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INTRODUCTION

Dans les pays en voie de développement, les problémes du médicament se
posent en terme d’insuffisance quantitative, qualitative et d’inaccessibilité
économique. Au Burkina Faso, le médicament reste un probléme préoccupant. La
pénurie est constante dans les formations sanitaires due a 1a modestie des budgets. En
1985, 11 représentait 3,21% de celui de la santé [47]. La faiblesse des ressources
économiques des populations les limite dans [’achat des  produits
pharmaceutiques. Les conséquences sont la désertion ou la fréquentation tardive
des formations sanitaires. Pour palier a2 ces problémes, le Burkina a adhéré a
I’initiative de Bamako en 1993. L’un des objectifs de 1’initiative de Bamako est
d’assurer la disponibilité des médicaments essentiels génériques @ un faible coiit.
Apres plusieurs années de fonctionnement, ’'initiative de Bamako semble ne pas
tenir toutes ses promesses. En effet le probléme du médicament se pose toujours dans
toutes ses dimensions a savolr quantitatives, qualitatives et économiques. De nos jours,
on estime a 20% |’accessibilité aux médicaments [42].

La plupart des pays africains tentent de remédier a ce probléme expliquant
ainsi un regain d’intérét pour la médecine traditionnelle. L’OMS et IPOUA ont
préconisé I’emploi de la pharmacopée traditionnelle et le concours de tous les
tradipraticiens pour développer les soins de santé primaire. Il faut rappeler qu’en
Afrique prés de 80% des malades n’ont recours qu’aux tradipraticiens pour se soigner
[49]. Cela pourrait étre di au manque de médicaments et de médecins dans les
villages ou a la confiance faite 2 la médecine traditionnelle. En Afrique, la médecine
traditionnelle est en plein développement. Des instituts cherchent a valonser les
plantes médicinales en s’appu'yant sur Jes traditions populaires {24]. Au Mali, nous
pouvons citer le DMT (Département de la Médecine Traditionnelle). Dans ce
mouvement général, notre pays n’est pas en reste. L’étude des plantes
médicinales est en plein essor. Des instituts comme I’ LR.S.S (Institut de
Recherche en Science de la Santé) a8 OUAGADOUGOU et des structures comme le
Laboratoire PHYTOFLA é BANFORA proposent des médicaments & partir des

plantes médicinales locales.



Pour notre part, notre ntérét s’est porté sur Euphorbia hirta L., une plante
herbacée, érigée on prostréé de 20 a 30 cm de haut. La plante entiére est utilisée en
thérapeutique traditionnelle sous forme de macéré ou de décocté dans le traitement des
infections urninaires. L’infection urinaire est un probléme de santé publique. En effet
les infections urinaires viennent en deuxiéme position des maladies mfectieuses
contractées par I'Homme aprés les maladies respiratoires [25]. Il est estimé que 20 %
de la population féminine adulte dans le monde développera une infection [29,40].
Face a un tel probleme amphfié par I’épineuse question des résistances bactériennes
aux antibiotiques, la pharmacopée et la médecine traditionnelle constitue un réel
espoir.

La présente étude consiste a étudier 1’activité antibactérienne des extraits de
cette plante. A travers cette étude, nous voulons comprendre si [’utilisation de cette
recette traditionnelle est justifiée dans le traitement des infections urinaires. Notre
étude est un travail exploratoire de la propriété antibactérienne des extraits de la plante
entiere d’ Euphorbia hirta.

Pour ce faire nous effectuerons tout d’abord des extractions a partir des solvants
de polarité croissante. Ensuite nous rechercherons ’activité antibactérienne des
extraits sur des germes fréquemment impliqués dans 1’étiologie des infections urinaires

et finir en déterminant les caractéristiques phytochimiques des extraits.






ENONCE DU PROBLEME

Si 'importance et I’efficacité de la pharmacopée traditionnelle ne sont plus a
démontrer, son utilisation systématique dans le milieu hospitalier reste sujette a de
multiples polémiques. Actuellement la question n’est plus de démontrer I’efficacité de
la médecine traditionnelle mais de s’en convaincre et convaincre les autres peuples.

Face a un public de plus en plus exigeant, Ja médecine traditionnelle doit
convaincre si elle veut s’imposer. Ainsi nous pensons que toute recette traditionnelle
médicamenteuse doit faire 1’objet d’une étude scientifique. C’est dans cette optique
que nous nous sommes proposés d’étudier D’activité antibactérienne des extraits
d’Euphorbia hirta. L’intérét de notre étude est de contribuer a la rationalisation et a Ja
promotion de [’utilisation des plantes médicinales. Elle a pour objet de vérifier
’activité d’une recette et de jeter les bases d’une recherche approfondie en vue de

’utilisation en thérapeutique modeme.






I. GENERALITES

I.1 GENERALITES SUR EUPHORBIA HIRTA L. (Euphorbiaceae)

I.1.1 Introduction
Euphorbia hirta L. abparticnt a la famille des Euphorbiaceae. Son synonyme est

Euphorbia pilulifera chev. Noms vernaculaires:
-Frangais : Asthma herb, Mal nommée
-Bambara : Daba dablé
-Haoussa : Noana kurchiya
-Malinké : Deni-ba-singui
-Baoulé : Ako-15616
-Wolof: Mbal, homgélem

-Mooré :  Walbisum, Wal-ma-biisum, Kulwadgo

I. 1.2 Descriptions botaniques [6 ; 7]

Euphorbia hirta est une plante herbacée, érigée ou prostrée, de 20 a 30 cm de
haut. Les feuilles sont opposées, dissymétriques a la base, arrondies d’un cdté, cornées
de l’autre, aigués au sommet jusqu’a 5 cm de long et 2 cm de large, finement
dentées. Les inflorescences sont en glomérules, axillaires et terminaux. Ce sont de

petites fleurs jaunatres. Les fruits sont des petites capsules poilues.

1.1.3 Répartition géographique [5; 7]

C’est une plante rudérale, poussant dans les lieux divers, en particulier le long
des routes, sur les terrains vagues et dans les anciennes cultures. L’espéce est pan

tropicale.

I.1.4 Utilisations traditionnelles
Euphorbia hirta a plusieurs utilisations dans la médecine traditionnelle.

L’indication varie souvent selon les régions et les cultures.



Au Bénin, le décocté de la plante entiére est utilisé dans les candidoses de "appareil
digestif, dans les diarrhées cholériformes et dans les ulcéres gastriques. En
gynécologie le macéré est utilisé dans la métrorragie [ 4 ].
Au Mali, en cote d’Ivoire et au Sénégal, le décocté de la plante entiére est utilisé
contre la dysenterie [1;34].
En Centrafrique, La partie aérienne de la plante fraiche machée avec la noix de palme
soigne les parasitoses intestinales et la plante entiére est utilisée comme aphrodisiaque
[8;38].
Au Togo et au Sénégal, la plante enticre fraiche préparée comme sauce avec quelques
noix de palme est utilisée contre I’agalactie et I"hypogalactie [3 ;34].
Le décocté de la plante entiére fraiche est utilisé contre la blennorragie au Sénégal et
contre I’urétrite aux Comores [34 ;2].
Son latex est un bon antiseptique et cicatrisant des plaies selon la pharmacopée
sénégalaise traditionnelle [27].
En Asie et dans certains pays africains comme le Nigeria, Euphorbia hirta est connue
comme antiasthmatique et utilisée contre les bronchites et les maladies respiratoires.
Au Burkina Faso, le décocté de la plante est utilisé dans le traitement des formes
atténuées d’amibiase [6]. Les tiges feuillées sont utilisées dans beaucoup de
pathologies : diarrhées, coliques des nourrissons, blennorragie, abces du fond de
gorge, lactation, constipation, barasitoscs intestinales, asthme, emphyséme, bronchites
chroniques, aménorrhée, ictére, bilharziose, amibiase, douleurs ovariennes. Son latex
est utilisé comme anti-inflammatoire, anti-bactérien, stimulant de la lactation [43].
NDIR, RIDETet AJAO ont démontré 1’activité antibactérienne de !'extrait
aqueux d’Euphorbia hirta. Cette plante est inscrite a la pharmacopée africaine depuis

1985 [35,50].
1.1.5 Rappel des études phytochimiques et pharmacologiques

Les premieres études chimiques, menées par POWER en 1913, BENIGNI en
1962 et KERHARO en 1973 ont fait connaitre la présence d’une gomme résine, de

mucilage, de sucres, de substances volatiles, d’acides gras, de traces d’alcool



cérylique, d’une huile essentielle, d’acides organiques (acide malique, acide
mélissique, acide succinique). En 1923 HOMES avait trouvé des traces d’alcaloides.
En 1972, les alcaloides, une vingtaine d’acides aminés, des sucres réducteurs, des
flavonols (quercétol , kaempférol , quercétine) ainsi que des acides phénols ont été mis
en évidence par BLANC. De nombreux stérols et tri terpénes ont été isolés de cette
espece : taraxerol , a et B-amyrine , friedéline , B-sitostérol , taraxérone , campestérol ,
stigmastérol , cycloartérol , 24 —méthyléne cycloarténol (GUPTA ,1966 ; ATALLAH ,
1972 ). Les feuilles et les tiges contiennent en plus de ’alcool myrticyclique
(GUPTA , 1966) ,de I’acide cyanhydrique (WATT , 1962). Les fleurs présentent de
’acide ellagique et des composés alfphatiques ( GUPTA , 1966 ). Du latex sont isolés
des dérivés du phorbol , esters imritants et cocarcinogénétiques

(AYENSU, 1979).

En 1981, BASLAS et AGARWAL ont caractérisé , dans la plante , cycloarténol,
24 —méthyléne cycloarténol , B-sitostérol, euphorbol, hexacozonate d’euphorbol,
acétate de a-amyrine , 1-hexacosanol , tri acétate d’ingeno , tinyatoxine [6].

NDIR O. et POUSSET JL en 1982, aprés avoir étudié ’activité anti-amibienne,
ont identifié des glucides et des acides organiques, mais ces produits ne sont pas
responsables de 1’activité amoebicide. La présence des flavonoides, des terpénes et des
alcaloides a été confirmée dans I’extrait aqueux qui semble étre a la base de [’activité
de la plante. Ces auteurs ont trouvé que les substances actives de la plante sont
beaucoup plus solubles dans I’eau que dans le méthanol ou I’acétate d’éthyle[45].

