycobacterium leprae est prometteuse
pour Mycobacterium ulcerans.

- Les oxydes d’azote (oxyde nitrique par exemple) peuvent jouer un
réble dans le traitement de I'Ulcére de Buruli a la phase précoce
(petits ulcéres). L’application locale peut néanmoins provoquer des
réactions cutanées locales de par sa toxicité sur la peau. L'oxyde
d’azote associé a une membrane semi-perméable est un moyen de
pallier cet effet toxique. La posologie et le rythme d’application
restent encore a définir.

- L’argile peut étre également utilisé pour le traitement de I'Ulcére de

Buruli, quelle que soit sa forme clinique, a condition que les mesures

[ L
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d’hygiéne locales soient rigoureusement respectées (aseptisation,
usage d’eau stérilisée....).

5) Traitement traditionnel

Dans les pays d’Afrique de I'Ouest tels le Ghana, le Bénin et la Cote
d’ivoire, la majorité des patients atteints d’ulcére de Buruli consultent en
premier lieu un tradipraticien. Parmi les raisons qui conditionnent le choix
de ce traitement, la religion, 'absence de structure adéquate de soins, les
contraintes du traitement chirurgical, la durée d’hospitalisation et la peur
des cicatrices peuvent étre retenues. Quatre étapes sont individualisées
dans le traitement traditionnel: le diagnostic, I'ablation des tissus

nécroseés, les soins de la plaie et 'exorcisme (19).

Le diagnostic étant difficile a poser, hors des centres de référence, la
maladie reste encore souvent ignorée et non diagnostiquée, entrainant des

formes cliniques évoluées et des séquelles (5).

L’ablation des tissus nécrosés par les tradithérapeutes s’effectue de deux
maniéres (19) :

- soit au moyen de cataplasmes de feuilles variées qui sont placés sur la
partie malade. En effet, il est apparu qu’il existe des plantes spécifiques
qui contribuent a enlever les nécroses sans qu'il ne soit nécessaire de faire
intervenir la chirurgie.

- soit de fagon mécanique au moyen de lame ou de ciseaux.

Le soin de la plaie est relativement plus aisé. Une guérison est obtenue
aprés plusieurs pansements faits a base de plantes et de mixtures propres

au tradithérapeute.

[ L
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L’exorcisme intervient dans la plupart des cas et est destiné a remercier
les ancétres pour avoir facilité la guérison. Des poulets ou des cabris,
selon la gravité du mal et la durée du traitement sont immolés (19).

La tradithérapie, malgré son importance pour les malades, reste peu

documentée (46).

6) Plantes utilisées par les tradipraticiens

Plusieurs plantes sont utilisées par les tradipraticiens pour le traitement
de l'ulcére de Buruli. L’étude de ces plantes révele la présence de grands
groupes chimiques dont de nombreux composés possédent diverses
propriétés notamment anti-oedémateuses, anti-inflammatoires,
antibactériennes, antiseptiques, sédatives, analgésiques, anesthésiques,
cicatrisantes qui pourraient intervenir dans le traitement de l'ulcére de
buruli (23, 25, 46).

Certaines de ces plantes, ainsi que le niveau des travaux réalisés sur
celles-ci sont confinées dans le tableau ci-dessous :
Tableau | : Tableau comparatif des essais réalisés sur les plantes utilisées

par les tradipraticiens (23).

Plantes Partie Usage Tri Essai Essai
utilisée traditionnel phytochimique  In vitro (Mu) In vivo
Erythrophleum suaveolens Ecorce + + -
Strophanthus hispidus Racine + + - -
Securidaca longepedunculata Racine + + - -
Khaya senegalensis Ecorce + + -
Acacia nilotica Gousse + + -
Sacoglottis gabonensis Ecorce + + +

Réalisé (+) et Non réalisé (-)
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De toutes ces plantes, seule Sacoglottis gabonensis (Humiriaceae) a
fait 'objet d’'essais in vitro et a démontré une activité inhibitrice effective
sur Mycobacterium ulcerans, avec une CMI = 0,78 mg/ml et une CMB =
12,5 mg/ml sur la souche Coéte d’lvoire 1 ](23)\ mais ces résultats ont besoin

d’étre consolidés avant de procéder a la mise en formulation

7) Kinésithérapie et ergothérapie
La fréquence des séquelles fonctionnelles qu’entraine la maladie

nécessite une kinésithérapie et une ergothérapie précoces actives et

passives (28).

8) Les rechutes

Elles surviennent de fagon précoce, en moyenne 5 mois apres
I'intervention chirurgicale et se présentent sous forme d’ulcérations, pour la
plupart localisées au niveau de la Iésion initiale. Les rechutes signalées
dans 16 a 30% des cas aprées un traitement exclusivement chirurgical ont
été ramenées a moins de 2% aprés l'introduction des antibiotiques. Le
traitement de [l'ulcere de Buruli associant une bi-antibiothérapie
(rifampicine + streptomycine) a tous les stades de la maladie pendant4 a 8
semaines a un traitement anticoagulant et un programme de rénutrition
entraine la guérison des lésions précoces, une stabilisation de la maladie
ou une régression des lésions permettant une exérése chirurgicale moins
délabrante (19,20).
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VI- PREVENTION DE L’ULCERE DE BURULI

La prévention repose sur l'utilisation des moustiquaires, le lavage
fréquent des vétements et les soins des plaies avec des solutions
antiseptiques.

L’éducation sanitaire vise a la mise en garde des populations rurales
contre le risque de contamination par le milieu hydro-tellurique lors de la

fréquentation des points d’eau (19,20).

Il est nécessaire de réaliser des campagnes de masse pour une
détection précoce en Céte d’lvoire ou le dépistage des formes nodulaires a
progresse, passant de 54% des cas en 1998 a 72% en 2001. Les meilleurs
résultats sont observés en Australie et en Guyane frangaise ou les
malades consultent a des stades peu avancés de la maladie et bénéficient

d’un traitement précoce (19,20).

Pour lutter contre l'ulcére de Buruli, la plupart des malades
privilégient I'automédication et le recours au traitement traditionnel. Le
traitement en milieu hospitalier n’intervient qu’en derniére intention.

Le traitement traditionnel de l'ulcére de Buruli se fait principalement a base
de plantes (19,20).

[ s L

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE



PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

CHAPITRE Il :

GENERALITES SUR SACCOGLOTTIS
GABONENSIS

[ 26 L

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE



PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

I- POSITION SYSTEMIQUE (23)
Regne : végétal
Embranchement : spermaphytes
Sous- Embranchement : angiospermes
Classe : dicotylédones
Sous-Classe : diapétales
Ordre : malpighiales
Famille : humiriaceae
Genre : sacoglottis

Espece : gabonensis

ll- ORIGINE ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Sacoglottis gabonensis est présent dans la forét sempervirente, sur
les berges de rivieres, le long des lagunes, en lisiere de forét et de savane
ainsi que dans la forét secondaire. C’est 'un des arbres dominants des
foréts pluviales cétieres d’Afrique de I'Ouest et d’Afrique centrale ; il est
surtout abondant au Cameroun et au Gabon. En Coéte d’lvoire, il est
caractéristique des foréts sempervirentes les plus humides. On le trouve
généralement en petits groupes, mais parfois en peuplements assez
grands et presque purs (24,40).

Le genre Saccoglottis comprend 9 especes toutes retrouvées en
Amérique du Sud sauf Sacoglottis gabonensis considérée comme
étroitement apparentée a Sacoglottis amazonica Mart. d’ Amérique du Sud
et des Caraibes. Les fruits de Sacoglottis amazonica sont consommeés au
Vénezuela pour soigner la diarrhée. Le bois d’ceuvre est apprécié en

construction lourde au Vénezuela et au Brésil.

[ L
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Il est possible que Sacoglottis gabonensis ait évolué a partir de
graines sur la céte Ouest africaine depuis ’Amérique du Sud, et ce serait
'un des cas les plus représentatifs de dispersion par 'eau de '’Amérique
du Sud vers I'Afrique. Les compartiments remplis de résine du noyau des
graines les font flotter sur I'eau et les graines restent viables pendant

quatre ans.

Sacoglottis gabonensis se retrouve dans plusieurs pays d’Afrique parmi
lesquels, le Sénégal, la Gambie, la Centrafrique, 'Angola et la Cébte
d’lvoire (24,40).

lll-  ETUDE BOTANIQUE DE LA PLANTE

Sacoglottis gabonensis est un arbre de grande taille, sempervirent,
atteignant 40 m de haut avec un fat dépourvu de branches sur une hauteur
de 20 m, mais souvent a ramification basse, souvent tordu, noueux et
profondément cannelé, atteignant 180 cm de diamétre, a contreforts de 2,5

m de haut (Figure 9).

