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ABSTRACT: This study carried out on the methanol extract from the bark of the Manilkara mabokeensis plant, in order to
determine the active principle and its effect on the strains of Staphylococus aureus, Shigella sp and Escherichia coli. Two
methods of antibiogram (dilution and diffiusion) were used. The methanol of diffusion in solid medium (Mueller Hinton),
induced growth inhibition diameter of 20mm, on E. coli and Shigella sp, respectively. However, the S. aureus brain multiplied
around the plant extract disc. For the dilution method, the minimum inhibitory concentration was 0.07 for E. coli and 0.09 for
Shigella sp. Therefore the extract of the plant was found to be active with a bactericidal effect for E. coli and bacteriostatic
effect for Shigella sp. Chemical screening revealed the presence of tannins, flavonoids, the power and quinones. These results
confirm the use of this plant to treat some cases of infections observed in the traditional workplace.
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RESUME: Cette étude réalisée sur I'extrait méthanolique des écorces de Malnikara mabokeensis dont I’objectif était de doser
les familles chimiques et d’évaluer I'activité antimicrobienne sur les souches de Staphylococcus aureus, de Shigella sp et de
Escherichia coli. Les deux méthodes d’antibiogramme (dilution et diffusion) ont été utilisées. La méthode de diffusion en milieu
solide (Muller Hinton), avait induit des diametres d'inhibition de croissance de 20mm sur E. coli et Shigella sp. Par contre, la
souche de Staphylococcus aureus s’est multiplié autours de disque d’extrait de la plante. Pour la méthode de dilution, la
concentration minimale inhibitrice a été de 0,07 pour E. coli et 0,09 pour S. sp. Par conséquent I'extrait de la plante s’est révélé
actif avec un effet bactéricide pour E. coli et un effet bactériostatique pour S. sp. Le screening chimique a révélé la présence
des tanins, des flavonoides, des saponosides et des quinones. Ces résultats confirment I'utilisation de cette plante pour le
traitement de quelques cas d’infections observées en milieu traditionnel.

MoOTs-CLEFS: Malnikara mabokeensis, plantes médicinales, screening chimique et activité antibactérienne.

1 INTRODUCTION

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir certaines pathologies infectieuses chez
I’'homme. Elles sont depuis une source habituelle de remedes sous forme de préparations traditionnelles ou de principes actifs
purs. Les produits naturels provenant des plantes offrent une nouvelle source d'activités biologiques qui ont un grand impact
sur la maladie et la santé humaine.
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En Afrique la majorité de la population a recours a la médecine traditionnelle pour leur besoin de santé primaire [1]. En
République Centrafricaine, la médecine et la pharmacopée traditionnelle sont, en majeure partie, basées sur I'utilisation des
plantes médicinales. Cependant, en tant que source de médicaments, les plantes restent encore sous exploitées. La majorité
des plantes n’ont pas encore fait I'objet d’évaluations biologiques et chimiques approfondies.

Les antibiotiques depuis leurs apparitions sont restés le moyen privilégié de lutte contre ces infections bactériennes. En
République Centrafricaine comme dans les autres pays en voie de développement, les maladies infectieuses d’origine
bactériennes et parasitaires constituent un probléme de santé publique a cause de leur fréquence et leur gravité. Pour lutter
contre ces agressions microbiennes, les chercheurs du monde scientifique ont découvert de nombreux traitements, les
antibiotiques pour soulager les patients [2].

Depuis leur apparition, les antibiotiques sont restés le moyen privilégié de lutte contre les infections bactériennes. Parmi
ces nombreux antibiotiques les béta-lactamines sont a I'heure actuelle les plus utilisées dans le monde entier et plus
particulierement dans les pays en voie de développement comme la République Centrafricaine. Elles le sont a un tel degré du
fait de leur large spectre d’action, leur innocuité, leur efficacité et surtout leurs faibles colts [3]. Cependant, du fait d’une
utilisation anarchique, inadéquate et abusive des antibiotiques en santé humaine, on assiste aujourd’hui a I'émergence de
bactéries multi-résistantes. De nombreux cas de multi-résistance ont été rapportés par la céte d’lvoire et d’autres pays
d’Afrique subsaharienne [4, 5].