LANHERS MC en 1988 a confirmé la présence des différents groupes
antérieurement isolés qui sont les poly phénols, les terpénes, les acides organiques et
aminés, les saccharides, les saponosides et les sels minéraux [37].

Dés 1923, HOLMES signale dans la plante la présence des principes actifs
agissant sur les centres cardiaques et respiratoires et donnant de bons résultats dans
I’asthme spasmodique, 1’emphyséme et les bronchites chroniques. BLANC et coll.
administrent 1’extrait aqueux de la plante a des cobayes femelles impuberes et
constatent un développement mammaire et un début de secrétions. Les travaux les
plus nombreux concernent la mise en évidence d’une activité anti-dysentérique.

KERHARO, en 1950, signale des expérimentations chiniques concluantes a 1’Hdpital



de Conakry. Les essais de RIDET et CHARLOT sur 53 malades de dysenterie
amibienne ont montré efficacité d’extrait d’Euphorbia hirta. A Dakar DALIL a guén
dix cas de dysenterie amibienne avec I’extrait de la plante. HAABY et coll ont conclu
a ’efficacité de I’extrait aqueux lyophilisé. DEBAILLE et PETARD obtiennent des
résultats particulierement encourageants au cours d’une étude sur les plantes anti-
dysentériques du Soudan et du Burkina Faso (1953). En 1992, GUISSOU IP,
MILLOGO-KONE H et KABORE 1.Z. ont trouvé que le lyophilisat du décocté
d’Euphorbia hirta Linn était actif sur I’amibe non pathogéne du genre Amoeba proteus
au méme titre que les médicaments de référence a savoir le Métronidazole et le 2-
Déhydroémetine [26].

L’activité antibacténienne a été recherchée . Des résultats contradictoires ont été
trouvés : effets négatifs pour KAREL et ROACH (1951) mais positifs pour AJAO et
coll (1985) [6].

Beaucoup d’investigations pharmacologiques ont été faites sur E. hirta. En
effet les tests pour la mise en évidence des propriétés analgésiques ont été concluants
sur la souris et le rat avec le lyophilisat de P’extrait aqueux. L’étude nous laisse
conclure que I’extrait de la plante exerce une activité analgésique centrale [36).

E. hiria est utilisé localement en Afrique dans de nombreuses maladies dont
I’hypertension et les oedémes. Les extraits aqueux et éthanoliques dans les proportions
de 50 a 100 mg/kg augmentent la diurése et la perte électrolytique chez la sours.
L’extrait aqueux augmente I’élimination du Na+, du K+, du HCO3". Contrairement a
’extrait éthanolique qui augmente I’élimination du HCO3" et diminue la perte du K+.
L’acétazolamide comme |’extrait aqueux augmente la diurése et accélére la perte du
Na+, du K+ et du HCO3'". De puissants diurétiques comme le furosémide augmentent
U’excrétion rénale du Na+ et du Cl+ mais n’ont pas d’effet sur la perte du K+ et du
HCO3". Cette étude montre que la substance active se trouvant dans I’extrait aqueux a
un mécanisme diurétique semblable a celui de I’acétazolamide. Ces résultats valident
I’utilisation traditionnelle d 'E. hirta Linn comme agent diurétique [32].

Les propriétés hypnotiques, neuroleptiques, antidépressives, sédatives et
analgésiques ont été évaluées. L’extrait aqueux de la plante ne protége pas la souris

contre les effets convulsifs provoqués par le pentylénetetrazol. Il n’entraine pas la
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relaxation musculaire et n’a pas d’affinité pour les récepteurs des benzodiazépines. Il
n’a pas d’effets hypnotiques sur la souris mais intensifie ceux des barbituriques.
L’extrait aqueux ne posséde pas d’activité neuroleptique [36].

L’effet des extraits de Combretum micranthum G.Don (Combretaceac),
d’Euphorbia hirta L.(Euphorbiaceae) Guiera senegalensis J.F. Gmel (Combretaceae)
a €té testé sur la biosynthése des prostaglandines. Seul I’extrait aqueux d’E. hirta
diminue considérablement la biosynthése des prostaglandines. En plus I’extrait aqueux
inhibe I’agrégation des plaquettes et bloque la formation de la carrhagénine a la base
de ’cedeme de la patte du rat [28] .

De multiples indications thérapeutiques traditionnelles sont conférées a
Euphorbia hirta,. Parmi ces nombreuses indications traditionnelles d’E. hirta L.
mentionnées dans la littérature (traitement des affectations gastro-intestinales,
génitales, de la peau et des muqueuses rénales, hépatiques ; des troubles cardio-
respiratoires, des douleurs, des insomnies et de la fievre ), un certain nombre a fait
I’objet d’études scientifiques. Des études ont montré ’apparition des effets sédatifs
dés 100 mg /kg chez la souris; ainsi de légers effets anxiolytiques 4 faibles doses entre
12,5 et 25 mg /kg. L’absence de propriétés hypnotiques, neuroleptiques, anti-
dépressives, anti-histaminiques, anti-convulsivantes et myorelaxations, ainsi que
I’absence d’affinité pour les sites récepteurs aux benzodiazépines, ont permis de
suggérer un profil psycho-pharmacologique de type tranquillisants mineurs non
benzodiazépines. De par ces résultats et en raison de la coexistence fréquente d’effets
sédatifs et analgésiques par ailleurs mentionnés pour E. hirta. Il a été mis en évidence
une activité analgésique centrale morphinomimétique a partir de 20 mg / kg chez la

souns, des effets antipyrétiques et anti-inflammatoires[37].

1.1.6 Rappel sur la toxicologie [6 ; 37]
La toxicité d’Euphorbia hirta est peu étudiée. Il faut 1g de plante pour tuer par
voie intra-péritonéale une souns de 30 gr. Selon RIDET (1964) et MARTIN (1964),
Pextrait est dépourvu de toxicité. La DL50 de DI’extrait aqueux par voie intra-

péritonéale chez la souris est de 8,82g/Kg .
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Figure 1 : photo &’ £uphorbia hirta Linn (prisc en Décembre 2001 2 Wemtenga dans la
ville de Ouagadougou)




1.2 GENERALITES SUR LES INFECTIONS URINAIRES

1.2.1 Définition [51]

L’urine est composée de 95% d’eau, de 3% de matiéres organiques et 2% de
matiéres minérales. L’urine humaine est acide & cause de la prédominance des
phosphates. Les substances azotées constituent 9/10°" des matiéres organiques. Les
substances non azotées représentent 1/10°™ des matiéres organiques.

L’urine normale est stérile. Cependant, c¢’est un milieu od la croissance
bactérienne est possible, surtout dans certaines conditions de PH, d’osmolarité et de
concentration uréique. Le tractus urinaire est également stérile, a |’exception de
I'urétre antérieur qui abrite une flore saprophyte. Cependant ce segment peut étre
colonisé¢ par des entérobactéries, Escherichia coli notamment. La plupart des
infections de 1’appareil urinaire sont en effet dues a des germes d’origine digestive .

L’infection urinaire est une infection a la fois du contenant (appareil urinaire )
et du contenu (urines). Elle recouvre un ensemble de situations cliniques, de
symptomatologie de gravité variable, allant de la simple bactéurie asymptomatique

aux pyélonéphrites aigués septicémiques.

[.2.2 Physiologie [19]

La présence des germes dans l’urine, leur persistance et leur multiplication
dépendent de facteurs liés au germe (vitesse de pénétration et de croissance dans
’appareil urinaire, capacités d’adhérence aux parois du tractus urinaire) et de facteurs
de défense mis en jeu par ’héte (vitesse d’élimination et de destruction bactérienne,

plus ou moins grande capacité cellulaire & adhérer aux bactéres).

1.2.2.1 Facteurs liés aux germes [19]

Il est établi que les bactéries pénétrent dans les voies urinaires de fagon
ascendante a partir de la flore colique, via la peau et les muqueuses périnéales, et que
les femmes sujettes aux infections urinaires portent plus souvent les entérobactéries
sur leur muqueuse vaginale. Leurs cellules vaginales ont des recepteurs pour ces

bactéries. L’infestation a partir du rein demeure exceptionnelle.
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L’adhérence bactérienne aux cellules urothéliales est réalisée de fagon spécifique par
des structures protéiques membranaires, les adhésines qui se lient a des récepteurs sur
la cellule cible.

1.2.2.2 Facteurs liés 2 I’hote[19]

Il a été démontré que les cellules urothéliales des sujets présentant des
infections urinaires a répétition avaient une meilleure adhérence avec les bactéries que
les cellules des sujets sains. Cette prédisposition serait liée & I’expression des antigénes
du groupe P, qui fonctionne comme des récepteurs pour les fimbriae de type P.
L’influence des groupes sanguins ABO et Lewis a été évoquée, mais il semblerait que
leur expression sur les cellules vaginales ne soit pas directement corrélée 2 la
prédisposition aux infections. Cependant beaucoup de zones d’ombre persistent dans
ce domaine.

Chez la femme, le nsque d’infection varie avec le statut hormonal.
L’imprégnation oestrogénique permet une meilleure défense contre I’infection. Ainsi
les femmes ménopausées sans supplementation hormonale ont une fréquence accrue
d’infections unnaires. Le mécanisme d’action des oestrogénes pourrait étre dd a des
modifications locales du PH, & un portage diminué d’entérobactéries, et & une
augmentation de la colonisation vaginale par les lactobacilles. Cependant, des essais
de traitements utilisant ces moyens (baisse du PH, croissance de lactobacilles ) n’ont

pas été convaincants.

1.2 3 Modes de contamination [29)
1l y a principalement deux modes de contamination. Ce sont la voie ascendante

et la voie hématogéne.

1.23.1 La voie ascendante

La pénétration des germes dans les urines par voie ascendante représente le
mécanisme physiologique le mieux établi. La contamination des urines se fait soit
d’une fagon spontanée soit d’une fagon provoquée. La contamination provoquée
provient des manceuvres instrumentales (dilatation urétrale, cystoscopie ), des

cathétérisations vésicales qui sont des causes majeures d’infections urinaires.
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1.23.2 La voie bématogéne
La voie hématogeéne de pénétration des germes dans les urines est plus rare. Le
parenchyme rénal se contamine d’abord puis par continuité s’infecte. Ces infections
se rencontrent plus volontiers au cours des maladies chroniques, chez des sujets privés
de défense immunitaire ou sous traitement immunosuppresseur. Dans ce cas, les
germes souvent trouvés dans les urines sont soit le staphylocoque doré, soit une

salmonelle, soit un candida.