L’écorce est relativement lisse chez les jeunes arbres et a lenticelles
horizontales brunes a brun foncé chez les arbres agés, trés ramifiée,

arrondie et relativement ouverte.

Les feuilles sont alternes, simples, stipulées d’environ 1 mm de long,
tombant rapidement ; les pétioles sont de 6 a 10 mm de long ; le limbe
ovale a elliptique ou oblongue de 6 a 15cm sur 2,5 a 6 cm a base
cunéiforme, l'apex est acuminé, a bord crénelé, pennatinervé a 6 a 12

paires de nervures latérales. (Figure 7)

[ 28 L
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L’inflorescence présente une courte cyme axillaire atteignant 5 cm
de long. Les fleurs sont bisexuées, réguliéres, 5-méres, a pédicelle de 0,5
a1,5 mm de long, articulées a la base ; les sépales sont d’environ 1,5 mm
de long, poilus a I'extérieur ; les pétales sont libres, linéaires d’environ 7
mm de long, poilus a I'extérieur, blancs ; les étamines au nombre de 10,
soudées a la base, 5 étamines longues d’environ 5mm et 5 plus courtes
d’environ 3,5 mm de long; l'ovaire est supere, ovoide, a 5 loculaires,
glabre, le style est cannelé, d’environ 4 mm de long.

Le fruit est une drupe ellipsoide a globuleuse de 3 a 4 cm de long sur
2,5 a 3,5 cm; lisse, verte a jaune, a noyau a 10 sillons et a nombreuses
cavités résineuses contenant 1 a 3 graines oblongues d’environ 15 mm sur

3 mm (Figure 8).

La plantule est a germination épigée ; hypocotyle de 6 a 9 cm de
long, épicotyle d’environ 3 cm de long ; les cootylédons sont foliacés,
ovales d’environ 1,5 cm sur 0,5 cm; les 2 premiéres feuilles sont opposées
(24,40).

Figure 7 : Feuilles de Sacoglottis gabonensis (Humiriaceae) (40)

[ 29 L
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Figure 9 : Arbre de Sacoglottis gabonensis (Humiriaceae)

[0 L
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IV- USAGE

Des infusions d’écorces de tige de Sacoglottis gabonensis sont
couramment utilisées pour traiter la fievre, la diarrhée, la gonorrhée et les
douleurs abdominales, et elles s’emploient parfois pour traiter

I'hypertension artérielle et le diabéte.

Dans les régions cétieres du Cameroun, les Pygmées Kolas et les
Mvaes se servent de la décoction d’écorce broyée mélangée aux feuilles
de Dioscorea minutiflora en lavement rectal pour traiter les douleurs

abdominales aigues.

Au Congo, I'écorce de tige en décoction sert a soigner les dermatites
rebelles (24,40).

En Sierra Leone, la décoction d’écorce est utilisée pour traiter les
douleurs d’estomac ; elle sert aussi a épicer les aliments pour provoquer

des chaleurs chez les femmes qui allaitent ou les femmes enceintes.

Dans les régions cétiéres de la Coéte d’lvoire, le jus de tige dilué
s’emploie en bain de siége pour redonner du tonus musculaire aux

femmes apres un accouchement.

Au Gabon, l'extrait de l'écorce de tige est bu pour ses vertus

éemetiques.

Au Sénégal et au Congo, la décoction de tige mélangée a d’autres
plantes et ajoutée a I'eau du bain sert a traiter les affections ovariennes,

les infections vaginales et la fiévre chez les enfants.

[ L
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L’écorce de tige sert d’adjuvant de conservation au vin de palme
qu’elle corserait, dont elle réduirait la mousse et auquel elle donnerait une
saveur amére. Des sources indiquent qu'elle aurait des vertus

aphrodisiaques. L'écorce est utilisée comme poison de péche (24,40).

Le bois de Sacoglottis gabonensis est couramment utilisé, mais
seulement au niveau local, pour la construction des maisons et des ponts,
les revétements de sol, les moulures intérieures, la menuiserie, les étais
de mines, les poteaux électriques, la construction navale, les meubles,
I'ébénisterie, les traverses de chemin de fer, les jouets, les bibelots, les

chéssis de véhicule, le tournage et la fabrication de gabarits.

Au Liberia et au Nigeria, le bois entre dans la confection des

pirogues et au Gabon des membrures de bateaux.
Il est utilisé pour le feu et produit du charbon de bois de qualité.

Le fruit, comestible et sucré, a le gout de pain aux bananes ; ce sont
surtout les enfants qui en mangent et il peut servir a fabriquer une boisson

alcoolisée.

Dans les régions cétieres du Cameroun, les Pygmées font rétir les
graines et les consomment. Le gout sucré de la résine emmagasinée dans

les cavités du noyau est trés recherché par les abeilles (24,40).

V- CROISSANCE ET DEVELOPPEMENT

La floraison de Sacoglottis gabonensis a lieu durant la période allant
de Décembre a Mars. Les fruits sont disséminés par les éléphants. lls se

développent lentement pendant la saison séche, mdrissent entre les mois
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de septembre et décembre et restent vert terne. lls tombent a maturité et
dégagent une forte odeur de levure (24,40).

Les chimpanzés et les mandrills mangent aussi les fruits. Sacoglottis
gabonensis est capable de s’établir en lisiere de savane humide. Il peut
dominer ce milieu, car ses branches forment des arches gigantesques,
faisant disparaitre la végétation en dessous et de ce fait atténuent I'ardeur
des incendies de savane annuels qui sans cela brlleraient son tronc. Les
spécimens pionniers possédent une canopée basse et arrondie et des
branches a faible hauteur du sol, mais les générations successives se
développent plus en hauteur et se ramifient plus haut pour parvenir a la
lumiére. Les jeunes arbres proches des lisieres de savane sont souvent
multi-troncs parce qu’ils ont recépé aprés avoir été brisés par les éléphants

qui se nourrissent de leurs feuilles et de leur écorce (24,40).
VI- MULTIPLICATION ET PLANTATION

La multiplication naturelle de Sacoglottis gabonensis se fait seulement
par graines. La régénération naturelle n’est pas tres abondante car de
nombreuses graines sont endommagées par les insectes. Le poids de 100
noyaux est de 560 a 1000 g. Les graines mettent 2 a 4 mois a germer. Les
taux de germination sont assez faibles (24,40).

VIl- PROPRIETES CHIMIQUES

La bergenine, une isocoumarine a été identifiée comme étant le

composé majoritaire de I'extrait total d’écorce de tige de Sacogloftis

gabonensis (35). M L

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE



PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

La bergenine a la propriété de protéger pendant un certain temps les

huiles de table stockées contre une détérioration par peroxydation.

Un extrait d’écorce de tige ajouté a I'eau et donné a boire a des rats a
fait augmenter les niveaux de prothrombine et de thrombine du plasma
sanguin (24,40).

D’autres analyses de l'extrait d’écorce de tige ont fait ressortir la
présence de tanins en quantité non négligeable, avec des traces de
saponines. lls ont également révélé la présence de 2 isomeéres cis/trans de
lignanes (la calopitine et la galgravine), qui peuvent jouer un réle dans la

prévention du cancer.

La teneur en alcool du vin de palme de Raphia hookeri dans lequel on
avait ajouté I'écorce de tige de Sacoglottis gabonensis a presque doublé

par rapport a celle du vin de palme non traité (24,40).

Il a été découvert que l'extrait d’écorce renforcerait la tolérance a
I'éthanol et 'osmotolérance de la levure de Saccharomyces cerevisiae,
tandis que lactivité de floculation et l'activité d’invertase avait diminué
(24,40).

VI
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE
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CHAPITRE | :
MATERIEL ET METHODES
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INTRODUCTION

Apres lidentification et la récolte des écorces de Sacoglottis gabonensis,
nous avons réalisé successivement une extraction aqueuse, Ila
caractérisation physico-chimique de I'extrait obtenu aprés évaporation du
solvant, la détermination des concentrations minimales inhibitrices et
bactéricides de I'extrait sur certains germes qui surinfectent l'ulcére de
Buruli, et I'activité sur cinq souches de Mycobacterium ulcerans.

Toutes ces évaluations bactériologiques qui constituent des essais de
préformulation nous permettront de déterminer les quantités utiles d’extrait

a introduire dans des formulations galéniques a mettre au point.