Les inquiétudes liées aux développements des nouvelles souches bactériennes résistantes aux antibiotiques ont conduit a
la recherche des nouvelles molécules bioactives. C'est dans ce contexte que cette étude a été menée, afin d’évaluer I'activité
antimicrobienne de I'extrait méthanolique des écorces de Manilkara mabokeensis (M. mabokeensis), plante utilisée dans la
pharmacopée traditionnelle en République Centrafricaine.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL UTILISE

2.1.1 MATERIEL VEGETAL

Les écorces de M. mabokeensis ont été récoltées le 24 Mars 2018 a Boukoko dans la Lobaye en République Centrafricaine.
L’échantillon a été séché a I'air libre au laboratoire et a température ambiante.

Fig. 1. Les feuilles et les écorces de Manilkara mabokeensis

2.1.2 MATERIEL BACTERIEN

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été recues de I'unité de Bactériologie au Laboratoire National de
Biologie Clinique et de Santé Publique de Bangui. Ces souches ont été isolées a partir des selles des patients pour Eischerichia
coli (E. coli) et Shigella sp des urines des patients pour Staphylococcus aureus (S. aureus).
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2.2 METHODE
2.2.1 PREPARATION DE L’EXTRAIT VEGETAL

Les écorces sont séchées a la température ambiante. 15g des poudres d’écorces de la plante sont mélangées avec 50mL
d’éther de pétrole. L'ensemble est placé sous agitation pendant 4 heures sans chauffage. La solution est filtrée et les résidus
apres filtration sont utilisés pour les extractions successives avec les autres solvants. Ceci respectivement dans 'ordre de
polarité croissante de solvants utilisés (éther de pétrole<dichlorométhane<acétate d’éthyle<méthanol). La méthode de Bekir
et al [6], est utilisée avec modification, afin d’extraire le maximum de composés. L'extrait méthanolique est utilisé pour les
analyses phytochimiques et les activités biologiques.

2.2.2 SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Les méthodes standards étaient utilisées avec modifications pour rechercher les familles chimiques. L’extrait a été testé
qualitativement pour la présence des constituants chimiques comme les tanins, les saponosides, les flavonoides, les stéroides
et les quinones [7, 8].

2.2.3 ACTIVITES ANTIBACTERIENNES
2.2.3.1  TESTE DE SENSIBILITE DE L’EXTRAIT VEGETAL, METHODE DE DIFFUSION

Nous avons pour ce teste utilisé la méthode de Toty [9] avec modification. Les disques de 4mm de diametre étaient
découpées puis déposés dans une boite de pétri et stérilisés au four-Pasteur. Ces disques stérilisés étaient ensuite imbibés
avec des solutions de I'extrait méthanolique de M. mabokeensis de différentes concentrations variant de 1,5; 1 et 0,5 mg/mL
pendant 24 h. Des suspensions bactériennes ont été faites avec des souches bactériennes en phase exponentielle de croissance
pour obtenir une concentration correspondante a 0.5 Mac farland standard. Concernant le milieu de culture, elle est préparée
par inondation (Muller Hinton) suivi d’élimination du surnageant. Aprés une période de 10 minutes, les disques imprégnés de
I'extrait méthanolique ont été déposés a la surface du milieu gélosé (la distance entre un disque et le rebord de la boite =
15mm). Le contenu de la boite de Pétri est incubée a 37°C pendant 24 h. La présence ou |'absence d’une zone d’inhibition
fournit des informations sur I'activité antibactérienne de I'extrait vis-a-vis de chacune des souches microbiennes utilisées [10,
11]. Trois disques d’antibiotique ont été utilisés comme références [12].