1.2.4 Epidémiologie [48]

Quel que soit leur tableau clinique, les infections urinaires ont comme
dénominateur leur fréquence. La prévalence est plus élevée chez la femme (20%) que
chez ’homme (3%). Chez I’enfant I’infection urinaire est souvent le témoin d’une
malformation de I’appareil excréteur (en particulier chez le gargon) dans 20 a 30% des
cas . Chez la femme, la fréquence augmente avec 1’dge avec deux pics, 1’un au début
de I’activité sexuelle et 1’autre a la période post-ménopausique. La grossesse est un
facteur favorisant.

Chez I’homme, la fréquence augmente aprés SO ans en relation avec la pathologie

prostatique. C’est I’ infection nosocomiale la plus fréquente.

1.2. 5 Les facteurs favorisants [48]

_ Comme facteurs favorisants, nous pouvons citer :
- Les anomalies de |'appareil excréteur a savoir les lithiases, les sténoses urétérales ou
urétrales, le géne a 1’écoulement de I’urine di a I’hypertrophie prostatique, le reflux
vesico-uréthral, la vidange incompléte de la vessie, le méat en position ectopique.
- les corps étrangers intravesicaux et les manceuvres iatrogeénes (sondage, endoscopie)
- les rapports sexuels
- la grossesse ou la ménopause par modification de la trophicité de la muqueuse
vésicale.

- certaines habitudes d’hygiéne (vétements moulants, bains moussants ou a remous ).
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- les facteurs locorégionaux dont la constipation et les infections génitales chez la
femme.

- Certains états pathologiques comme le diabéte, la bilharziose, les wvessies
neurologiques.

- Putilisation des diaphragmes cervicaux.

1.2.6 Bactériologie des infections urinaires
L2. 6.1 Les principaux germes [46;48]

Tableau I : germes responsables des infections urinaires selon I’ origine de 1’infection

B VILLE HOPITAL
Germes premier épisode  récidive

E. coli 78% 68% 61%
Proteus 9% 9.5% 15%
Kebsilla 4% 8% 11%
Staphylococcus 5% 4% 3.5%
Streptococcus 2.5% 4.5% 1%
Autres 1.5% 6% 9%

Une étude menée 4 OQuagadougou au CHN/YO a donné les fréquences de 31% pour E.
coli , 15.8% pour Klebsiella et 23% pour les staphylocoques.

1.2.6.2 Aspects bactériologiques |48]
La fréquence de résistance des bacilles a Gram (-) uropathogénes augmente vis-
a-vis de ’ampicilline (30%) et du cotrimoxazole (15 a 20%). Seuls les streptocoques

du groupe D, et plus rarement du groupe B, sont responsables d’infections urinaires.
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Staphylococcus  saprophyticus, habitucllement résistant aux quinolones, est

responsable de 8 a 10% des cystites de la jeune femme.

1.2.7 Diagnostic clinique [48]
Les signes urinaires témoignant d’une atteinte vésicale sont :
- la pollakiurie
- les brilures mictionnelles
- I’émission d’urines troubles, parfois sanglantes
- la dysunie, souvent associée, n’est pas un signe de cystite mais témoigne d’un
obstacle a I’écoulement de 1’urine.
- La fiévre, typiquement d’aspect ‘’canalaire’’ peut s’accompagner de frissons

évocateurs d’une bactériémie.

1.2.8 Diagnostic biologique[24;48]

I est basé sur I’examen cytobactériologique des urines. Les urines sont
centrifugées 1500 tours par minutes pendant 5 minutes. Le culot est prélevé a la
pipette et est étalé sur une lame . L’examen cytologique recherche la présence des
leucocytes et des hématies. La numération des leucocytes est en faveur d’une
infection s’il y a plus de 10 éléments par mm’ soit 10 000 par ml. L.’examen direct 4 la
recherche de bactéries permet d’évoquer une infection lorsqu’il est positif.
L’uroculture avec numération bactérienne isole et identifie 1’agent pathogeéne. En cas
d’infection, la numération des germes est supérieure ou égale & 10 UFC/ml.

L’antibiogramme n’est réalisé qu’en présence d’une infection. Il permet
d’étudier la sensibilité de la bactérie isolée aux antibiotiques ayant une bonne diffusion

urinaire et/ou dans les parenchymes rénales ou prostatiques .

[.2.9 Traitement [48]
Le thérapeute sera guidé par un certain nombre de considérations :
- cliniques : antécédents allergiques, état physiologique
- bactériologiques : selon le genre ou I’espece, la sensibilité naturelle aux différentes

classes d’antibactériens varie.
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Le laboratoire proposera pour 1’antibiogramme des molécules a concentration urinaire
élevée, éliminées par voie rénale sous forme active. Les Béta-lactamines répondent
bien & cette exigence. Habituellement, on réserve les antibactériens de synthése
(sulfamides, nitrofuranes, quinolones ) aux infections du bas appareil (cystites ). Chez
la femme enceinte, les nitrofuranes peuvent étre utilisées, en revanche, les quinolones
sont contre indiqués en début et en fin de grossesse et pendant 1’allaitement. De méme,

les sulfamides sont exclus. Les Béta-Lactamines peuvent étre utilisés sans risque.
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L3 GENERALITES SUR LES BACTERIES ETUDIEES

1.3.1 Escherichia coli [9;22;39]

1.3.1.1 Définition

C’est une bactériec qui appartient a la famille des entérobactéries. Elles ont
comme dimensions moyennes 2 & 3 micrométres de long et 0,6 micrométre de large.
Cette bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et
pathogéne pour I’appareil urinaire. La majorité des infections urinaires de la jeune

femme observée en pratique médicale de ville est due & Escherichia coli.

[.3.1.2 Habitat
E. coli est une espece commensale du tube digestif de ’homme et des animaux.
Dans Uintestin, E.coli est l’espéce aérobie facultative quantitativement la plus

importante. Sa présence d’E. coli dans I’eau est témoin d’une contamination fécale.

1.3.1.3 Physiopathologie

Les E. coli sont des bactéries les plus souvent en cause des infections fréquentes
de I’arbre urinaire. Les bactéries de la vaste population des E. coli commensaux du
tube digestif, possédent des caractéres qui les rendent aptes a coloniser la muqueuse de
I’arbre urinaire sans étre entrainées par le flot des urines. Elles résistent aux moyens de
défense de ’organisme et causent des infections au niveau de la vessie (infections
bases ) ou au mveau des reins (infections hautes ). L’infection a partir des E. coli se
fait le plus souvent par voie ascendante, parfois apres pose d’une sonde qui introduit

les contaminants dans la vessie.

I.3.1.4 Diagnostic biologique
La recherche de germes se fait sur les urines prélevées au milieu de jet,
ensemencées immédiatement ou conservées dans des conditions appropriées (+4°C ou
milieu de transport ).
La numération des bactéries permet de distinguer une infection urinaire

authentique (nombre de bactéries supérieur a 10*/ml) d’une contamination par des
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bactéries urétrales inférieur 4 10*/ml. Ici ’emplot d’une gelose C.L.E.D. (Cystine —
Lactose — Electrolyte — Déficient ) est recommandé, car il évite I’envahissement de la

culture par un éventuel Proteus contaminant.

[.3.1.5 Caractéres culturaux et métaboliques

E. coli se développe en 24 H a 37 °C sur des milieux gelosés en donnant de
colonies rondes lisses & bords réguliers, de 2 a 3 mm de diamétre non pigmentées. Sur
les milieux lactosés, les colonies sont généralement lactose positif. Sur gelose au sang,
elles peuvent étre hémolytiques. Sur EMB, on observe souvent des colonies a reflet
métallique. '
- Les principaux caractéres positifs sont :
Indole (+)
ONPG (+)
Mannitol (+)
- Les caractéres suivants sont positifs de fagon moins constante : mobihité¢, LDC, ODC,
Sorbitol, production de gaz lors de 1’attaque du glucose.

- Sont toujours négatifs : inositol, urée, TDA, VP, gélatinase, citrate de simmons.

[.3.1.6 Sensibilité aux antibiotiques
Les souches d’ E. coli sont généralement sensibles aux antibiotiques actifs sur les
bacilles gram négatif : amino-pénicillines, céphalosporines, quinolones, aminosides,
triméthoprime — sulfaméthoxazole.
Néanmoins cette sensibilité doit toujours €tre vérifiée par un antibiogramme car il y a
souvent des résistances . E. coli n’est plus le germe uniformément sensible des débuts

de I’antibiothérapie .
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1.3.2 Klebsiella

13.2.1 Définition [21]

Ce sont des bacilles & Gram négatif. Les Klebsiella sont immobiles et possédent

une volumineuse capsule de nature polysaccharidique.

1.3.2.2 Habitat [21]
Essentiellement saprophytes et trés rependues dans la nature, elles peuvent se
retrouver a 1’état commensal dans le tube digestif et les cavités naturelles, en

particulier les voies respiratoires pour Klebsiella pneumoniae.

1.3.2.3  Physiopathologie
K. pneumoniae et K. oxytoca sont principalement isolées chez ’homme dans les
bronchopneumopathies aigués et subaigués et d’infections urinaires. Les septicémies a
Klebsiella ont pour point de départ une infection urinaire. L’infection par klebsiella
peut survenir a la suite d’une dialyse pénitonéale ou de la pose d’un cathéter {39].

K. pneumoniae est plus souvent rencontré que K. oxytoca [9].

1.3.2.4 Caractéres calturaux et métaboliques [9]
Sur milieux usuels, les Klebsiella donnent apreés une incubation de 24 heures a
37 °C des colonies généralement lactose (+), rondes, de 3 4 4 mm de diamétre,
bombées, muqueuses et ayant une tendance a la confluence. K. Preumoniae est VP
(+), LDC (+), ONPG (+), Uréase (+), Malonate (+) et attaque le glucose en produisant

beaucoup de gaz . Klebsiella oxytoca se distingue par la production d’indole.

1.3.2.5 Sensibilité aux antibiotiques [9]

Les Klebsiella ont une résistance naturelle a I’ampicilline. Elles sont normalement
sensibles aux céphalosporines. La majorité des souches héberge des plasmides R qui
les rendent résistantes a de nombreux antibiotiques. Le traitement ne peut se passer
d’un antibiogramme sur lequel il est nécessaire de tester les antibiotiques les plus

récentes.
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1.3.3 Staphylococcus aureus

L.3.3.1 Définition [21 ;22]
Ce sont des cocci a Gram positif trés fréquents chez ’homme 2 1’état commensal
ou pathogene. Il est immobile, non sporulé et ne posséde pas de capsule visible au
microscope optique. Il mesure 0,8 2 1 micrométre . Ils se présentent de fagon isolée, en

diplocoques ou groupés en amas .