I- MATERIELS
I-1. Matiéres premiéres
Les matieres premieres utilisées sont les suivantes :

- ]Matériel végeétal constitué de la poudre d’écorce de Sacoglottis

gabonensis et de la bergenine., Commentaire [PK6]: Le matériel
végétal doit étre en premiére position
de la liste des matieres premiéres

- Eau distillée

- Eau physiologique (Nacl 9%o)
- Bouillon thioglycolate

- Oeufs de poule de 24 heures
- Solution de soude a 5%

- Alcool éthylique a 70°

- Disques de papier buvard

[ L
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- Matériel bactérien : il est constitué de :

» Souches de Pseudomonas, Staphylocoques, Escherichia coli
productrice de B-lactamases a spectre élargi (BLSE) issues de
la biobanque de I'IPCI (Institut Pasteur de Céte d’lvoire).

» Cinq souches de Mycobacterium ulcerans : CNR012, 13/21,
CNRO0O06, CNRO008, 13/29 toutes issues de la biobanque de
'PCI,

- Disques d’antibiotiques pour les Pseudomonas (imipenéme : IPM,
ceftriaxone : CRO), les staphylocoques (oxacilline : OX, céfoxitine :

FOX), les Escherichia coli (amoxicilline : AMC, ceftriaxone : CRO),

- Milieux de culture constitués de :

e gélose Miller-Hinton (MH),

e geélose ordinaire,

e milieu de Lowenstin-Jensen servant a la culture des
mycobactéries et dont la base est constituée d’asparagine, de
phosphate monopotassique, de sulfate de magnésium, de

farine de pomme de terre et de vert malachite.

-2 Appareillage
Les différents appareils qui ont permis la réalisation de I'étude sont :
- Une étuve de marque JOUAN (30-250°C)
- Une balance de précision de marque METTLER TOLEDO®.
- Un évaporateur rotatif (Rotavapeur) de marque HEIDOLPH®.
- Un broyeur de marque JEFFREY®

[ s L
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- METHODES
lI-1 Identification et récolte du matériel végétal

Les écorces de tronc de Sacoglottis gabonensis (humiriaceae) ont été
prélevées le 22 Septembre 2013 dans la forét de Keibly a 12 km de Tai
dans la région de Guiglo (Man, Céte d’lvoire), par un botaniste du Centre
Suisse de Recherche Scientifique a Abidjan du nom de M TERE. Ces
eécorces ont ensuite fait 'objet d’une identification par un spécialiste du

Centre National de Floristique de I'Université de Cocody (Abidjan).

ll-2 Extraction aqueuse du matériel végétal

Les écorces récoltées ont été séchées sur la paillasse, a température
ambiante (entre 26°C et 27°C) et a l'abri de la lumiére, pendant trois

semaines. Elles ont été ensuite réduites en poudre a 'aide d’un broyeur.

La méthode d’extraction a consisté a faire une décoction aqueuse de
1kg de poudre d’écorces de tronc pendant une heure a 100°C dans 5 litres
d’eau. Le décocté obtenu a été refroidi et filtré sur verre frité, additionné de
cellite. Le filtrat a été ensuite concentré au Rotavapeur a 60°C. Puis
I'extrait obtenu a été pulvérisé au mortier (36).

lI-3 Caractérisation physico-chimique de I'extrait

11-3-1 Solubilité dans I’eau

La solubilité est la quantité maximale de substance qui peut se
dissoudre dans un certain volume d'eau. Celle de notre poudre d’extrait a

été déterminée par la méthode des ajouts successifs.

[ 39 L
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Selon la pharmacopée européenne (36), des volumes d’eau ont été
ajoutés successivement a environ 0,1 g d'échantillon, a température
ambiante, dans un flacon gradué de 10 ml fermé par un bouchon en verre.
Aprés chaque ajout d'eau, le mélange a été agité a I'aide d’'un agitateur
magneétique, pendant 10 minutes. Ensuite, nous avons fait une vérification
macroscopique de la dissolution compléte de I'échantillon. Si des parties
non dissoutes subsistaient aprés I'addition de 10 ml d'eau, l'essai se
poursuivait dans un flacon gradué de 100 ml jusqu'a dissolution compléte

de la poudre.

11-3-2 Détermination du PH
Le principe repose sur la détermination de la quantité d’ions
hydronium (H") dans une solution.

Le pH a été mesuré électroniqguement au moyen d'un pH-métre a
lecture directe de type HANNA instruments, en utilisant une électrode de
verre et de référence au chlorure de potassium-calomel a saturation. Nous
avons étalonné le pH-métre avec des solutions tampon vendues dans le
commerce (solution pH tampon 4 et solution pH tampon 7) selon les
instructions fournies par le fabricant. L’électrode a ensuite été séchée et
plongée dans un bécher contenant une solution aqueuse a 10% d’extrait,
de maniére a ce qu'elle baigne bien dans la solution. Enfin, nous avons
branché I'appareil sur I'échelle de lecture et noté le pH a 0,1 unité prés
(36).

11-3-3 Détermination du taux d’humidité
Le principe repose sur la perte de poids de I'échantillon a 105°C

pendant 30 minutes pour permettre I'élimination d’eau.
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Une prise d’essai de 1 g est pesée dans une capsule en verre
préalablement tarée. La capsule contenant I'échantillon est introduite a
'étuve réglée a 105°C pendant 30 minutes. Elle est ensuite retirée et
pesée apreés refroidissement au dessiccateur.

L’opération est répétée toutes les 30 minutes jusqu’a I'obtention d’'un
poids constant.

La teneur en eau (Te) est exprimée en pourcentage (%) de masse comme
suit (36) :

(m2—mjy)
Te = x 100
(Mma2—my)

m4 = masse du verre de montre séché (cristallisoir)

m,=m4+ 1 g de poudre

m3; = (m¢ + 1 g de poudre) aprés séchage entre 100°C et 105°C pendant
30 minutes

Te = taux d’humidité

1I-3-4 Test de stérilité de la poudre de Sacoglottis gabonensis (13)

Ce test permet de vérifier que I'extrait ne comporte aucun germe. Pour
cela, dans 10 ml de bouillon de thioglycholate (BT), nous avons incubé a
37°C pendant 24 heures 0,1g de l'extrait a tester. Aprés ce délai, le
bouillon a été ensemencé sur une boite de Pétri contenant de la gélose
ordinaire puis incubé dans les mémes conditions. La substance était
déclarée stérile, lorsqu’ aucune colonie n’était visible sur la boite gélosée
(Figure 10).
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0,1g d’extrait

végétal (extrait aqueux de SG)

l Présence
[~ Homogénéisation ) ensemencement - ou
R R absence
NM—————1 - MN——1 - de
colonies
N~ ~—
10ml de BT incubation 37°C/24h incubation 37°C/24h

Figure 10: Méthode de la vérification de la stérilité de I'extrait aqueux de

Sacoglottis gabobnensis (Humiriaceae)(13).

ll-4 Préparation des gammes de concentration de I’extrait aqueux de
Sacoglottis gabonensis (Humiriaceae)

Elles sont préparées dans 7 tubes (T) a essais numérotés de T1a T,
par la méthode de la double dilution en milieu liquide. Pour cela, 10 mi
d’eau distillée ont été mis dans le tube T, et 5 ml dans tous les autres
tubes. Ensuite, une masse de 1 g de poudre de [lextrait végétal
préalablement déterminée a été dissoute dans le tube T,, puis

homogénéisé complétement pour donner la concentration C; = 100 mg/ml.

Ensuite, la moitié du volume du tube T4 (5 ml) est transférée dans le
tube T,, puis homogénéisée. Cette opération est répétée jusqu’au tube T,

apres quoi, la moitié du volume est rejetée (Figure 11).

[ L

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE



PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Les gammes de concentration sont ensuite filtrées sur une
membrane (MILLEX GV®) de diamétre 0,45 pm et conservées au

réfrigérateur (14).

Extrait

Végeétal (1g9) Transfert de 5ml du mélange rejet de 5ml du mélange

—

T,:10 ml ED T,:5ml ED T5:5 ml ED T7:5ml ED
(Cy) (C2) (Ca) (Cy)
Figure 11: Préparation des gammes de concentration de I'extrait aqueux

de Sacoglottis gabonensis (Humiriaceae) (14).

Pour 1 g d’extrait, les concentrations obtenues ont été résumées dans le
tableau Il

Tableau Il : récapitulatif des gammes de concentration de I'extrait de

Sacoglottis gabonenesis (Humiriaceae)

Concentrations
CT,- 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,565

(mg/ml)

II-5. Préparation de l'inoculum bactérien des germes surinfectant

I'ulcére de Buruli (13) [ a3 |
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Deux colonies isolées d’une culture bactérienne de 18 heures ont été
prélevées a l'aide d’une anse de platine puis homogénéisées dans 10 mi
de bouillon de Miller-Hinton (BMH) et incubées pendant 3 heures a 37°C
pour avoir une pré-culture.

