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ABSTRACT: The objective of this study was to assess the antimicrobial properties of the extracts of two leafy vegetables
Amaranthus spinosus and Tridax procumbens traditionally used in the maritime region of Togo for their therapeutic properties.
The agar well diffusion and Mueller Hinton broth microdilution methods were used to estimate the antimicrobial potential of
the hydroethanolic extracts of the leaves of these plants on six reference strains and nine clinical strains including three multi-
resistant and extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing. Antimicrobial susceptibility tests have shown that these
tested extracts variously inhibit the growth of the used strains. The extract of T. procumbens was the most active and inhibited
the growth of all strains except Candida albicans 1581 with diameters of inhibition zones varying from 9 to 31 mm. The extract
of A. spinosus inhibited the growth of 11 strains out of the 15 with inhibition zones diameters ranging from 7 to 17.5 mm. The
minimum inhibitory concentrations varied from 0.39 to 3.12 mg/mL and the total activities from 42.43 to 339.48 mL/g. The
extract of T. procumbens, which is very active on the strains used, could be used to search for new active molecules to fight
against microbial infections. These results show that the hydroethanolic extracts of the leaves of the two plants have
antimicrobial activities and support their traditional use in the treatment of microbial infections.
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RESUME: L'objectif de cette étude était d’évaluer les propriétés antimicrobiennes des extraits de deux légumes-feuilles
Amaranthus spinosus et Tridax procumbens utilisés traditionnellement dans la région maritime du Togo pour leurs vertus
thérapeutiques. Les méthodes de diffusion en milieu gélosé a partir des puits et de microdilution en bouillon Mueller Hinton
ont permis d’estimer le potentiel antimicrobien des extraits hydroéthanoliques des feuilles de ces plantes sur six souches de
référence et neuf souches cliniques dont trois multi-résistantes et productrices de béta lactamase a spectre élargie (BLSE). Les
tests antimicrobiens ont montré que ces extraits testés inhibent diversement la croissance des germes utilisés. L’extrait de T.
procumbens a été le plus actif et a inhibé la croissance de toutes les souches a I'exception de Candida albicans 1581 avec des
diametres de zones d’inhibition variant de 9 a 31 mm. L’extrait de A. spinosus a inhibé la croissance de 11 souches sur les 15
avec des diametres de zones d’inhibition allant de 7 a 17,5 mm. Les concentrations minimales inhibitrices ont varié de 0,39 a
3,12 mg/mL et les activités totales de 42,43 a 339,48 mL/g. L’extrait de T. procumbens trés actif sur les souches utilisées pourrait
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servir a la recherche de nouvelles molécules actives pour lutter contre les infections microbiennes. Ces résultats montrent que
les extraits hydroéthanoliques des feuilles des deux plantes possedent d’activités antimicrobiennes et soutiennent leur usage
traditionnel dans le traitement des infections microbiennes.

MOTS-CLEFS: Amaranthus spinosus, Tridax procumbens, extraits hydroéthanoliques, effets antimicrobiens, Togo.

1 INTRODUCTION

Les microorganismes sont a la base de plusieurs maladies entrainant des prescriptions d’antibiotiques par la médecine
conventionnelle [1]. Les médicaments prescrits sont en général, onéreux pour la majeure partie des populations contrainte a
I’'automédication [2]. Ces manquements et comportements conduisent a I'émergence de nouvelles souches microbiennes,
résistantes aux antibiotiques [3-5]. Il est donc primordial de rechercher de nouvelles molécules bioactives peu onéreux,
accessibles a tous et qui répondent aux cultures et habitudes alimentaires des populations.

Les légumes-feuilles traditionnelles occupent une place importante dans I'alimentation des populations de I’Afrique
subsaharienne. lls contribuent a I'amélioration de I'état nutritionnel des populations aussi bien dans les zones rurales que dans
les zones urbaines [6, 7]. Au Togo, la flore médecinale regorge plusieurs espéces végétales sauvages en particulier les légumes-
feuilles. lls sont utilisés traditionnellement, certains pour leur importance nutritionnnelle [8] et d’autres pour leurs propriétés
a prévenir ou soigner certaines pathologies [9, 10].

Ces espéces végétales sont pour la plupart négligées ou menacées de disparition a cause de divers facteurs écologiques et
sociales [11]. Parmi ces especes sous-exploitées, deux legumes-feuilles Amaranthus spinosus L. et Tridax procumbens L. sont
utilisés traditionnellement dans la région maritime du Togo pour leurs vertus thérapeutiques. Peu de travaux ont été effectués
sur ces deux espéces [8, 12]. De plus, plusieurs aspects n’ont pas été pris en compte.