1.3.3.2 Habitat [21]
Ils sont rependus dans la nature ( air, eau, sol ) et vivent souvent a I’état

commensal sur la peau et les muqueuses des organismes humains et animaux.

1.3.3.3 Physiologie

Les septicémies a staphylocoques succeédent généralement & une infection
cutanéo-muqueuse souvent passée inapergue. Elles peuvent étre accompagnées
d’infections génito-urinairés [23]. La présence de S. aureus dans les urines peut
témoigner d’une authentique pyélonéphrite mais également d’'une infection
accidentelle & 1’occasion d’une bactériémie par rupture de microabscés rénaux [20].
S. aureus peut devenir pathogene 2 la suite de diverses circonstances :

- Pénétration du germe dans I’organisme, le plus souvent apres rupture de la barriere
cutanée.

-Rupture de 1’équilibre hote — bactérie a8 la suite de circonstances favorisantes.
-’infection : viroses (grippe, rougeole), antibiothérapie sélectionnant une souche de

S. aureus, déficits immunitaires, diabetes, alcoolisme [9].

1.3.3.4 Caractéres culturaux et métaboliques
Le staphylocoque se multiplie facilement a 37°C en aérobiose et en
anaérobiose, aussi bien sur des milieux ordinaires ( gelose ) que sur des milieux
sélectifs, tel le milieu hypersalé de chapman. Ce milieu est utilisé pour les

prélevements plurimicrobiens. Il forme en 24 H des colonies lisses de 1 2 4 mm de
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diamétres. S. aureus est coagulase (+), Dnase (+), nitrate-reductase (+), phosphatase

(+), D-manmtol (+) (acidification) [9].

I.3.3.5 Sepsibilité aux antibiotiques [22]

La pénicilline G et les aminopénicillines sont habituellement inactives. Les
pénicillines M et céphalosporines, non hydrolysées par la pénicillinase, restent actives,
sauf en milieu hospitalier ou plus de 20% des souches sont résistantes. Ces souches
sont dites ¢> meticilline résistantes ¢’ ou > méti-R’’. Les aminosioles, la gentamicine,
la tobramycine, la nétilmicine et I’amikacine sont actives sur les souches de S. aureus
sauf les < Méti-R’’. Les souches > Méti-R *’ sont imégulierement sensibles aux
macrolides ( lincosamides et synergistines ). La vacomycine et la téicoplanine sont

actives sur toutes les souches. }
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1.3.4 Staphylococcus saprophyticus

L3.4.1 Définition [20]

Il appartient aux groupes des SCN (staphylocoques 4 coagulable négative ). Il a les

mémes propriétés morphologiques que S. qureus.

1.3.4.2 Habitat {20]
Leur densité est particuliérement élevée dans les zones humides comme la partie

antérieure des narines, le périné, les creux axillaires et les plis inguinaux.

1.3.4.3 Physiologie [20]

Les SCN sont principalement responsables des infections nosocomiales. Ces
infections sont le plus souvent associées a la présence de matériel étranger, par
exemple les sondes urinaires. Chez la femme en période d’activité sexuelle, S

saprophyticus est le deuxiéme micro-organisme & ’origine d’infections urinaires aprés
E. coli.

1.3.4.4 Caractéres culturaux et métaboliques [22]
S. saprohyticus pousse bien sur la gélose ordinaire. Il peut pousser sur le milieu

chapman et acidifier le manitol. 1] est coagulase (-).

1.3.4.5 Traitement {33)

La sensibilité et la résistance des staphylocoques coagulase négative aux
antibiotiques sont comparables mais non superposables & celles de S. aureus. S.
saprophyticus est résistant naturellement a la novobiocine et a la fosfomycine. 11 est
sensible aux béta-lactamines, aminosides, macrolides et aux quinolones avec parfois

des résistances.
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L4 GENERALITES SUR LES ANTIBIOTIQUES

I.4.1 Mode d’action des antibiotiques [16]

Les antibiotiques agissent habituellement soit comme bactéricides (ils tuent les
bactéries) soit comme bactériostatiques (ils inhibent la croissance bactérienne et
détruisent les bactéries). Par exemple, une béta-lactamine est bactéricide parce qu’elle
inhibe la synthése de la paroi bactérienne. Sans cette paroi, la bactérie meurt. D’autres
antibjotiques interférent avec les processus chimiques internes de la cellule, ce qui
entraine la mort de la bactéric. Les nouveaux types d’antibiotiques, comme les
quinolones, provoquent le déroulement de I’ ADN de la bactérie en interférant avec une
enzyme bactérienne qui permet a Ja longue 4 la molécule d’ADN de se loger dans une
petite cellule. En conséquence, la bactérie ne pouvant pas se diviser ou produire les

enzymes nécessaires a son activité normale, meurt.

1.4.2 Le mécanisme de résistance aux antibiotiques

Quelques bactéries sont naturellement résistantes 3 certains antibiotiques. Mais la
résistance est souvent acquise. Les bactéries deviennent résistantes par 1’incorporation
dans leurs génes d’un “’facteur résistant ¢’ qui rend les antibiotiques inefficaces. Cette
résistance peut étre transmise rapidement a d’autres bactéries par I’intermédiaire de
petits fragments de matériel génétique, appelés plasmides. Les génes résistants peuvent
parfois étre englobés dans les unités d’ADN appelées transposons qui leur permettent
de sauter d’un site d’ADN & un autre {30]. La multirésistance, grice a laquelle des
bactéries résistent a différents antibiotiques, est transmissible d’une espéce a 1’autre.
Les changements dans la cellule de la bactérie qui affectent la réceptivité a
I’antibiotique ; des modifications de la paroi cellulaire qui font que cette paroi est plus
difficilement attaquée par I’antibiotique. Une augmentation de la vitesse d’absorption
dans la cellule ou de décharge hors de la cellule, ce qui limite le temps de présence de
I’antibiotique et sa concentration dans la cellule , ou la production d’enzymes qui

rendent I’antibiotique inefficace.
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I1. OBJECTIFS

IL1 OBJECTIF GENERAL

Etudier ’activité antibactérienne des extraits d’Euphorbia hirta L. sur des germes

responsables des infections urinaires.

IL. 2 OBJECTIFS SPECIFIQUES

1. Extraire la poudre d’Euphorbia hirta L. a Vaide des solvants de polarité

croissante.

2. Rechercher ’activité antibactérienne in vitro des extraits d’E. hirta vis a vis des
souches pathogénes ( E. coli, , K. pneumoniae, S.aureus, S. saprophyticus) et des
souches de références ( E. coli ATCC 8739 , S. aureus ATCC 6538).

3. Etablir pour les extraits actifs, la relation concentration / activité antibactérienne.

4. Comparer I’activité antibactérienne des extraits actifs a celle d’antibiotiques utilisés

couramment dans le traitement des infections urinaires.

5. Déterminer pour chaque extrait actif, la concentration minimale inhibitrice vis a vis

des germes étudiés.

6. Déterminer les caractéristiques phytochimiques des extraits.
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III. MATERIEL ET METHODES
III.1 CADRE D’ETUDE

Notre étude a été réalisée au laboratoire de pharmacognosie de I'UFR/SDS et au
laboratoire de bactériologie du centre hospitalier national Yalgado Ouédraogo
(CHN/YO). Le cadre du Laboratoire de pharmacognosie a servi aux extractions et

celur du Laboratoire du CHN/YO a servi aux tests bactériologiques des extraits.

II1.2 MATERIEL

II.2.1 matériel végétal
Le matériel végétal est constitué par la poudre des plantes totales d 'Euphorbia
hirta Linn. Ces plantes ont été récoltées dans la ville de BANFORA chef-lieu de la
province de la COMOE, en Octobre 2000. Les plantes apres lavage ont été séchées a
Pair libre, ensuite broyées. On obtient une poudre relativement fine ayant une couleur
verdatre. Les différentes extractions ont été réalisées avec cette poudre. Les résidus
secs obtenus aprés passage des extraits au rotavapor ont été mis en solution dans de

I’eau distillée stérile pour les tests bactériologiques.

IH .2.2 support biologique

Les bactéries qui ont servi de support biologique sont E. coli, E. coli ATCC 8739,
K. pneumoniae, S. aureus, S. aureus ATCC 6538 et S. saprophyticus. Au total quatre
souches hospitaliéres et deux souches de référence ont servi a cette expérience. Les
souches hospitaliéres ont été toutes isolées des prélevements d’urines analysés au
Laboratoire de Bactériologiec du CHN/YO a I’exception de S. aureus. La souche de S.
aureus a été isolée d’un prélévement d’urines au Laboratoire de Bactéridlogie de
I’OST (Office de Santé des Travailleurs) a QOuagadougou. Les souches ont été

conservées dans la glycérine stérile a 4°C avant ’étude.
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[I1.2.3 Matériel et solvants pour extraction

- percolateur

- TOotavapor

- soxlet

- ballons et chauffe- ballons
- coton

- Becher

- verre a pieds

- dichlorométhane

- dichlorométhane-méthanol
- méthanol

eau distillée

I11.2.4 Matériel d’étude antibactérienne

I11.2.4.1Matériel pour test de sensibilité
- boites de pétri

- pipettes pasteur

- micropipettes

- embouts pour micropipettes
- tubes a essat

- double décimeétre

- lame et lamelles

- bec bunzen

- bouillon cceur cervelle

- étuve

- gelose MH

- glycérine
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111.2.4.2 Matériel pour la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI)

-boites de pétri

-tubes 2 essal

-pipettes pasteur

-bec bunzen

-gelose MH

I1.2.4.3 Réactifs

- poudre stérile d’antibiotiques témoins
- Tween 80

- Solution 0,5 Mc Farland

IIT.3 METHODES

I11.3.1 méthodes d’extraction [14]
La méthode d’extraction utilisée est une percolation. La matiére végétale
introduite dans le percolateur est soumise a un épuisement successif avec des solvants
de polarnité croissante : dichlordméthane, le mélange dichlorométhane-méthanol

(1/1 v/v), méthanol, eau distillée.