0,1 ml ou 0,3 ml du bouillon de pré-culture opalescent respectivement
pour les Escherichia coli et les genres Staphylococcus ou Pseudomonas
été prélevé ensuite et délayé dans un tube contenant 10ml de BMH
concentré deux fois. Cette suspension bactérienne réalisée, permet d’avoir
environ 10° UFC/ml (condition standard) et constitue I'inoculum bactérien
de dilution 10° (Figure 12).

Transfert et homogénéisation

2colonies de 18h 0,1ml (BG-)
0,3ml (Staphylocoque)
m
S ==
— —
Inoculum dilution 10°
(10°UFC/ml)
—— )
10 mL de BMH 10 ml de BMH

Incubation /3 h a 37°C

Figure 12: Méthode de préparation de I'inoculum bactérien des germes

qui surinfectent l'ulcére de Buruli (13).
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lI-6. Numération de l'inoculum bactérien des germes surinfectant
Pulcére de Buruli (13)

Pour réaliser la numération, l'inoculum bactérien précédemment
préparé est homogénéisé puis dilué de 10 en 10 jusqu’a la dilution 10™. On
obtient 4 dilutions successives a 10™!, 10? 10° et 10™. Ensuite, I'inoculum
bactérien initial et les 4 dilutions successives sont ensemencés a l'aide
d’'une anse calibrée de 2 yl dans des boites gélosées de Miller-Hinton
(MH), sur des stries de 5 cm de long. Cette préparation constitue la boite
A (Figure 13).
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0,1ml
Inoculum
(10)
-.? T T
0,1 ml ? 0,1 ml 0,1 ml -
0,9 ml 0,9 ml 0,9 ml 0,9 ml
ED (107) ED (103 ED (1079) ED (10
N _
——
pur
10”
10
107
10

Boite A Incubation 37°C/24h

Figure 13 : Numération de l'inoculum (13).
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Il-7. Détermination des parameétres antibactériens : Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) et Concentration Minimale Bactéricide
(CMB) sur les germes surinfectant I'ulcére de Buruli

a) Détermination de I’activité antibactérienne

La boite gélosée de Muller-Hinton a été uniformément ensemencée avec
une suspension calibrée de bactéries a étudier et séchée pendant 15

minutes a I'étuve.

Ensuite des puits ont été faits a 'aide d’'une pipette Pasteur et une quantité
de 50 pul de la substance a tester y a été déposée. La gélose a été par la
suite incubée a I'étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

La lecture de l'activité antibactérienne s’est faite par la mesure du
diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque cupule a I'aide d’un pied

a coulisse ou une régle graduée en millimétre (Figure 14).

Et en fonction du diameétre de la zone d’inhibition (D), les résultats sont
exprimés comme suit : (38)

SiD<8 mm _— Résistante
SiI9mm<D<14mm =————— Sensible
Si1T5mm <D <19 mm == Treés Sensible

SiD =20 mm _— Extrémement Sensible
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cupule

croissance bactérienne remplie d’extrait croissance bactérienne
Jone dinhibition

Figure 14: Schéma simplifi€ du principe de la méthode de

diffusion en milieu solide (38).

Des disques d’antibiotiques de 6 mm de diamétre sont également
déposés sur la gélose. Ces antibiotiques sont choisis en fonction de la
souche de bactérie étudiée et sont dits antibiotiques marqueurs. Ces
marqueurs ont été mis en évidence par le Comité de I’Antibiogramme de
la Société Frangaise de Microbiologie (CASFM) et le Comité Européen

pour I'étude de la sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) (Tableau lll).
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Tableau lll : Classification CASFM/EUCAST des concentrations critiques

et des diamétres des zones d’inhibitions des antibiotiques utilisés (39)

Diameétre
Familles Antibiotiques | Sigle | Charge critique (mm)
(Mg) S2 R<

Oxacilline OX 30 22 18

Amoxicilline +

Pénicilline Acide AMC | 2010 | 19 19
clavulanique

Carbapénémes Imipenéme IPM 10 22 16

Céfoxitine FOX 30 8 16

Céphalosporine

Ceftriaxone CRO 30 23 20

b) Méthode de détermination de la CMI en milieu liquide

Les difféerentes gammes de concentration d’extrait végétal a tester ont
été ajoutées a 'ensemble des 7 tubes expérimentaux contenant chacun 1

ml de I'inoculum bactérien (13).

Ainsi, 1 ml d’extrait de la plus grande concentration est transféré
dans le tube T4, celui de concentration suivante dans le tube T,, ainsi de
suite jusqu’a la plus faible concentration dans le tube T;. Cette démarche a
fait qu’en fin de compte du tube T, au tube T;, les concentrations sont

passées du double au simple.
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1 ml d’eau distillée stérile a été mis dans le tube Tc désigné tube
témoin de croissance. Tandis que, 2 ml de BMH stérile ont été mis dans le
tube Ts et sert de tube de contrdle de stérilite.

Tous ces tubes ont été incubés a 37°C pendant 24 heures.

La CMI correspond a la concentration du premier tube a partir
duquel 'on n’observe aucun trouble a l'ceil nu. Cette opération a été

répétée trois fois de suite (Figure 15).

Dans notre cas, étant donné la teinte rougeatre de I'extrait apres le
mélange, la détermination de la CMI a I'ceil nu était difficile. Nous avons
donc procédé a I'ensemencement par strie des différents tubes. La CMI

correspondait donc a la premiére strie sans colonies.

Concentration décroissante

v

1 ml d’extrait végétal 1 mldED
A A A A A
T] T2 T3 T4 T5 T(, T7 Tc Ts

—
e R Sen— i e— R e R ~eu— R Se— i Se— ——— S——

A s A A s A S

1 ml d’inoculum bactérien 2 ml du BMH

Figure 15: Culture bactérienne en présence de I'extrait végétal (13)

[ 50 L

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE



PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

c) Détermination de la CMB

La Concentration Minimale Bactéricide est

la plus faible

concentration de substance qui laisse au plus 0,01% de germes

survivants. A l'aide d’'une anse calibrée de 2 ul, nous avons prélevé les

contenus des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé et nous

les avons ensemenceés sur Geélose Mueller-Hinton (GMH), en commengant

par le tube de la CMI (13).

de long a la surface de la GMH (boite B) (Figure 16a).

T,

T,

Ts

Tc

Tc

G

G

G

Boite B incubation 37°C/24h

Figure 16a : Méthode de détermination de la CMB

Cet ensemencement a été fait sur des stries paralléles de 5 cm

Aprés 24 heures d’incubation a I'étuve a 37°C, le nombre de colonies sur

les stries de la boite B et celui de la boite A a été comparé. Cette

opération a été répétée trois fois de suite (Figure 16b).
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Pur Tc
10" Cs
10 C,
107 C,
10

Boite A Boite B

Figure 16b : Méthode de détermination de la CMB (13)

A chacune des dilutions correspond un pourcentage de germes survivants
comme sulit :

> Dilution 10 correspond & 100% de survivants

> Dilution 10" correspond & 10% de survivants

> Dilution 10 correspond a 1% de survivants

> Dilution 10 correspond & 0,1% de survivants

> Dilution 10™ correspond a 0,01% de survivants

d) Modalité d’action de I’extrait de Sacoglottis gabonensis

(Humiriaceae) sur les germes surinfectant I'ulcére de Buruli

Le rapport CMB/CMI permet de préciser la modalité d’action d'une

substance.Si le rapport (34) :
> CMB/CMI = 2, la substance est dite bactéricide

» CMB/CMI > 2, la substance est dite bactériostatique
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

II-8- Détermination de I'activité antibactérienne de [I’extrait de
Sacoglottis gabonensis (Humiriaceae) sur les souches de
Mycobacterium ulcerans (14)

a- Décontamination des ceufs

La décontamination des ceufs se fait en six (6) étapes qui consistent a :

dépoussiérer les ceufs avec une brosse douce,

les tremper dans une solution de soude a 5% pendant 20 minutes,
- les rincer a I'eau distillée stérile,

- les tremper dans I'alcool éthylique a 70°,

- les retirer et les rincer a I'eau distillée stérile,

- puis a les poser dans un récipient stérile pour les casser.

b- Préparation du milieu de Lowenstein-Jensen (L-J) (14)

Il s’agit d’'un milieu solide a I'ceuf entier de poule avec un culot en

pente (ceufs frais de 24 heures).