Cette étude se propose donc de valoriser ces deux espéces, tout en recherchant leur potentiel médicinal. Ceci permettra
de répondre au besoin de la population en terme de produits alimentaires et thérapeutiques (alicaments) disponibles et
accessibles.

L'objectif de ce travail est d’évaluer les potentialités antimicrobiennes des extraits hydro-éthanoliques des feuilles de
Amaranthus spinosus et de Tridax procumbens sur des germes souvent impliqués en pathologie humaine.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL VEGETAL

Les feuilles fraiches des deux especes végétales: A. spinosus et T. procumbens, ont été récoltées respectivement a Lomé et
a Afagnagan dans la région maritime du Togo. L'identification des plantes a été faite au laboratoire de botanique de la Faculté
des Sciences de I'Université de Lomé. Les feuilles ont été ensuite lavées a I'eau de robinet puis séchées au laboratoire sous
climatisation pendant une semaine. Elles ont été ensuite réduites séparément en poudres fines a I'aide d'un moulin électrique
de marque THOMAS-Wiley, Model 4, Thomas scientific USA et conditionnées dans des flacons en verre teinté a I'abri de
I"humidité et de la lumiére.

2.2 SOUCHES MICROBIENNES

Les souches microbiennes ont été obtenues a I'Institut National d’Hygiene (INH) et au Centre Hospitalier Universitaire (CHU)
Sylvanus Olympio de Lomé. Il s’agit de six souches de référence et de neuf souches cliniques dont trois sont multi-résistantes
et productrices de Béta lactamase a spectre élargie (BLSE). Les souches de référence: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella
flexneri ATCC 12022 et Candida albicans ATCC 10231 sont des souches recommandées par le « National Commitee for Clinical
Laboratory Standards » (NCCLS) pour les études de sensibilité. Les souches cliniques sont Escherichia coli 0792 (isolée des
urines), Staphylococcus aureus 1230 et Pseudomonas aeruginosa 0561 (isolées des pus), Salmonella typhi 815 et Shigella
flexneri 0141 (isolée des selles) et Candida albicans 1581 (isolé des sécrétions vaginales). Pour les souches multi-résistantes et
productrices de béta lactamase a spectre élargie, il s’agit de Escherichia coli 15, Klebsiella ozaenae 44 et Proteus vulgaris 41.
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2.3 METHODES
2.3.1 EXTRACTION HYDRO-ALCOOLIQUE

Une masse de 100 g de la poudre obtenue de chaque plante a été macérée dans 1 litre de mélange éthanol/eau dans une
proportion 70/30 (v/v). Le tout est agité pendant 24 heures a la température ambiante a I'aide d’un agitateur magnétique IKA-
COMBIMAG de type REO. Le macérat a ensuite été filtré a I'aide d'un papier Whatman n°1 et le filtrat obtenu a été évaporé
sous vide a 40°C et a pression réduite entre 999-1000 mb a I'aide d’un évaporateur rotatif de type Biichi R-100. Les extraits
secs obtenus ont été conservés a +4° au réfrigérateur jusqu’a utilisation [13], pour les tests antimicrobiens et phytochimiques.
Le rendement d'extraction a été calculé par rapport a la masse du matériel végétal sec [14] par la formule suivante:

Me x 100

R(%) =
(%) Vv

Avec R (%) = Rendement de I'extraction en pourcentage, Me = Masse de I’extrait aprés I'évaporation du solvant, Mv = Masse
de la matiére végétale utilisée pour I'extraction.

2.3.2 TESTS DE SENSIBILITE

Les tests de sensibilité ont été réalisés sur gélose Mueller Hinton pour les bactéries et sur gélose Sabouraud
Chloramphénicol pour les levures suivant les travaux antérieurs de Hoekou et al, [15]. Les microorganismes issus d’une culture
de 18 a 24 heures incubés a 37°C ont été suspendus dans de I'eau physiologique a une turbidité correspondante au Mac Farland
0.5 (approximativement 10% cellules/mL). Cette suspension a été utilisée pour ensemencer des boites de Pétri par
écouvillonnage. Les extraits ont été dissouts dans du diméthylsulfoxide (DMSOQ) et dilués avec de I'eau distillée stérile a une
concentration finale de 1% de DMSO. Des puits de 6 mm de diametre ont été faits dans la gélose et ces puits ont été ensuite
inoculés avec 50 plL d’extraits a la concentration de 200 mg/mL. La gentamicine pour les bactéries et la nystatine pour les
levures; et le DMSO a 1% dans de I’eau distillée stérile ont été utilisés respectivement comme contrdles positifs et négatif. Les
boites ont été ensuite laissées a la température ambiante pendant 1 heure pour la prédiffusion puis incubées a 37°C pendant
18 a 24 heures. L’activité antimicrobienne a été estimée par la mesure a la régle graduée, du diametre de la zone d’inhibition
autour des puits.