. Extraction par le dichlorométhane
La poudre végétale (300g) est macérée avec S50ml du dichlorométhane pendant
24h. Une percolation est enéuite effectuée avec 450ml de dichlorométhane. La solution
ainsi obtenue est évaporée sous pression réduite a I’évaporateur rotatif. Le résidu est
conservé a la température ambiante, a I’abri de la lumieére du laboratoire avant d’étre
utilisé pour les tests pharmacologiques. Le marc est séché a la température du

laboratoire et gardé pour les exfractions suivantes.
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. Extraction par le mélange dichlorométhane-méthanol (1/1 v/v)

Le marc issu de I’extraction au dichlorométhane est macéré dans 550ml d’un
mélange dichlorométhane-méthanol (1/1 v/v), pendant 24h. Une percolation est
effectuée en utilisant 400ml du mélange dichlorométhane-méthanol (1/1 v/v). la
solution obtenue est évaporée sous pression réduite. Le résidu est gardé & la
température ambiante du Laboratoire, a ’abri de la lumiére jusqu’au moment des tests

bactériologiques. Le marc est séché et conservé pour les extractions suivantes.

. Extraction au méthanol
Le marc issu de Iextraction au mélange dichlorométhane-méthano! est macéré
dans 600ml de méthanol, pendant 24h. Une percolation est ensuite réalisée a 1’aide de
300ml de méthanol. La solution obtenue aprés la percolation est ensuite évaporée sous
pression réduite. Le résidu est conservé & la température ambiante du laboratoire, a
’abri de la lumiére jusqu’au moment des tests bactériologiques. Le marc est ensuite

séché pour les extractions suivantes.

. Préparation du macéré
Le marc issu de I’extraction méthanolique est macéré dans 1600ml d’eau
distillée, pendant 24h. Une percolation est ensuite réalisée a 1’aide de 300ml d’eau
distillée. A la fin de la percolation, la solution aqueuse obtenue est lyophilisée. Le
résidu est conservé a la température ambiante du laboratoire pour les tests

bactériologiques. Le marc est séché puls soumis a la derniére extraction.

. Préparation du décocté
Le marc issu de la macération est divisée en quatre parties égales, chaque
partie est soumise a une extraction au soxhlet avec 400ml d’eau distillée chauffée a
reflux pendant 10mn. Aprés refroidissement, on procéde 2 la filtration de la décoction.
Le filtrat est ensuite lyophilisé. Le résidu est conservé a la température ambiante du

laboratoire pour les tests bactériologiques.
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1I1.3.2 Etude phytochimique des extraits [14]

Elle consiste a déterminer les caracténistiques phytochimiques des extraits du végétal.
Le but de cette étude est de rechercher les différents groupes chimiques contenus dans

les extraits actifs pouvant étre & I’origine de I’activité antibactérienne.

.Tests de caractérisations chimiques
- Caractérisation des tanins : 1ml de ’extrait est mélangé avec 1 a 2 gouttes de
Fe CI 3. Le résultat donne une couleur bleue pour les tanins galiques et une

couleur verte pour les tanins catéchiques.

- Caractérisation des flavonoides: la réaction a la cyanidine donne une
coloration rouge pour les flavonols, orangée pour les flavones et rouge violacée

pour les flavonones.

. Chromatographie sur couche mince
Elles ont été effectuées sur des plaques fluorescentes TLC gel de silice Gso Fasa.

Aprés plusieurs tests, nous avons retenu 3 systeémes de solvants.

1¥ systéme : mise en évidence des alcaloides
Toluéne (7)
Acétate d’Ethyle (2)
Diéthylamine (1)

2°™ systéme : mise en évidence des saponosides
Toluéne (4)
Méthanol (5)
Dichlorométhane (1)
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3™ systéme : mise en évidence des flovonoides et des tanins

2-buthanol (5)
Eau (2,5)
Acide acétique (0,65)

Des témoins ont été utilisés. L’acide tanique pour la mise en évidence des tanins, le
rutoside pour les flavonoides et la diosgénine pour les saponosides. En plus des
extraits, les fractions acétate d’éthyle, méthanoliques et buthanolique des extraits actifs

ont été déposées sur la plaque chromatographique.

. Réactions de caractérisation sur la plaque chromatographique

Les réactifs de révélation vane en fonction du groupe recherché.

- Révélation des saponosides : le réactif de révélation est I’acide sulfurique 3% dans le
méthanol. Apres pulvénsation, les plaques chromatographiques sont placées a I’étuve
a 110°C pendant 10 minutes. Les saponosides donnent une coloration violacée
persistante. Les saponosidés stéroidiques donnent une coloration violacée qui vire

rapidement au bleu foncé.

- Révélation des alcaloides: elle est effectuée en pulvérisant sur la plaque

chromatographique une solution de draggendorff.
- Révélation des tanins : Le réactif de révélation utilisé est le chlorure de fer 2%. Il est
pulvérisé sur la plaque chromatographique. Les spots de tanins se colorent en bleu

intense tendant vers le noir.

- Révélation des flavonoides : le réactif utilisé est la solution d’hydroxyde de

potassium. les spots des flavonoides se colorent en jaune orangé.
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. La spectrophotodensitométrie

Les spots des extraits actifs ont été¢ révélés a 1’ultra-violet aux longueurs d’onde
respectives de 254 nm et a 366 nm. Les spectres des différents spots relevés ont été
tracés avec un spectrophotodensitomeétre. L’étude densitométrique va nous permettre
d’estimer les proportions des matiéres des spots détectés dans les extraits actifs. Le
spectrophotodensitométre utilisé est de marque SHIMADZU CS-930 muni d’une
imprimante RECORDER DR-2.

IIL. 3.3 Tests bactériologiques [17 ;52]

I11.3.3.1 Milieu de culture

Le milieu Miiller Hinton a été utilisé. La gelose fondue est coulée en boite de pétri
de 90mm de diameétre pour 6btenir une épaisseur de 4mm de gélose. Les boites
refroidies sont séchées a 'étuve a 37°C avant d’étre utilisées. Pour 1’antibiogramme la
technique de diffusion en milieu gelosé a été utilisée. Des cupules de 6mm de diametre
sont formées dans la gélose. Au fond de chacune de ces cupules, une goutte de milieu
gelosé stérile, préalablement fondue au bain-marie bouillant a été déposée pour éviter
la diffusion de 1'extrait soﬁs la couche de gélose. Les boites ainsi préparées sont

gardées a la température ambiante.

111.3.3.2 Inoculum bactérien

L’inoculum testé provient. d’'une culture fraiche de 18 a 24h. Une suspension
équivalente a la turbidité de la solution 0,5 MC Farland est utilisée. 20ul pour les
bacilles Gram (-) et 100p1 pour les cocci Gram (+) sont prélevées et diluées dans 10ml
d’eau distillée stérile. On obtient ainsi respectivement des suspensions bactériennes de
3.10 ® bactéries et 1,5.10  bactéries. Cet inoculum sert a ensemencer les boites en

expérimentation.
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111.3.3.3 Ensemencement
La surface de la gélose est ainsi inondée avec 1 a 2ml d’inoculum. Le surplus

par la suite est aspiré a la pipette munie de poire. Les boites sont séchées pendant 15

minutes a 37°C.

I11.3.3.4 Solubilisation des extraits
-Les extraits au dichlorométhane et au mélange dichlorométhane-méthanol sont
cosolubilisés dans de 1’eau distillée a 1’aide du Tween 80.
-L’extrait méthanolique, le macéré et le décocté sont dissous dans de 1’eau distillée

stérile.

I11.3.3.5 Dépot des extraits
50pl de chaque solution sont déposées dans des cupules différentes a 1’aide d’une

micro-pipette.

I11.3.3.6 Incubation
Elle se fait a 37°C pendant 18 a 24h.

111.3.3.7 Lecture des résultats

Elle se fait en mesurant le diamétre d’inhibition avec une régle graduée.
III. 3. 3.8 les antibiotiques témoins

. Préparation des solutions d’ antibiotiques témoins
Une solution mére est préparée pour chaque antibiotique témoin. De la solution
mére sont préparées les différentes concentrations qui vont servir aux tests
antibactériens par des dilutions. La solution meére de ’ampicilline a €té préparée en
laissant dissoudre la poudre d’ampicilline dans de I’eau distillée stérile. Celles du

chloramphénicol et du cotrimoxazole ont été préparées a partir des comprimés.
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. Comparaison de ’activité des extraits A celle d’antibiotiques témoins
Nous avons testé la sensibilit¢ des souches étudiées a certains antibiotiques
couramment utilisés dans le traitement des infections urinaires (I'ampicilline, le
chloramphénicol et le cotrimoxazole). Un antibiogramme est réalisé avec chaque

solution d’antibiotique en déposant dans les cupules 50pl.

II1.3.3.9 Concentration minimale inhibitrice [17]

La méthode utilisée est celle de la détermination en milieu solide.

. Milieu de culture

Une série de 10 boites de pétri ont été utilisées a raison d’une boite par dilution
d’extrait. Vingt trois ml de gélose Miiller-Hinton fondue et ramenée & 50°C ont été

coulés dans chaque boite de pétri de 90mm de diamétre.

. Inoculum bactérien
Un bouillon de Miiller-Hinton (MH) d’une culture fraiche de 18h a été utilisé.

. Gamme de dilution

Une gamme de concentrations de I’extrait ayant manifesté une activité, a été
réalisée avec de I’eau distillée stérile suivant un gradient de concentrations
décroissantes de raison géométrique deux (2).

. Dépbt des extraits _

Dans les 23ml de gélose préalablement fondue, on ajoute 2ml de chaque
dilution de l'extrait actif dans une boite de pétri. L'ensemble bien homogénéisé, est
laissé a la température ambiante aprés solidification. Les boites sont ensuite mises a

’étuve pendant 30 minutes a 37°C.

37



. Ensemencement
L’ensemencement s’opére en stries, 3 la pipette rodée sur toutes Jes boites contenant

Pextrait actif et sur la boite témoin contenant 25ml de gélose stérile du méme extrait.

. Incubation

Les boites ainsi préparées sont incubées pendant 18h a 37°C.

. Lecture des résultats
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus petite concentration de
I’extrait qui ne montre pas de culture visible. Sur les boites indemnes de toute culture
visible, un état frais permét de vérifier ’absence de bactéries. Trois tests ont été

effectués pour chacune des concentrations.
. Traitement des données

Les courbes d’activité des extraits actifs et des antibiotiques standards ont été tracées a

’aide du logiciel Excel 2000.
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IV. RESULTATS

V.1 RESULTAT DE L’ EXTRACTION

Les rendements des différentes extractions sont résumés dans le tableau ci-dessous.