Nous avons préparé un milieu sans substances antimicrobiennes d'une
part et d’autre part un milieu auquel nous avons incorporé I'extrait de

Sacoglottis gabonensis.

» Milieu sans substance antimicrobienne
Pour un litre d’ceuf entier, nous avons pesé 37,2 g de poudre du milieu
base que nous avons dissoute dans 600 ml d'eau distillée. Aprés avoir
ajouté 12 ml de glycérol, le tout est porté a ébullition en agitant le flacon
pendant 1 minute de maniére a dissoudre parfaitement la poudre.
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Nous avons procédé ensuite a la stérilisation a l'autoclavage a 121°C
pendant 15 mn, avant de refroidir entre 45° et 50°C et passer a la
conservation du milieu au bain-marie.

Ce milieu a été ensuite mélangé parfaitement a 1L d’'ceuf recueilli
stérilement, puis apres passage au mixeur, le mélange a été filtré sur
compresse stérile afin d’avoir un milieu sans débris.

Aprés une répartition du milieu dans des tubes a vis stériles en raison de 6
ml par tube sans incorporation de bulles, nous les avons disposé dans le

coagulateur réglé a 85°C avec une pente de 45°pendant 45 minutes.

Les tubes de milieu ont été enfin refroidis et conservés a +4°C avec un

délai de conservation de 3 a 6 mois.

» Milieu avec substances antimicrobiennes
Nous avons préparé stérilement le milieu de Lowenstein-Jensen comme
précédemment décrit en y incorporant d’'une part I'extrait de Sacogloftis
gabonensis et d’autre part certains antibiotiques utilisés dans le traitement
de l'ulcére de Buruli.
En effet, aprés ajout de I'ceuf au milieu, nous avons recueilli 100 ml du
mélange dans 3 béchers différents auxquels nous avons incorporé
respectivement 1 g, 2 g puis 4 g de SG de sorte a obtenir des
concentrations finales de C4= 10 mg/ml, C,= 20 mg/ml et C ;= 40 mg/ml,
Le méme procédé est effectué avec 0,2 mg d’Ofloxacine, 0,4mg de
Streptomycine et 4 mg de Rifampicine de sorte que finalement nous
obtenions comme concentration respectivement 0,002 mg/ml, 0,4 mg/ml et
0,04 mg/ml,
Les différents mélanges ont été mixés et filtrés sur compresse stérile pour
recueillir le milieu sans débris puis répartis dans des tubes a vis stériles en

raison de 6 ml par tube sans incorporation de bulles, M= L
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Aprés avoir porté les tubes a coagulation a 85°C (avec une pente de 45°)

pendant 45 minutes, nous les avons refroidi et conservé a +4°C.

c- Ensemencement des milieux de L-J avec les souches de
Mycobacterium ulcerans
Les différentes étapes de la préparation des dilutions et de

'ensemencement sont illustrées par les figures ci-dessous (Figure 17 a
19):

» Préparation des différentes dilutions de la souche CNR006
Une colonie de la souche a étudier est prélevée puis introduite dans un
tube a vise contenant cinq (5) billes de verre et 1 ml d’eau distillée ; le tube
est ensuite passé au vortex pour homogénéiser le mélange.
Pour la préparation des dilutions, 1ml de la solution obtenue est prélevée a
'aide d’'une micropipette puis introduite dans 9 ml d’eau distillée stérile
contenue dans un deuxiéme tube : c’est la dilution au 1/10°.
A partir de la dilution 1/10%, le méme procédé est utilisé pour obtenir la
dilution 1/100° puis 1/1000° (Figure 17).
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

1 colonie de la souche

+1ml d’ED stérile

N N N_
Passer au
vortex
N \__/ \__/ \_/
5 billes de verre 9ml d’ED stérile 9ml d’ED stérile 9ml d’ED stérile
(Dilution 1/10°) (Dilution 1/100°)  (Dilution 1/1000°)
(D1/1Oe) (D1/1OOe) (D1/1OOOe)

Figure 17 : Différentes dilutions (D) de la souche CNR0O06

» Ensemencement des 6 tubes témoins
Les 6 tubes témoins contiennent uniquement le milieu de L-J sans
substance antimicrobienne.
Pour les différents ensemencements, quatre (4) gouttes de la dilution
de la souche a ensemencer sont déposées a la surface de chaque tube

comme illustré par les figures 18 et 19.
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

4 gouttes de la D1 4 gouttes de la D110 4 gouttes de la D1/1000

>

N
NN
CMR 006 CMR 006 CMR 006
D1/10 D1/100 D1/1000
L-J L-J L-J

Figure 18 : Ensemencement des tubes témoins

» Ensemencement des 3 tubes a concentration C; = 10 mg/ml en

SG
4 gouttes de la Dyj10° 4 gouttes de la D1j100° 4gouttes de la D11g00°
C41=10 mg/mi C4=10 mg/mi C4=10 mg/ml

Figure 19: Ensemencement des 3 tubes a concentration C;= 10 mg/ml en
SG
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Le méme procédé d’ensemencement a été répété avec les 4 autres
souches de Mycobacterium ulcerans c’est-a-dire les souches CNRO012,
13/12, CNROO8 et 13/29.

Aprés avoir reparti uniformément les 4 gouttes a la surface du milieu de
L.J, les différents tubes ont été posés sur des plateaux a plan incliné et

laissés a incubation a température ambiante pendant 3 mois,

Durant les deux premiéres semaines de l'incubation, nous avons devissé
et vissé a nouveau légérement les tubes tous les deux jours, de fagon a ce
que I'oxygéne puisse y penétrer puis a partir de la troisiéme semaine, nous

I'avons fait une fois par semaine Jusqu’au troisi€me mois d’incubation.

I1-11-Calcul du taux de résistance des souches de Mycobacterium
ulcerans (14)
Le Taux de résistance correspond au produit du nombre de colonies ayant

poussées sur tube avec antibiotique sur le nombre de colonie sur tube
témoin.

Nombre de colonie sur le tube avec antibiotique

Taux de résistance =
Nombre de colonie sur le tube témoin

Si le Taux de résistance < 1 — > Souche sensible a la substance

Si le Taux de résistance 2 1 ——— Souche résistante a la substance
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

CHAPITRE Il :
RESULTATS
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

I- OBTENTION ET CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DE
L’EXTRAIT SEC

I-1- Obtention de I’extrait sec de Sacoglottis gabonensis
(Humiriaceae)

L’extrait sec d’écorce de tronc de Sacoglottis gabonensis
(Humiriaceae) obtenu aprés extraction et évaporation, s’est présenté sous
forme de cristaux de couleur marron foncé (Figure 25), avec un
rendement d’extraction de 8,30%. Ces cristaux ont ensuite été transformés
en poudre fine par triturage au mortier (Figure 26), puis par passage a
travers les mailles d’'un tamis de marque TAMISOR®, d’ouverture 80u.
Cette opération avait pour but de réduire le temps de dissolution de la
poudre d’extrait sec dans I'eau.

La poudre d’extrait sec ainsi obtenue a fait l'objet d’une

caractérisation physicochimique :

Figure 20 : Cristaux d’extrait sec Figure 21 : Poudre d’extrait sec
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

I-2- Obtention et caractérisation physico-chimique de I’extrait
sec de Sacoglottis gabonensis (Humiriaceae)

La solubilité de la poudre d’extrait sec & 27°C était de 5,5 g/l.
Le pH était de 4,5 a 24,3°C,

granulométrie inférieure a 0,08 mm.

le taux d’humidité était de 9 % et la

Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures le test de stérilité a révélé un

extrait stérile.

Il- DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DE
L’EXTRAIT DE SACOGLOTTIS GABONENSIS

Les difféerents diameétres d’inhibition obtenus en fonction de Ia
concentration de [I'extrait de Sacoglottis gabobnensis et selon les
antibiotiques marqueurs utilisés sont consignés dans le tableau ci-

dessous :

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE

Commentaire [PK7]: Quelle est la
solubilité ?

Commentaire [PK8]: Qu’est ce que
cela signifie ?
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Tableau IV: Tableau récapitulatif des diameétres d’inhibition

Diametre d’inhibition (mm)
ATB,
Code Souches Cr1 |Cr2 | Crs | Crs | (Au ATB, | Témoin
centre) (ED)
122C/11 | Staphylococcus |14 |13 |13 |12 |40 22 0
aureus
1393C/13 | Staphylococcus |15 |11 |11 [11 |26 26 0
aureus
292C/13 | Staphylococcus |28 |25 |21 (18 |40 32 0
aureus
1093C/13 | Pseudomonas |15 [13 [11 |4 20 26 0
aeruginosa
1089C/12 | Escherichia coli |30 |28 |25 [12 |30 28 0

Pour Staphylococcus aureus, I'antibiotique 1 (ATB 1) etait I'oxacilline (OX) et I'antibiotique 2
(ATB 2) la cefoxitine (FOX).