2.2.3.2  TESTE DE SENSIBILITE DE L’EXTRAIT VEGETAL, METHODE DE DILUTION
PREPARATION DE L'INOCULUM

L’inoculum bactérien a été préparé a partir de colonies de moins de 24 h en bouillon Mueller Hinton (BMH). Un volume de
suspension bactérienne de 0,1mL a été prélevé respectivement pour les souches de E. coli et Shigella sp et ImL pour celles des
souches de S. aureus. Ces suspensions ont été ajoutées a 10mL de BMH stérile dans des différents tubes pour chacune de ces
germes. Cette suspension bactérienne réalisée est évaluée a environ 10° cellules/mL et constitue la dilution 10%0ou le I'inoculum
pur. La numération de lI’inoculum a été réalisée selon la méthode de Toty et al [9].

PREPARATION DE LA GAMME DE CONCENTRATION DES EXTRAITS VEGETAUX

A partir d’'une solution d’extrait méthanolique de M. mabokeensis a 1,5mg/mL, nous avons obtenu deux solutions filles a 1
et 0,5mg/mL

DILUTION

La méthode de Toty [9] était utilisée avec modification. Quatre tubes a hémolyse contiennent chacun un volume de 1mL
de l'inoculum pur. Ensuite, nous avons ajouté dans les 3 premiers tubes a hémolyse, 1mL d’extrait végétal des concentrations
1,5; 1 et 0,5mg/mL respectivement. Le 4™ tube, qui a servi de témoin de croissance, a recu 1mL de BMH stérile. Par
conséquent, la concentration dans les tubes a été réduite de moitié du fait de la dilution volume/volume ainsi réalisée. Ces
tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 h.
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Pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et celle de la concentration minimale bactéricide
(CMB), la méthode de Byumanine et al [10] était appliquée avec modification.

2.3 ANALYSES DES DONNEES

Les résultats ont été traités a I'aide du logiciel Excel Version 2007 et Stata version 1,4. Certains résultats ont été exprimés
en pourcentage.

3 RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 RENDEMENT

Les rendements des extraits varient de 0,11 a 21,75%. L‘extrait d’éther de pétrole, de chloroforme et d’acétate d’éthyle ont
un rendement similaire. Nous notons que celui de I'extrait méthanolique qui est de 21,75% est plus élevé que les trois autres

extraits (Figure 2). Les variations de rendements des extractions peuvent se justifier par I'effet de solvant et la nature des
composés.
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Fig. 2. Rendements d’extraction d’extrait d’écorces de Manilkara mabokeensis

3.2 SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Les résultats de screening chimique ont révélé la présence des grands groupes de familles chimiques dans les extraits
acétate d’éthyle et méthanol (Figure 3). Il s’agit des tannins, des flavonoides, des saponosides et des quinones (Tableau 1), a
des proportions diverses. Cependant, on note |'absence de ces composés dans |‘extrait d‘éther de pétrole et de chloroforme.
Aucune étude n’a été menée pour mettre en évidence la présence de ces familles chimie.
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Fig. 3. Tests de coloration des extraits de Manilkara mabokeensis

Tableau 1. Résultat du screening phyto-chimique
Principe actif Extraits des écorces de Manilkara mabokeensis
Ether de pétrole | Chloroforme | Acétate d’éthyle | Méthanol

Flavonoides - - ++ +++
Stéroides ++ - - -
Tannins - - + +++
Saponosides - - ++ +++
Quinones - - ++ +++

Légende:
+++: Trés abondant ;
++: Présence ;
+:Trace ;
— : Négatif.

3.3 RESULTAT DU TEST ANTIBACTERIEN
3.3.1  TEST DE SENSIBILITE

Les résultats consignés dans le tableau 2 ont montré que I'extrait au méthanol de M. mabokeensis a une bonne activité
inhibitrice sur les souches bactériennes avec des diameétres d’inhibition supérieure ou égale a 10mm selon cette méthode de
dilution. Les deux solutions de I’extrait méthanol de concentrations 1,5 et 1 mg/mL ont inhibé de maniére similaire les souches
de E. coli et de Shigella sp avec une zone d’inhibition de 20 mm (Tableau 2). Cependant, la souche de S. aureus a émis une
résistance vis-a-vis de I'extrait méthanol, par conséquent il n’y avait pas de zone d’inhibition.