IIs sont exprimés en pourcentage par rapport & la masse de 1a poudre initiale.

Tableau 11: Quantités et rendements des extraits de 1a plante entiére d’L. hirta

Solvants d’extraction D DM M EM ED
Résidu (g) - 5,8 7,66 9,4 17,90 4,61
Rendement (%) 1,93 2,55 3,13 5,96 1,53

D : Dichloromethane

DM : Dichlomethane-Methanol (1/1) V/V
M: Méthanol

EM : Eau (Macéré )

ED : Eau (Décocté )
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IV.2 RESULTAT DES TESTS BACTERIOLOGIQUES

1V.2.1 Test de sensibilité des bactéries aux extraits

Testés aux concentrations de 300 ; 150; 75; 37.5; 18,75 , les extraits au
dichlorométhane, au mélange dichlorométhane-méthanol , au méthanol se sont révélés
mactifs sur toutes les bactéries.

Le macéré et le décocté ont montré une activité inhibitrice sur £. coli, S. aureus,
S. saprophyticus et S. aureus ATCC 6835. Par contre tls n"ont montré aucune activité

inhibitrice sur X. preumoniae et E. coli ATCC 8739.

Tableau [11 : synthése des résultats des tests de sensibilité aux extraits

Macéré Décocté D D-M M

E. coli + + _ _ _
E coli ATCC _ _ _ _ _
8739
S. aureus

+ + B _ _
S. aureus
A1CC 6538 + + _ _ _
S
saprophyticus + + - _ _
K. pneumniac _ _ - — -

[égende

(+) : Présence d’activité inhibitrice
(-) : Absence d’activité inhibitrice
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IV.2.2 Relation concentration-activité antibactérienne du macéré et du décocté

Nous

avons mesuré les diameétres

d’inhibition (DI) des différentes

concentrations. Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux VI.

Tableau IV : activité antibactérienne du macéré et du décocté sur les bactéries

D I (mm) du macéré sur les

D I (mm) du décocté sur les des

E.c. :Escherichia coli
S. 5. : Staphylococcus saprophyticus
K. p. :Klebsiella pneumoniae

Concentrations | souches bactériennes sensibles souches bactériennes sensibles
(mg/ml)
Ec Sa SaA S s E ¢ S. a. SaA S s
. [ | [
300 16 24 | 14 17 12 20 15 17
150 13 20 13 15 11 17 13 16
| l
75 11 15 11 10 9 14 10 9
37,5 8 11 | 9 8 |7 10 8 3
18,75 0 0 0 0 0 0 0 0
Légende

S. a.A : Staphylococcus aureus ATCC 6835
S. a: Staphylococcus aureus
E.c.A : Escherichia coli ATCC 8739

IV.2. 3 Courbes comparatives du macéré et du décocté sur les germes sensibles

Les diamétres d’inhibition en fonction des concentrations nous ont permis de

tracer les courbes comparatives du macéré et du décocté sur les germes sensibles.

Deux types de courbes ont été tracés, les courbes en coordonnées arithmétiques et les

courbes semi-logarithmiques apres transformation logarithmique des concentrations.

Les équations des courbes ainsi que les coefficients de corrélation ont été déterminés.
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V1.2.2.1 Les courbes comparatives du macéré et du décocté sur Escherichia coli
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Figure 3 : Diamétres d’inhibition en fonction des concentrations du macéré et du
décocté sur [L. coli
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Fipure 4 : courbes semi-logarithmiques du macéré et du décocté sur £. coli

- La comparaison des courbes de tendances du macéré et du décocté metient en
évidence une supériornté de 1'acuvité du maceré par rapport a celle du décocté.
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1V.2.2.2 : Les courbes comparatives du macéré et du décocté sur S. aureus

diameétres dinh:brion(mm)

0 S0 100 150 200 250 300 350

‘ concentrations(mg/mi)
f

— — -

Figure 5 : Diametres d’inhibition en fonction des conccntratlons du macéré et
du décocté sur 8. aureus
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Figure 6 : courbes semi-logarithmiques du macéré et du décocté sur S . aureus

-Le macéré a une activité inhibitiice supéneure a celle du décocté.



VI1.2.2.3 Courbes comparatives du macéré et du décocté sur S. saprophyticus
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Fipure 7 : Diameétres d’inhibition en fonction des concentrations du macéré et du
décocté sur S. saprophyticus
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Figure 8 : courbes semi-logarithmiques du macéré et du décocté sur S.
saprophyticus

- Les deux courbes de tendance sont presque confonducs. Cela s’ explique par le fait
que les deux extraits actifs ont sensiblement les méme activités mhbitrices.
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V1.2.2.4 Les courbes comparatives du macéré el du décocté sur 8. aureus ATCC
6538
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Figure 9 : Diamétres d’inhibition en fonction des concentrations du décocté sur
Staphylococcus aureus ATCC 6835
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Figure 10 : courbes semi-logarithmiques du macéré et du décocté sur §'. aureus
ATCC 6538
Il n’y a pas de différence significative entre les acrivités inhibitrice des deux extraits.
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1V.2.4Concentrations minimales inhibitrices (CMT) du macéré et du décocté

TableauV : Concentrations minimales inhibitrices en mg/ml du macéré et du décocté

vis a vis des souches bactériennes sensibles.

Souches bactériennes

CMI du macéré (mg/ml)

CMI du décocté (mg/ml)

FEscherichia coli 7,50 i5
Staphylococcus aureus 1,875 3,75
Staphylococcus aureus ATCC 3,75 3,75
6538

Staphylococcus saprophylicus 3,75 3,75

Les concentrations minimales inhibitrices du macéré sont supérieures a celles du

décocté au niveau d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus.
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V.2.5 Comparaison de I’activité anti-bactérienne des extraits actifs (macéré,
décocté) a celles d’antibiotiques standards.

Afin d’établir cette comparaison, nous avons d’abord effectué un test de sensibilité des
souches bactériennes étudiées. Ensuite les diamétres d’inhibition ont été déterminés.
I1V.2.4.1 Tests de sensibilité des souches bactériennes

‘Le tableau VI montre les resultats globaux des tests de sensibilité aux substances
testées.

TableanVI1 : Résultat des tests de sensibilité des souches bactériennes vis a vis des
extraits aqueux et des antibiotiques standards

Souches Extraits aqueux Antibiotiques standards
bactériennes
N Macéré Décocté | Ampi.  Chloramph. Cotrimox.
E. coli + + - | - +
S. aureus + + + + i
S. aveus A1CC + + + + +
6538

I coli ATCC E - + + +
8739

K. pneumoniae - - = + +
|S. saprophyticus + + + + T

Les souches bactériennes se comportent différemment vis a vis des substances testées.
-K. pneumoniae a été insensible a ’action des extraits aqueux et de 1I’ampicilline.

-E. coli a été insensible aux actions de I’ampicilline et du cotrimoxazole. Par contre les
extraits aqueux ont été actifs.

-Les extraits aqueux n’ont montré aucune activité inhibitrice sur L. coli ATCC 8739

qui a été sensible a I’action des trois antibiotiques standards.
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1V.2.4.2 Diamétres d’inhibition (DT) des antibiotiques standards

Tableau VTI : activité antibactérienne de I’ampicilline et du chloramphénicol sur les

bactéries sensibles

Diamétres d"inhibition (mm) de Diamétres d’inhibition (mm) du |
Concentrations I’ampicilline chloramphénicol
Ampi et Chloramph
(pg/ml) IIcA S a SaAd Ss | Fe LA Sa SaA Kpo Ss
1600 22 25 38 17
29 20 28 23 28 30
800 18 23 34 14
26 18 27 19 25 26
400 15 21 31 10| 25 15 25 14 23 24
200 13 20 28 8 | 22 12 23 12 22 18
100 0 18 27 0| 10 0 16 10 15 15
50 0 14 26 0| 0 0 0 8 12 12

Tableau V111 : activité antibactérienne du cotrimoxazole sur les germes sensibles

Concentrations Diameétres d’inhibition des souches bactériennes (mm)
du cotrimox.
(ng/ml) E.c.A S.a SaA Kp. S. 8.
1920 31 28 29 27 25
960 25 24 22 22 ] 18
480 21 22 21 18 14
240 19 18 19 16 10
120 13 8 12 9 7
60 0 0 7 0 0

49



TV.2.43 Diameétres d’inhibition maximales (DIm) des extraits aqueux et des

antibiotiques standards

Les différentes valeurs des diametres d’inhibition sont représentées dans le tableau 1X.

Tableau IX : Présentation des diamétres d’inhibition maximales des extraits aqueux
et des antibiotiques standards

Souches bactériennes
E. c. E.c. A S.a S.aA S K.p

M (300mg/ml) 16 0 24 14 17 0

D (300mg/ml) 12 0 20 15 17 0

A (1600pg/ml) 0 22 25 38 17 0

C (1920pg/ml) 0 31 28 29 25 27
Ch (1600ug/mi) 29 20 28 23 30 28
Légende

M: macéré

D: décocté

A: ampicilhne
C : cotrimoxazole
Ch : chloramphénicol

Ce tableau nous montre que le germe [e plus sensible aux extraits actifs est
S. aureus. Sur ce germe le macéré a un Dlm de 24mm et le décocté un Dlm de 20mm.

le macéré est donc plus actif que le décocté.

1V.2.4.4 Représentation des courbes semi-logarithmiques des antibiotiques

standards
Ces courbes nous permettent d’estimer la relation d’activité entre I’extrait le plus actif

et les antibiotiques standards.
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aureus, S. saprophyticus, S. aureus A'TCC 6538

IV.2.4.5 : Conclusion générale sur les courbes semi-logarithmiques

Les courbes semi-logarithinuques des antibiotiques standards exprimant la
relation entre les concentrations ct ['effet antibactérren montrent une acfivité dose -
dépendante. Cctte activité dose-dépendante cst aussi observée avec les  extrarts
actifs. Ces courbes monfrent une évolution linéaire comme des extraits aclifs. Cette
évolufton nous a permis de comparer I’inhibition de [Pextrait le plus actif 4 celle des

antibiofiques standards et d’estimer la relation d’activiié.
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IV.2.4.6 Calcul de Ia relation d’activité entre ’extrait le plus actif (macéré)

et les antibiotiques standards sur le germe le plus sensible ( S, aureus)

A diamétre d’inhibition égaie, le rapport d’activité noté (RA) est égale au rapport de la
concentration du macéré (Cm) et celle de I’antibiotique (Ca).
RA= Cm/Ca.