Pour Pseudomonas aeruginosa, 'antibiotique 1 (ATB 1) était 'imipenéme (IPM) et I'antibiotique
2 (ATB 2) était la ceftriaxone (CRO).

Pour la souche d’Escherichia coli, I'antibiotique 1 (ATB 1) correspondait a I'amoxicilline +
I'acide clavulanique (AMC), tandis que I'antibiotique 2 correspondait a la ceftriaxone.

CT4= concentration du tube 1

ED= eau distillée

L’extrait de Sacoglottis gabonensis a montré une meilleure activité avec la
souche 292c/10 de Staphylococcus aureus et la seule souche
d’Escherichia coli (1089¢/12) soumise a notre étude car les plus grands

diamétres d’inhibition sont observés avec ces deux souches.
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Témoin (ED)

12,5 mg/ml

25 mg/ml

100 mg/ml 2 50 mg/ml

Figure 22: Activité antibactérienne de I'extrait de Sacoglottis gabonensis
sur la souche 292¢/13 de Staphylococcus aureus

12,5 mg/ml 25 mg/ml

Témoin (ED)

100 mg/ml

Figure 23 : Activité antibactérienne de I'extrait de Sacoglottis gabonensis
sur la souche 1089c/12 de Escherichia coli
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

IlI-DETERMINATION DES PARAMETRES ANTIBACTERIENS: CMI et
cMB

Les résultats des paramétres antibactériens de [I'extrait de
Sacoglottis gabonensis vis-a-vis des germes qui surinfectent l'ulcére de

Buruli sont consignés dans le tableau V.

Tableau V : Parameétres antibactériens de I'extrait de Sacoglottis

gabonensis sur les germes qui surinfectent l'ulcére de Buruli

122c/11 Staphylococcus 3,125 3,125 Bactéricide
Haemolyticus

1393c/13 Staphylococcus 25 100 Bactériostatique
aureus

292c/13  Staphylococcus 12,5 12,5 Bactéricide
aureus

1093c/13 Pseudomonas 100 — Résistant
Aeruginosa

1089c/12 Escherichia 6,25 50 Bactériostatique
coli

Ce tableau nous révéele que :
— Pour les souches de Staphylocoque
La CMI de la souche 122¢/11 était de 3,125 mg/ml en milieu liquide.

La CMB étant également de 3,125 mg/ml, ce qui donnait un rapport
CMB/CMI égal a 1, donc inférieur a 2. L’extrait est dit bactéricide vis-a-vis

de cette souche.
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

La CMI de la souche 1393c/13 étant de 25 mg/ml en milieu liquide et la
CMB de 100 mg/ml, le rapport CMB/CMI est supérieur a 2. L’action de

I'extrait sur cette souche est donc bactériostatique.

Pour la souche 292c/13 la CMI étant égale a 6,25 mg/ml et la CMB de 12,5

mg/ml (Figure 30), I'action de I'extrait sur cette souche est bactéricide.
— Pour la souche de Pseudomonas

Cette souche s’est avérée résistante a I'extrait de SG
— Pour la souche d’Escherichia coli

En milieu liquide, cette souche a eu une CMI de 6,25 mg/ml. La CMB était
de 50 mg/ml. Les rapports CMB/CMI sont tous supérieurs a 2. Pour cette

souche donc I'action de I'extrait est bactériostatique.

Boite B

Figure 24: Concentration Minimale Bactéricide (mg/ml) de I'extrait de

Sacoglottis gabonensis sur la souche 292¢/13 de Staphylococcus aureus

La bergenine, utilisée dans les mémes conditions que l'extrait de

Sacoglottis gabonensis n’a montré aucune activité antibactérinne.
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

IV- RESULTATS DES ENSEMENCEMENTS DES CINQ SOUCHES
DE MYCOBACTERIUM ULCERANS

Pour I'ensemencement des cinq souches de Mycobacterium ulcerans,

nous avons utilisé pour chaque souche :

- 6 tubes témoins,

- 3 tubes a concentration C4 = 10 mg/ml en SG,

- 3 tubes a concentration C, =20 mg/ml en SG,

- 3 tubes a concentration C, = 40mg/ml en SG,

- 3 tubes a concentration Cs = 0,4 mg/ml en Streptomycine,
- 3 tubes a concentration Cg = 0,04 mg/ml en Rifampicine,
- 3 tubes a concentration Co = 0,2 mg/ml en Ofloxacine

En somme, nous avons utilisé pour les cing souches 120 tubes. Nous

n’avons illustré en image que la souche CNROO6.
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE 'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

a) lllustration de la souche CNR006

- Les 6 tubes témoins

D1/10 D1/100 D1l1000
Nous avons compté :
- 124 colonies pour la dilution 1/10
- 71 colonies pour la dilution 1/100
- 24 colonies pour la dilution 1/1000

Figure 25 : Tubes témoins aprés 3 mois d’incubation

- Les 3 tubes a concentration C; =10 mg/ml en SG

D1/1000 I:)1/100 D1/10

Nous avons compté :

- 110 colonies pour la dilution 1/10
- 67 colonies pour la dilution 1/100
- 29 colonies pour la dilution 1/1000

Figure 26: Tubes a concentration C; = 10 mg/ml en SG apres 3 mois d’incubation
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

- Les 3 tubes a concentration C, = 20 mg/ml en SG

D1l1000 D1/100 D1/10

Nous n’avons observé aucune pousse de colonies sur les trois dilutions

Figure 27: tubes a concentration C, =20 mg /ml en SG apres 3 mois d’incubation

- Les 3 tubes a concentration C, = 40 mg/ml en SG

D1/1000 D1/100 D1/10

Aucune pousse de colonies n’a été observée au niveau des trois tubes.
Figure 28: Tubes a concentration C4 = 40 mg/ml en SG aprés 3 mois d’incubation
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE 'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

- Les 3 tubes a concentration Cs = 0,4 mg/ml en Streptomycine

D1/1000 D1/100 D1/10

Aucune pousse de colonies n’a été observée sur les trois tubes.

Figure 29 : Tubes a concentration Cs = 0,4 mg/ml aprés 3 mois d’incubation

- Les 3 tubes a concentration Cr = 0,04 mg/ml en Rifampicine

D1/1000 D1/100 D1l10

Nous avons compté :

- 10 colonies pour la dilution 1/10
- 7 colonies pour la dilution 1/100
- 3 colonies pour la dilution 1/1000

Figure 30 : Tubes a concentration Cg = 0,04 mg/ml en Rifampicine
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE 'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

- Les 3 tubes a concentration Co = 0,2 mg/ml en Ofloxacine

D1/1OOO D1/100 D1/10

Nous avons compté :
- 4 colonies pour la dilution 1/10
- 2 colonies pour la dilution 1/100

- Aucune colonie pour la dilution 1/1000

Figure 31: Tubes a concentration Co = 0,2 mg/ml en Ofloxacine aprés 3 mois
d’incubation
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

- Nombre de colonies dans les différents tubes

Le nombre de colonies ayant poussé dans les différents tubes aprés 3

mois d’incubation est répertorié dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI : Récapitulatif du nombre de colonies obtenues a partir de

souches de Mycobacterium ulcerans aprés 3 mois d’incubation

1/10° 0 0 35 75 0 0 200 205
colonie colonie colonies colonies colonie colonie colonies colonies
1/100° 0 0 5 56 0 0 134 140
CNRO12 colonie colonie colonies colonies colonie colonie colonies colonies
1/1000° 0 0 0 34 0 0 26 40
colonie colonie colonie colonies colonie colonie colonies colonies
1/10° 0 200 70 300 0 0 300 150
colonie colonies colonies colonies colonie colonie colonies colonies
1/100° 0 100 22 100 0 0 176 183
colonie colonies colonies colonies colonie colonie colonies colonies
13/21
1/1000° 0 30 3 86 0 0 56 60
colonie colonies colonies colonies colonie colonie colonies colonies
1/10° 10 0 4 110 0 0 120 128
colonies colonie colonies colonies colonie colonie colonies colonies
1/100° 07 0 2 67 0 0 73 70
colonies colonie colonies colonies  colonie colonie colonies | colonies
CNRO06 1/1000° 03 0 0 29 0 0 25 23
colonies colonie colonie colonies colonie colonie colonies colonies
1/10° 0 0 30 67 40 0 300 280
colonie colonie colonies colonies  colonies | colonie colonies | colonies
1/100° 0 0 23 42 30 0 30 44
colonie colonie colonies colonies  colonies  colonie colonies | colonies
CNR008 1/1000° 0 0 1 24 0 0 14 20
colonie colonie colonie colonies colonies colonie colonies colonies
1/10° 355 357 230 400 0 0 400 400
colonies colonies colonies colonies  colonie colonie colonies | colonies
1/100° 230 189 123 200 0 0 250 235
colonies colonies colonies colonies colonie colonie colonies colonies
13/29 1/1000° 121 46 57 20 0 0 24 25
colonies colonies colonies colonies colonie colonie colonies colonies