Les travaux menés in vitro par Okombe et al [13] ont mis en évidence I’efficacité des tanins contre les parasites intestinaux.
Ce qui confere aux tannins les propriétés de lutter contre les infections bactériennes. L'utilisation des écorces de M.
mabokeensis contre la diarrhée parasitaire pourrait étre justifiée.
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Tableau 2.

Diametre d’inhibition des disques imprégnés de I'extrait de M. mabokeensis des différentes souches bactériennes

Extrait et médicament | Concentration Diametre de zone d’inhibition (mm)

témoins Staphylococcus aureus | Eischerichia coli | Shigella sp
1,5mg/mL 0 20 20

Extrait méthanol Img/mL 0 20 20
0,5mg/mL 0 0 0

Kanamicyne (KAN) 30ug 25 NR NR

Cefotaxime (CTX) 30ug NR 25 25

NR : non réalisé

Le rapport CMB/CMI (Tableau 3) a donné une valeur de 1,22 pour E. coli (effet bactéricide) et une valeur de 2,14 pour
Shigella sp (effet bactériostatique). L'extrait au méthanol de M. mabokeensis s'est révélé le plus actif sur E. coli et Shigella sp,
cela pourrait expliquer I'utilisation de cette plante par la population dans le cadre des troubles digestifs, des douleurs
abdominales et des diarrhées parasitaires. Les germes tels que E. coli et Shigella sp sont des entérobactéries qui sont souvent
a l'origine des gastroentérites et quelques maladies urogénitales. Cet extrait végétal n’a aucun effet sur la souche de S. aureus,
cela pourrait s’expliquer pour le fait qu’il existe des antibiotiques qui agissent sur les bactéries a Gram négatif et d’autres sur
des bactéries a Gram positif (Gram positif).

Comparativement a d’autres études réalisées en Cote d’lvoire et au Cameroun sur quelques plantes médicinales testés sur
quelques souches bactériennes, telles que I'extrait de Maesopsis eminii qui par contre avait présenté une bonne action sur les
souches S. aureus [14]. Tandis que les souches de E. coli et Pseudomonas aeruginosa ont présenté une résistance vis-a-vis de
cet extrait [10]. La littérature ne fait mention d’aucune étude antimicrobienne sur cette plante.

Tableau 3. Paramétres antibactériens de I'extrait méthanol
Germes CMI CMB CMB/CMI Extrait végétal
(mg/mL) (mg/mL)
E. coli 0,09 0,11 1,22 Manilkara mabokeensis
Shigella sp 0,07 0,15 2,14 Manilkara mabokeensis
S. aureus 0 0 0 Manilkara mabokeensis

L'utilisation de M. mabokeensis dans la pharmacopée traditionnelle centrafricaine pourrait se justifier par la présence de
certaines molécules bioactives.

4 CONCLUSION

Cette étude menée au Laboratoire d'Architecture, d'Analyse et Réactivité des Substances Naturelles (LAARSN) et au
Laboratoire National de Biologie Clinique et de Santé Publique a permis de mettre en évidence les presences de familles
chimiques telles que les flavonoides, les tanins, les saponosides et les quinones et d’évaluer I'activité antimicrobienne de
I’extrait méthanolique de M. mabokeensis ur les souches identifiées. L'activité biologique,menée montre une bonne activité
antimicrobienne de I'extrait acétate éthylique et méthanolique sur E. coli et S. sp . L’extrait méthanolique a un effet bactéricide
sur E. coli et effet bactériostatique sur Shigella sp, Par contre la souche de S. aureus résiste a cet extrait végétal. Cette étude
permet de justifier |'utilisation traditionnelle dans le traitement des infections microbiennes en République Centrafricaine.
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