- Calcul du RA entre I’ampicilline et le macéré

300.000png/ml du macéré — un DI de 24mm. Sur la courbe semi-logarithmique de
I’ampicilline, 24mm correspond a une concentration Ca. Ln Ca= 7.4 = Ca= 1636
RA=Cm/Ca < 300.107/1636 < 300000/1636

= RA=183.3 = 183

- Calcul du RA entre le chloramphénicol et le macéré

A 24mm de DI, Cm= 300mg/ml=300000png/ml

Surlacourbe LnCa=82= Ca=3641pg/ml

RA=Cm/Ca <> 300.10°/3641 <> 300000/3641

—> RA=82.4=82

-Calcul du RA entre le cotrimoxazole et le macéré

A 24mm de DI, Cm= 300mg/ml=300000pg/m]
Sur la courbe Ln Ca=7= Ca= 1097

RA= Cm/Ca < 300.10%/ 1097 < 300000/1097
= RA=273.5=274

Nous pouvons estimer les relations d’activité. Sur S. aureus, ’ampicilline semble étre
183 fois plus actif que le macéré. Le cotrimoxazole est 274 fois plus actif et le

chloramphénicol est 82 fois plus actif.
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IV.3 RESULTAT DE L’ETUDE PHYTOCHIMIQUE

IV.3.1 Résultat du criblage phytochimique: chromatographie sur couche mince

et Tests de caractérisationl

Tableau X : représentation des résultats du criblage chimique

Groupes chimiques D DM M EM ED

Flavonoides - - + + +

Saponosides - - - - _

Tanins - - - + +

Alcaloides - - - - -

Légende :
(-) : présence non suspectée

(+) : présence suspectée

D : Dichloromethane

DM : Dichlomcthane-Methanoi (1/1) VIV
M: Méthanol

EM : Eau (Macére )

ED : Eau (Décocté )
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Acide tanique Macére
Macéré Acide tanique
(fraction méthanolique) Macéré
(fraction acétate d’éthyle)

Figure 14 :mise en évidence des tanins dans e macéré
Réactif de révélation : chlorure femique a 2% (v/v) dans du méthanol.
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Décocté
Décocté
(fraction méthanolique)

Décocté

Acide tanique

(fraction acétate d'éthyle)

Figure {S:mise en évidence des tanins dans le décocté

Réactif de révélation : chlorure ferrique & 2% (v/v) dans du méthanol.
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Décocté
(fraction méthanolique)
Décocté

Rutoside
Décocté
(fraction acétate d’éthyle)

Figure [6 :mise en évidence des Flavonoides dans le décocté

Réactif de révélation : hydroxyde de potassium



Macéré
(fraction méthanolique)
Macéré Rutoside
Macéré
(fraction acétate d'éthyle)

Figure 17 :mise en évidence des Flavonoides dans le macéré

Réactif de révélation : hydroxyde de potassium



IV.3.2 Références frontales des spots des extraits actifs

Le systéme de migration 3 nous a permis d’avoir une bonne résolution des spots dont
nous avons déterminé les références frontales (Rf) a ’'UV aux longueurs d’onde de

254 nm et 366nm.

Tableau XI : Références frontales des spots du macéré et du décocté

Rf spotl Rf spot2 Rf spot3 Rf spot4 Rf spot5
Extraits

Macéré 0,1 0,288 0,513 0,725 0,825

Décocté 0,08 0,263 0,425 0,575 0,8

J

IV.3.3 Caractéristiques des spectres: les zones d’absorption maximales (nm)

Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5

picl : 235 Un seul pic : |Un pic: 280 |Picl :215 Un pic : 285
Macéré 280
pic 2: 285 Pic2 : 290

Pic 1:230 |Pic 1:215 Pic 1: 265 Pic 1: 215 Un pic: 285
Décocté

Pic 2 : 290 Pic 2: 270 Pic 2 : 350 Pic 2: 270

- L’acide tanique a 2 pics
Pic 1:230
Pic 2 : 285

-Le rutoside a 2 pics
Pic 1 : 265
Pic 2 : 360
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IV.3.4 présentation des spectres des spots des extraits actifs
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Figure 18 : spectres des spots 1 des extraits actifs
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Figure 19 : spectres des spots 2 des extraits actifs

Figure 20: spectres des spots 3 des extraits actifs
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Figure 23 : spectres du rutoside et de I*acide tanique
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IV.3.5 comparaison des spectres avec les spectres de référence

Nous remarquons que certains spectres des spots mis en évidence dans les
extraits actifs ont des allures similaires a celles des spectres de 1’acide tannique et du
rutoside. Tel est le cas du spectre du spot 3 du décocté qui a la méme allure que le
spectre du rutoside. La plupart des flavonoides ont deux bandes d’absorption. Une
bande 1 (300-400nm) et une bande II (240-285 nm) [10]. Le spectre du spot 3 du
macéré ont la méme allure que'les spectres des flavanones et des isoflavones. Dans ces
types de flavonoides, la bande I est nexistante.

La présence des tanins est signalée dans les extraits actifs par les spectres des
spots let 4 du macéré et du décocté. Ces spectres ont une allure semblable a celle de
I’acide tanique utilisé comme témoin.

En somme 1’analyse des spectres nous confirme la présence des tanins et
des flavonoides déja suspectés par les tests de caractérisation et la chromatographie

sur couche mince.
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IV.3.6 Résultats de la mesure densitométrique des extraits actifs

Les pourcentages des matieres des différents spots déterminés a 265 nm par

densitométrie sont :

97; 0,1et 2,7% pour les 3 spots du macéré.
1,6; 1,9; 34 et 62% pour' les 4 spots du décocté

Les pourcentages des matieres des différents spots déterminés & 285 nm par

densitométrie sont :

4,9,156,0,3;1,0;2,7;43,2et32% pour les 7 spots du macéré.

1,7;0,4 ;41,6 et 56,1% pour les 4 spots du décocté.
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V. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Notre étude avait comme objectif de comprendre et de justifier 1utilisation
d’Euphorbia hirta dans le traitement des infections urinaires en  médecine
traditionnelle. Pour cela, nous avons effectué une étude bactérienne des extraits
d’Euphorbia hirta sur les souches bactériennes suivantes: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae. Ces

bactéries sont les plus impliquées dans les infections urinaires [46,48].

¢ Limites de I’étude

le support biologique de notre étude était constitué de quatre souches
hospitaliéres et deux souches de référence. La majorité des tests a été donc effectuée
sur des souches hospitaliéres. La comparaison avec d’autres études similaires s’avere
difficile.

La méthode d’extraction utilisée est une percolation. Le temps de contact avec
le solvant d’extraction est de 24 H. Nous avons utilisé des solvants de polarité
croissante. Le macéré et le décocté sont obtenus aprés I’extraction au dichlorométhane
et au mélange dichlorométhane-méthanol. Si cette méthode d’extraction & 1’avantage
de répartir les différents groupes chimiques en fonction de leur polarité, elle demeure
une méthode expénmentale. Elle est trés différente de la méthode d’extraction utilisée
par le tradipraticien qui obtient le macéré directement a partir de la poudre de la plante
sans utiliser préalablement des solvants de polanté croissante. En effet notre
méthode d’extraction pourrait diminuer la concentration de la ou des substance(s)
active(s) dans le macéré et le décocté. Ce qui rendrait nos extraits aqueux moins actifs

par rapport a ceux du tradipraticien.

¢ Extraction chimique et étude phytochimique
Comme solvants d’extraction, nous avons utilisé le dichlorométhane, le
mélange dichlorométhane - méthanol, méthanol et I’eau distillée. Le meilleur

rendement d’extraction a été obtenu avec le macéré. Nous avons obtenu 17, 90 g de
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résidu sec du macéré, soit un rendement de 5,96%. Nous avons obtenu un rendement
de 1,93% avec le dichlorométhane, 2,55% avec le mélange dichlorométhane-méthanol,
3,13% avec le méthanol et 1,53% avec le décocté. Les extraits végétaux secs ont été
obtenus a partir d’'une seule opération d’extraction. Ce qui permet d’éviter les
€ventuels parametres qu’introduiraient plusieurs opérations d’extraction au cours de
I’étude.

Le criblage chimique qui a consisté en la réalisation des tests de caractérisation
et de la chromatographie sur couche mince nous 2 permis de suspecter deux groupes
chimiques 4 savoir les flavonoides et les tanins dans les extraits actifs. La présence de
ces groupes chimiques a été aussi soulignée par la spectrophotodensitométrie. En effet
Ianalyse spectrale des spots du macéré et du décocté nous montre des spectres
semblables a celle des témoins des tanins et des flavonoides. L’étude densitométrique
des extraits actifs effectuée 3 265 nm nous a permis de distinguer 3 spots dans le
macéré et 4 spots dans le décocté. A 285 nm, nous avons distingué 7 spots pour le
macéré et 4 spots pour le macéré. Les longueurs d’onde de 265 nm et de 285 nm
correspondent respectivement aux pics d’absorption du rutoside et de I’acide tannique
pris comme témoins.

Des études menées sur Euphorbia hirta d’une part par BLANC en 1972 et
d’autre part par LANHERS MC en 1988 ont confinmé la présence des flavonoides et
d’autres poly phénols [6; 37]. Ces poly phénols pourraient étre les tanins suspectés
dans nos extraits actifs. Au Burkina Faso en 1996, NACOULMA a mis en évidence la

présence des tanins [43].

¢ Tests bactériologiques

Pammi les cing (5) extraits, deux extraits ont été actifs. 1l s’agit des extraits
aqueux quisont le macéré et le décocté. Les extraits au dichlorométhane, au mélange
dichlorométhane—méthanol, au méthanol se sont monirés inactifs sur toutes les
souches bactériennes étudiées. Ce constat nous améne a conclure que les substances
antibactériennes semblent plus solubles dans I’eau que dans les solvants organiques.

En 1982, NDIR et POUSSET JL dans I’étude anti-amibienne d’E. hirta, avaient

68



obtenu un résultat semblable et avaient conclu que les substances actives sont plus
solubles dans I’eau que dans le méthanol ou I’acétate d’éthyle [45].