T1=Témoin 1
T, = Témoin 2
C4, C;, et C, = Concentration du milieu en Sacoglottis gabonensis
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PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

V- CALCUL DES TAUX DE RESISTANCE DE MYCOBACTERIUM
ULCERANS

Les différents taux de résistance de Mycobacterium ulcerans a I'égard de
I'extrait aqueux de Sacoglottis gabonensis sont consignés dans le Tableau
Vil

1/10° 0 0 0,17 0,37 0 0
CNRO12 1/100° 0 0 0,03 0,40 0 0
1/1000° 0 0 0 1,03 0 0
1/10° 0 0,88 0,31 1,33 0 0
13/21 1/100° 0 0,55 0,12 0,55 0 0
1/1000° 0 0,51 0,05 1,48 0 0
1/10° 0,08 0 0,03 0,88 0 0
CNRO006 1/100° 0,09 0 0,02 0,93 0 0
1/1000° 0,12 0 0 1,20 0 0
1/10° 0 0 0,10 0,23 0,13 0
CNRO008  1/100° 0 0 0,62 1,13 0,81 0
1/1000° 0 0 0,05 1,41 0 0
1/10° 0,88 0,89 0,57 1 0 0
13/29 1/100° 0,94 0,77 0,50 0,82 0 0
1/1000° 4,93 1,87 2,32 0,81 0 0

: Taux de résistance supérieur a 1 (souche résistante)
[ Taux de résistance inférieur a 1 (souche sensible)

Tableau VII: Récapitulatif des Taux de résistance de Mycobacterium
ulcerans

Ce tableau montre que toutes les cing souches de Mycobacterium
ulcerans étudiées sont sensibles a I'extrait de Sacoglottis gabonensis a
partir de la concentration de 20 mg/ml.
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L’objectif de ce travail a consisté en I'évaluation in vitro de I'activité
antibactérienne de Saccoglottis gabonensis sur certains germes en
particulier sur Mycobacterium ulcerans. Pour cela nous avons procedeé a
'extraction aqueuse de SG, a la détermination de ses caractéristiques
physico-chimiques puis nous l'avons mis en contact sur milieu gélosé
(Muller-Hilton) avec quelques germes (Staphylocoque, Pseudomonas et
Escherichia coli). Ce qui nous a permis de déterminer les paramétres

antibactériens en I'occurrence la CMI et la CMB.

Nous avons préparé le milieu de Lowenstein-Jensen auquel nous
avons incorporé I'extrait aqueux de SG afin de déterminer les différents
taux de résistance des cinq souches de Mycobacterium ulcerans soumises

a notre étude.

I- OBTENTION ET CARCTERISATION PHYSICO-CHIMIQUES DE
L’EXTRAIT SEC DE SACOGLOTTIS GABONENSIS
(HUMIRIACEAE)

L’extrait sec d’écorce obtenu aprés extraction et évaporation, s’est
présenté sous forme de cristaux de couleur marron foncé, avec un

rendement d’extraction de 8,30%.

La solubilité de I'extrait aqueux de Sacoglottis gabonensis était de 5,5 g/l a
27°C, le PH de 4,5 a 24,3°C et le taux d’humidité a 9%. Ces résultats sont
superposables a ceux de GUEI-MONIN GABRIELLE qui a mis au point
des hydrogels a base de Sacoglottis gabonensis. En effet, elle a trouvé
une solubilit¢ de 5,55 g/l, un PH de 54 a 20°C et un rendement
d’extraction de 8,29%. (16)
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ll- DETERMINATION DES PARAMETRES ANTIBACTERIENS :
CMB / CMI

Sur les cinq souches de germes opportunistes utilisées, I'extrait de SG a
été actif sur quatre souches, a savoir les trois souches de staphylocoque
et la seule souche de Pseudomonas étudiée. En effet, I'extrait posséde
une activité bactéricide vis-a-vis de deux souches de staphylocoques en
'occurrence les souches 122c/11 et 292c/13 avec respectivement un
rapport CMB/CMI qui est de 1 pour la souche 122c/11 et de 2 pour la
souche 292c¢/13 en milieu liquide. Ces rapports sont tous inférieurs ou
égaux a 2 (deux) ce qui justifie 'action bactéricide que les travaux de

Fauchere et col (12) ont démontré.

L’effet bactériostatique s’est observé a I'égard d'une souche de
Staphylocoque (1393c/13) et de la seule souche d’Escherichia coli
(1089c /12) soumis a notre étude avec un rapport de CMB/CMI
respectivement de 4 et 8 en milieu liquide. Ces résultats sont identiques a

ceux trouvés par Fauchere et col (12).

La Bergenine, un composeé isolé de I'extrait de SG par ](Aka Any-Grah
et al lors d’'une étude phytochimique (2), \a également été testée sur ces
souches dans les mémes conditions que précédemment sans aucune
activité observée ; cela pourrait étre imputable soit a l'insolubilité de ce
produit dans I'eau, soit au fait que la bergenine ne représenterait pas le
principe actif a la base de l'activité antibactérienne de I'extrait de SG, ou
soit, a la température et a la durée de conservation de la bergenine ou bien
encore au fait que les extraits constituent des totums qui agissent en

synergie.

THESE DE DOCTORAT EN PHARMACIE SOMA KYNA AUGUSTINE

Commentaire [PK9]: Cette
références est elle la bonne ? A
revoir ?

[ 75 L



PREFORMULATION DE GEL A BASE DE L'EXTRAIT D'ECORCE DE SACOGLOTTIS GABONENSIS (HUMIRIACEAE):
EVALUATION DE I'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

En effet, la bergenine étant le composé majoritaire de I'extrait de
Sacoglottis gabonensis (Patel et al) (35) agirait en synergie avec les tanins
et les polyphenols selon Paris et Hurabeille, soutenu par Bruneton,
(34,7).

lll- DETERMINATION DES TAUX DE RESISTANCE DE
MYCOBACTERIUM ULCERANS (HUMIRIACEAE)

Toutes les cing souches de Mycobacterium ulcerans testées ont été
sensibles a I'extrait aqueux de Sacoglottis gabonensis selon une relation
dose-effet; cela s’est traduit par une diminution progressive du nombre de
survivants au fur et a mesure de 'augmentation de la concentration de
I'extrait.

Cet effet inhibiteur de croissance de Sacoglottis gabonensis s’est
accru a partir de la concentration de 20 mg/ml. En effet, les résultats
obtenus a partir de cette concentration montrent qu'aucune souche de
Mycobacterium ulcerans n’a survécu. Cette observation suggére que cette
plante contiendrait des substances qui inhiberaient les mycobactéries.
Ceci justifierait l'utilisation de la plante en milieu traditionnel dans le

traitement de plusieurs autres pathologies.

Ce résultat est relativement meilleur que celui de Coulibaly Bakary et al
(9) qui ont évalué l'activité in vitro des extraits Phyllanthus amarus sur des

souches de Mycobacterium ulcerans avec une CMI de 32 mg/ml.

Cette activité de Sacoglottis gabonensis pourrait s’expliquer par la
présence dans l'extrait aqueux de groupes chimiques tels les stérols,

polyterpénes, polyphénols, flavonoides, tanins cathéchiques, saponosides
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et les alcaloides qui ont été antérieurement isolés par Mama Koné et al

lors d’'une étude phytochimique (28).

En effet, les tanins sont reconnus pour leurs effets antiseptiques et leurs
propriétés de renouvellement des tissus selon Kerharo et Adam et
Bruneton (22,7) ce qui pourrait justifier I'utilisation de cette plante pour le

traitement de I'ulcére de Buruli.

Quant a I'activité antibactérienne, elle serait due a I'action concomitante
de la présence des tanins, des polyphénols et des alcaloides (Paris et
Hurabeille; Bruneton) (6, 32).