2.3.3  DETERMINATION DES CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBITRICE (CMI), BACTERICIDE (CMB), FONGICIDE (CMF) ET DE L’ACTIVITE
TOTALE DES EXTRAITS

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) ont été déterminées en utilisant la technique de microdilution avec du
bouillon Mueller Hinton pour les bactéries et du bouillon Sabouraud Chloramphénicol pour les levures [16]. Les suspensions
microbiennes ont été diluées au 1/100 avec du bouillon et distribuées dans des tubes a hémolyse contenant une gamme de
concentrations d’extraits hydro-éthanoliques allant de 100 a 0,19 mg/mL pour chaque extrait. Les inocula déterminés par le
comptage des colonies a partir des tubes témoins sans extraits ont été approximativement de 10° UFC/mL. Les tubes ont été
incubées a 37°C pendant 24 heures. La CMI, déterminée a I'ceil nu, a été définie comme la concentration minimale d’extrait
pour laguelle on n"observe pas de croissance visible a I'ceil nu.

L’activité totale (AT) de I'extrait a été déterminée suivant les travaux d’Eloff [17], reprise par Hoekou et al [15]. L’activité
totale est obtenue en divisant la masse totale en mg, extraite d’un gramme de poudre d’organes de plante, par la concentration
minimale inhibitrice (en mg/mL). L’activité totale s’exprime en mL/g et indique le volume auquel I'extrait de 1 g de poudre
d’organes de plante peut étre dissout tout en gardant son activité inhibitrice.

2.3.4  ANALYSE DES DONNEES

Les données ont été saisies dans Excel 2013. Les diametres des zones d’inhibition ont été présentés sous forme de diametres
moyens * écart-type standard.
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3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1  RENDEMENTS D’EXTRACTION

Le rendement d’extraction hydroéthanolique des feuilles de A. spinosus est de 15,03% et de 13,24% pour |'extrait des
feuilles de T. procumbens (Tableau 1).

Tableau 1. Rendement des extraits

Rendement (%)
A. spinosus T. procumbens
Feuilles 15,03 13,24

Organe utilisé

L’eau et I'éthanol sont classés comme des solvants a polarité élevée. Le mélange des deux solvants a la proportion 30/70
respectivement permet d’obtenir la majorité de composés chimiques. Le calcul des rendements permet d’apprécier les extraits
totaux qu’on peut tirer de chaque espece.

3.2 ACTIVITES ANTIMICROBIENNES

Les diametres des zones d’inhibition (en mm) des extraits testés sont présentés au tableau 2.

Le screening antimicrobien des extraits hydroéthanoliques des 2 plantes a été effectué sur 6 souches de référence, 9
souches cliniques dont 3 multi-résistantes productrices de béta lactamases a spectre élargie (BLSE). Les extraits de plantes
testés ont de fagon variée inhibé la croissance des souches utilisées sauf quelques exceptions. L’extrait des feuilles de A.
spinosus a été inactif sur la croissance des souches de P. aeruginosa 0561, C. albicans 1581, K. ozaenae BLSE 44 et P. vulgaris
BLSE 41 alors que I'extrait de T. procumbens n’a été inactif que sur la souche de C. albicans 1581. Les diametres des zones
d’inhibition ont varié de 7 a 17,5 mm pour I'extrait de A. spinosus et de 9 a 31 mm pour I'extrait de T. procumbens. La
gentamicine utilisée comme drogue de référence pour la sensibilité des bactéries et la nystatine comme drogue de référence
pour la sensibilité des levures, ont inhibé la croissance de toutes les souches testées a I’exception des souches BLSE qui ont été
résistantes a la gentamicine. Le mélange eau distillée stérile et DMSO utilisé comme témoins négatifs a été inactif sur toutes
les souches testées.