Les extraits aqueux ont été actifs sur E. coli, S. aureus, S. saprophyticus qui
sont des souches hospitalieres et S. aureus ATCC 6538 qui est une souche de
référence. Par contre les extraits aqueux se sont montrés inactifs sur deux des souches
bactériennes étudiées a savoir K. Pneumoniae (souche hospitaliére) et E. coli ATCC
8739 (souche de référence). Sur S. aureus et E. coli, nous avons obtenu avec le macéré
des diamétres d’inhibition maximales respectifs de 24 et 16mm. Il s’est montré un peu
plus actif que le décocté avec lequel nous avons obtenu des diamétres d’inhibition
maximale de 20 et 12 mm. Quant a V’activité inhibitrice sur S. saprophyticus et S.
aureus ATCC 6538 nous n’avons pas remarqué une grande différence entre le macéré
et le décocté. En effet des diamétres d’inhibition maximale de 17 mm et de 14mm sont
obtenus respectivement sur S. saprophyticus et S. aureus ATCC 6538 avec le macéré.
Sur ces mémes germes, nous avons obtenu respectivement avec le décocté des
diamétres d’inhibition maximale de 17 et 15mm. La légére supériorité de I’activité du
macéré par rapport a celle du décocté peut s’expliquer par la méthode d’extraction. En
effet le décocté est obtenu a partir du résidu du macéré. Les substances actives étant
solubles dans I’eau. Il est évident que le macéré soit un peu plus riche en substances
actives d’ou la légére supériorité de son activité.

Les courbes exprimant la relation entre les concentrations testées et I'effet
antibactérien montrent une évolution linéaire et une activité dose- dépendante. 1’ effet
dose-dépendante est aussi obse_rvé avec les antibiotiques standards.

La détermination des concentrations inhibitrices confirme bien activité du
macéré et du décocté. Nous avons eu avec le macéré une CMI (concentration minimale
inhibitrice) de 1,875 mg/ml ; 7,5 mg/ml ; 3,75 mg/ml ; 3,75 mg/ml respectivement sur
S. aureus, E. coli, S. saprophyticus, S. aureus ATCC 6538.

Le décocté a donné sur les mémes germes respectivement 3,75 mg/ml; 15 mg/ml;
3,75 mg/ml ; 3,75 mg/ml.

Une étude similaire menée sur les extraits des gousses d’Acacia nilotica a
Ouagadougou par NAJADA avait donné une CMI de 7,5 mg/ ml et 15 mg/mi

respectivement sur une souche hospitaliere de Staphylococcus aureus et sur une
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souche hospitaliere d’E. coli [43]). Ce qui est supérieur aux valeurs que nous avons
trouvées a savoir 1,875 mg/ml et 7,5 mg/ml. Par contre SINON en 2001 dans 1’étude
de l'activité antibactérienne des extraits des feuilles de Dichrostachys cinera
(Mimosacae) a trouvé une CMI de 0,4 mg/m! sur une souche hospitaliére de S. aureus
[52].

En 1951 ZHOU YUAN, N'DOUGA, M’PATI et CHEN JIAN ont trouvé une CMI de
4mg/ml avec ’extrait au dichlorométhane de Diospyros heteroticha (Ebenaceae) sur
une souche de S. aureus [55].

Au cours de 1’étude pharmiacochimique et antibactérienne des extraits d’écorces de
tronc de Parkia biglobosa (Minnosaceae) en 1999, MILLOGO H. / KONE,
GUISSOU I.P, IDIKA N ont trouvé un diamétre d’inhibition de 14 mm sur S. aureus
et 1lmm sur E. coli avec I’extrait aqueux [41).

Les antibiotiques témoins utilisés ont été généralement actifs sur les souches de
bactéries étudiées. Ce sont brincipalement I’ampicilline, le cotrimoxazole et le
chloramphénicol. L’ampicilline a été inactif sur K. pneumoniae. Ces antibiotiques ont
été utilisés a des concentrations trés faibles. Ils donnent respectivement un diameétre
d’inhibition de 25mm; 28 mm et 28mma des concentrations respectives de
1600 pg/ml, 1920 pug/ml et 1600 pg/ml sur S. aureus. Les extraits aqueux ont montré
une activité moindre par rapport aux antibiotiques standards. Sur S. aureus le calcul
des rapports d’activité nous révéle que ’ampicilline est 183 fois plus actif que le
macéré. Le cotrimoxazole est 274 fois plus actif et le chloramphénicol est 82 fois plus
actif. En revanche, dans certains cas, les extraits aqueux ont été actifs 1a ou les
antibiotiques standards utilisés-pour la comparaison ont été inefficaces. C’est le cas de
la souche d’E. coli ( souche hospitaliére ) sensible a I’action du macéré et du décocté
qui pourtant montre une résistance vis a vis de I’ampicilline et du cotrimoxazole. Du
fait de ce constat les rapports d’activité calculés n’ont pas rigoureusement une valeur
significative.

Les antibiotiques standards se sont montrés plus actifs que les extraits. Cette
situation s’explique par le fait que les extraits actifs sont des extraits bruts non purifiés

alors que les antibiotiques standards sont des molécules pures.
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Nous retenons que le macéré et le décocté d’Euphorbia hirta sont actifs sur
§. aureus, S. saprophyticus et sur certaines souches d’E. coli. Ces germes font partir
des principaux germes responsables des infections urinaires. Cet état de fait explique
sans doute "utilisation d’ Euphorbia hirta en médecine traditionnelle dans le traitement
des infections urinaires, seule ou en association avec le Citrus limonum dont la
propriété antibactérienne est bien connue. Le jus de fruit de Citrus limonum passe pour
un excellent antiseptique en médecine traditionnelle . En gouttes oculaires 1l prévient
et guént les infections des yeux, en gargarisme il soigne 1’angine [13] . Son utilisation
en association avec le macéré de la poudre d’ Euphorbia hirta, pourrait conduire a
une augmentation de I’activité antibactérienne.

Par conséquence, I’utilisation de ce médicament traditionnel amélioré composé
du macéré d’Euphorbia hirta et du jus des fruits de Citrus limonum est justifiée dans

le traitement des infections urinaires.
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CONCLUSION

Euphorbia hirta Linn est une plante herbacée, érigée ou prostrée de 20 a 30m
de haut. Elle appartient 2 la famille des Euphorbiaceae. Pour ses propriétés anti-
amibiennes et antibactériennes, cette plante est beaucoup utilisée en médecine
traditionnelle. Elle est souveni utilisée seule ou en association avec d’autres plantes
pour une action synergique.

Sur le plan pharmacologique les extraits actifs sont le macéré et le décocté.
L’étude antibactérienne s'est effectuée sur quatre souches hospitaliéres isolés des
urines et deux souches de référence. Ce sont les principaux germes impliqués dans les
infections urinaires. Les souches de bactéries qui ont été sensibles sont S. aureus, E.
coli, S. saprophyticus et S. aureus ATCC 6538. Le germe le plus sensible est S. aureus
(souche hospitaliere) avec un diamétre d’ inhibition de 24 mm obtenu par ’action du
macéré. La concentration minimale inhibitrice déterminée sur ces souches a été
respectivement 1,875 ; 7,5; 3,75 et 3,75 mg/ml pour le macéré et 3,75; 15; 3,75 et
3,75 mg/ml pour le décocté.

Le screening chimique et la spectrophotodensitométrie nous a permis de
conclure que les extraits actifs (macéré et le décocté) semblent contenir les tanins et
les flavonoides. L’activité antibactérienne de ces extraits pourrait étre due aux tanins
dont les propriétés antibactériennes sont connues [10].

Ces résultats obtenus justifient 1'utilisation d’ Euphorbia hirta dans le traitement
des infections urinaires en médecine traditionnelle. Ils contribuent a la valorisation de
la médecine traditionnelle et constituent une base de données pouvant onenter vers la

mise au point de nouveaux médicaments dans le traitement des infections urinaires.
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SUGGESTIONS

Au terme de cette étude, nous suggérons aux chercheurs des études

complémentaires suivantes :

« Etendre I’étude antibactérienne sur d’autres germes afin de déterminer le spectre

d’activité de la plante.

*» Prévoir une étude toxicologique du macéré et du décocté afin d’améliorer 'usage en

thérapie humaine.
¢ Approfondir I’étude chimique des extraits de la plante.

« Effectuer des tests cliniques a partir des extraits aqueux de la plante sur des cas

d’infections urinaires.
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Activité antibactérienne d’extraits d’Euphorbia hirta (Linn), une plapte utilisée

traditionnellement dans le traitement des infections urinaires.
RESUME

Euphorbia hirta Linn est une plante herbacée, érigée au prostrée de 20 4 30 cm de haut.
La plante est rudérale, poussant dans les lieux divers, en particulier le long des routes, sur les
terrains vagues et dans les anciennes cultures. L’espéce est pan tropicale. Elle a de nombreux
usages en médecine traditionnelle.

Dans notre étude, nous avons recherché ’activité antibactérienne des extraits de cette
plante sur des germes fréquemment impliqués dans les infections urinaires (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus) et sur deux
souches de référence (E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 6538). Les extraits actifs sont le
macéré et le décocté. Leurs activités antibactériennes ont été comparées a celles de trois
antibjotiques standards qui sont ’ampicilline, le cotrimoxazole et le chloramphénicol. Deux
souches ont été résistantes aux extraits actifs : la souche de K. Pneumoniae et 1a souche d’E. coli
ATCC 8739. Par contre les souches de S. aureus, E. coli, S. aureus et S. saprophyticus ont été
sensibles . Les concentrations minimales inhibitrices du macéré sur S, aureus, E. coli, S.
saprophyticus et S. aureus ATCC 6538 sont respectivement 1,875 ; 7,55 3,75;3,75 mg/m! et
celles du décocté 1,875 ; 15 ; 3,75 et 3,75 mg/ml.

Le screening phytochimique et la spectrophotodensitométrie ont révélé que les extraits actifs
contiennent des tanins et des flavonoides.

Au terme de cette étude, on pourrait envisager les études suivantes :

-L’extension de ’étude antibactérienne sur d’autres germes afin d’établir le spectre d’activité de
la plante.

-L’étude toxicologique du macéré et du décocté afin de permettre un meilleur usage en
thérapie humaine.

-Approfondir I’étude chimique des extraits d’Euphorbia hirta.

- Effectuer des tests cliniques sur des cas d’infections urinaires.

Mots clés: Euphorbia hirta, activité antibactérienne, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus.
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