Par contre ce résultat est différent de celui de Koné et al (23) qui
trouvaient une concentration efficace de 0,78 mg/ml. Plusieurs facteurs
pourraient expliquer cette différence. En effet, selon Sofowora A., (42) la
composition d’une plante en métabolites secondaires varie en fonction de
la situation géographique, de I'organe prélevé, de la période, du moment
de prélevement et des conditions de stockage. Selon cet auteur, ces
métabolites secondaires sont responsables des propriétés bioactives des
plantes.
En ce qui concerne la concentration 10 mg/ml de I'extrait, les taux de
résistance varient d’'une souche a une autre et d’'une dilution a une autre.
En effet, la souche CNR012 diluée au 1/10° et 1/100° est sensible a la
concentration C; = 10 mg/ml de I'extrait de SG avec respectivement des

taux de résistance de 0,37 et 0,40 mais résistante a la dilution 1/1000°.

Les dilutions 1/10° et 1/1000° de la souche 13/21 sont résistantes a
'extrait a la concentration C= 10 mg/ml, seule la dilution 1/100 est
sensible avec un taux de résistance de 0,55.
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La souche CNRO06 s’est montrée sensible aux dilutions 1/10° et
1/100° a la concentration C; = 10 mg/ml de I'extrait avec des taux de
résistance de 0,88 et 0,93.

La souche CNRO0O08 est sensible uniquement a la dilution 1/10° a la
concentration de C4= 10 mg/ml de I'extrait contrairement a la souche 13/29

qui est résistante a cette dilution.

Ces variations pourraient trouver leur explication dans d'éventuelles
contaminations lors des manipulations au laboratoire ou mutations
génétiques des souches. En effet, plusieurs auteurs en l'occurrence
Abloordey A. et al et Chemlal K. et al se sont basés sur ces variations
génétiques pour classer les souches de M. ulcerans en fonction de leurs

régions géographiques (1, 8).

Les antibiotiques testés, c’est-a-dire la rifampicine, la streptomycine et
I'ofloxacine ont tous été actifs sur les cinq souches a I'exception de la
souche 13/29 qui a présenté une résistance et cela a la dilution 1/1000°
pour les trois antibiotiques. Ces trois antibiotiques ont tous été actifs a des

concentrations respectivement de 0,04 mg/ml ; 0,4 mg/ml et 0,2 mg/ml.

Ces valeurs sont inférieures a celles obtenues avec I'extrait aqueux de
Sacoglottis gabonensis. En effet plusieurs travaux réalisés par des auteurs
tels que Yemoa A. et al et Abloordey A. et al sur I'activité anti-infectieuse
des plantes médicinales ont prouvé que l'activité des extraits totaux peut
étre améliorée par le fractionnement a [laide des techniques
chromatographiques qui permettent de cibler les fractions actives (4,1).

[7s L
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Dans l'objectif de mettre au point des formulations pour le traitement par
voie locale de l'ulcére de Buruli, notre étude qui est la premiére étape de
préformulation, s’est proposée d’évaluer in vitro I'activité antimicrobienne
de I'extrait aqueux de Sacoglottis gabonensis sur des souches de
Staphylocoque, de Pseudomonas, d’Escherichia et de Mycobacterium

ulcerans.

L’extrait de SG a une action bactéricide sur deux des trois souches de
staphylocoque (souche 122c/11 et 292c/13) avec des CMI et CMB
respectivement de 3,125 mg/ml et de 12,5 mg/ml et une activité
bactériostatique sur la souche 1393c/13 de staphylocoque avec une CMI
de 25 mg/ml et une CMB de 100 mg/ml et la souche 1089c/12 de
Escherichia coli avec une CMI de 6,25 mg/ml et une CMB de 50 mg/ml.,

L’activite a également éte demontrée sur toutes les cinq souches de
Mycobacterium ulcerans étudiées avec des taux de résistance inferieurs a

1 a partir de la concentration de 20 mg/ml.

Sur la base de ces résultats, nous pourrons déterminer la dose

d’extrait a introduire dans les formes galéniques a mettre au point.
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Les résultats préliminaires obtenus montrent que I'extrait aqueux testé
témoigne d’une activité antibactérienne in-vitro de I'écorce du tronc de
Sacoglottis gabonensis. D’autres études approfondies sont nécessaires et

se résument dans les points suivants :

1- Vu l'intérét suscité par 'activité in-vitro de Sacoglottis gabonensis, nous
envisageons élucider ses principes actifs. Il convient, en effet, d'identifier
chez cette plante les molécules responsables de I'activité biologique, de la
toxicité in-vivo sur des souris. Si ces produits sont différents des principes
actifs, leur élimination peut permettre d’exploiter cette plante a des fins
médicinales, en utilisant soit I'extrait purifié, soit des drogues semi-

synthétiques a partir de ses principes actifs purs.

2- Partant du fait qu’'une substance pouvant étre trés active in-vitro, peut
perdre cette activité une fois pénétrée dans le corps, une étude in-vivo
serait souhaitable, afin d’obtenir une vue globale sur [Iactivité

antibactérienne de cet extrait.

3- Incorporer cet extrait dans des formulations directement utilisables par

voie cutanée et présentant les propriétés suivantes :

- Adhérer sur la peau et les muqueuses pour éviter I'écoulement et
créer un pansement occlusif ;

- Libérer de maniére prolongée les substances actives ;

- Bien tolérer par les muqueuses ;

- Efficaces a tous les stades de I'évolution de 'ulcére de Buruli.
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RESUME

L’ulcére de Buruli est une maladie infectieuse qui aboutit a de vastes délabrements cutanés chroniques
provoqués par Mycobacterium ulcerans.

En effet, cette maladie entraine une destruction étendue de la peau et des tissus mous avec formation
d’ulcéres de grandes dimensions pouvant aboutir en 1’absence de traitement a des incapacités
fonctionnelles durables.

L’ulcére de Buruli a été signalé dans 33 pays africains dont la Cote d’Ivoire qui reste le pays le plus
touché avec 2500 cas par an.

Le traitement actuel recommandé par ’OMS présente 1’inconvénient de ne pas pouvoir se faire en
ambulatoire, mais plutdt dans des centres spécialisés qui sont rares et le plus souvent inaccessibles aux
malades vu le cott élevé des frais d’hospitalisation.

Cet inconvénient amene la plupart des malades a se tourner vers le traitement traditionnel qui utilise
certaines plantes telles que Sacoglottis gabonensis sous forme de décoctés ou de poudre. Cependant,
les modes d’utilisation de ces plantes sont non reproductibles et non aseptiques.

I1 se pose alors pour ces deux types de traitement un probléme d’efficience de la prise en charge de
I’ulcére de Buruli. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre étude qui vise a améliorer la prise en charge
de 1'ulcére de Buruli par I’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux de Sacoglottis
gabonensis sur quelques germes qui surinfectent 1’ulcére et sur Mycobacterium ulcerans, 1’agent
causale.

Nos travaux se sont déroulés au laboratoire de pharmacie galénique a I"UFR des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques, a I’Institut Pasteur de Cocody puis d’Adiopodoumé.

Nous avons procédé a I’identification de la plante, a la préparation de I’extrait aqueux et a sa
caractérisation physico-chimique. Ensuite, nous avons évalu¢ I’activité antimicrobienne sur des
souches de Staphylocoque, de Pseudomonas, d’Escherichia coli sur gélose de Mueller Hinton en boite
de Petri, et sur Mycobacterium ulcerans qui a nécessité 1’incorporation de 1’extrait de Sacoglottis
gabonenesis au milieu de Lowenstein-Jensen.

Les résultats obtenus montrent que :

- La solubilité de la poudre d’extrait sec a 27°C était de 5,5 g/l. Le pH était de 4,5 a 24,3°C, le taux
d’humidité était de 9 % et la granulométrie inférieure a 0,08 mm.
Apreés incubation a 37°C pendant 24 heures le test de stérilité a révélé un extrait stérile.

- I’extrait de Sacoglottis gabonensis a une action bactéricide vis-a-vis des souches 122¢/11 et 292¢/13
de Staphylocoque et bactériostatique sur la souche 1393¢/13 de Staphylocoque puis sur la seule souche
d’Escherichia coli testée (1089¢/12).

L’extrait a été actif sur toutes les 5 souches de Mycobacterium ulcerans soumises a notre étude avec un
taux de résistance inférieur a 1 a partir de la concentration 20 mg/ml en Sacoglottis gabonensis.

Ce travail n’est que I’ébauche d’un axe de recherche, il mériterait d’étre approfondi pour une
utilisation médicinale efficace de I’extrait aqueux de Sacoglottis gabonenesis.

Mots clés: Préformulation, Gel, Mycobacterium ulcerans, in vitro, Sacoglottis gabonensis