Tableau 2. Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des extraits testés
Diameétres de zones d’inhibition (mm)
Souches - —_ -
A. spinosus T. procumbens Gentamicine Nystatine DMSO
E. coli ATCC 25922 10,510,71 15,50+0,71 14,00+1,41 NT 0,00
S. typhimurium ATCC 14028 10,00+1,41 13,50+0,71 15,50+0,71 NT 0,00
S. flexneri ATCC 12022 9,00+1,41 12,50+0,71 14,50+0,71 NT 0,00
P. aeruginosa ATCC 27853 14,00+1,41 13,00+0,00 16,50+0,71 NT 0,00
S. aureus ATCC 29213 17,00+2,83 31,00+2,83 20,5040,71 NT 0,00
C. albicans ATCC 10231 8,00+1,41 11,00+0,00 NT 17,5040,71 0,00
E. coli 0792 14,00+1,41 12,50+0,71 13,00+0,00 NT 0,00
S. typhi 815 8,00+1,41 9,00+1,41 14,5040,71 NT 0,00
S. flexneri 0141 7,00£0,00 15,00+1,41 14,00+1,41 NT 0,00
P. aeruginosa 0561 0,00 9,50+2,12 13,5040,71 NT 0,00
S. aureus 1230 17,5040,71 30,50+0,71 20,00+2,83 NT 0,00
C. albicans 1581 0,00 0,00 NT 16,5040,71 0,00
E. coli BLSE 15 13,00£2,83 11,50+0,71 0,00 NT 0,00
K. ozaenae BLSE 44 0,00 11,00+0,00 0,00 NT 0,00
P. vulgaris BLSE 41 0,00 10,00+1,41 8,00+1,41 NT 0,00

NT: non testé

ISSN : 2028-9324 Vol. 30 No. 1, Jul. 2020 242



Stephane Effoe, Amégninou Agban, Yao Hoekou, Koku Amégbo Dakey, Iwaba Kpabi, Holaly Efui Gbekley, Passimna Pissang,
and Tchadjobo Tchacondo

L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée en se référant a I'échelle de I'estimation de I'activité antimicrobienne
selon les travaux antérieurs de Ponce et al [18]. Ainsi, une souche est considérée comme extrémement sensible lorsque le
diametre de zone d’inhibition de I'extrait est supérieur a 20 mm, trés sensible lorsque ce diamétre se situe entre 15 a 19 mm,
sensible pour 9 a 14 mm et non sensible lorsque le diametre est inférieur a 9 mm. Eu égard a cette échelle, les souches C.
albicans ATCC 10231, S. typhi 815, S. flexneri 0141, P. aeruginosa 0561, C. albicans 1581, K. ozaenae BLSE 44 et P. vulgaris BLSE
41 ne sont pas sensibles a I'extrait de feuilles de A. spinosus alors qu’avec |'extrait de feuilles de T. procumbens, seule la souche
C. albicans 1581 a été non sensible. Les souches de S. aureus étudiées ont été plus sensibles a I'extrait de T. procumbens qu’a
la drogue de référence. De plus, les souches BLSE étudiées ont été sensibles aux extraits testés excepté K. ozaenae BLSE 44 et
P. vulgaris BLSE 41, qui sont résistantes a I'extrait de A. spinosus alors que ces souches sont résistantes a la gentamicine. Les
souches de C. albicans utilisées ont été résistantes aux extraits excepté C. albicans ATCC 10231 qui a été sensible a I'extrait de
T. procumbens.

Les souches sensibles aux extraits ont fait 'objet de la détermination des concentrations minimales inhibitrices dont les
résultats sont présentés au tableau 3.

Tableau 3. Concentrations minimales inhibitrices (en mg/mL) et activités totales des extraits testés (en mL/g)
A. spinosus T. procumbens
Souches
CMI (mg/mL) AT (mL/g) CMI (mg/mL) AT (mL/g)

E. coli ATCC 25922 3,12 48,17 0,78 169,74
S. typhimurium ATCC 14028 3,12 48,17 1,56 84,87
S. flexneri ATCC 12022 3,12 48,17 3,12 42,43
P. aeruginosa ATCC 27853 1,56 96,34 1,56 84,87
S. aureus ATCC 29213 0,78 192,69 0,39 339,48
C. albicans ATCC 10231 ND ND 3,12 42,43
E. coli 0792 1,56 96,34 1,56 84,87
S. typhi 815 ND ND 3,12 42,43
S. flexneri 0141 ND ND 1,56 84,87
P. aeruginosa 0561 ND ND 3,12 42,43
S. aureus 1230 0,78 192,69 0,39 339,48

C. albicans 1581 ND ND ND ND
E. coli BLSE 15 3,12 48,17 3,12 42,43
K. ozaenae BLSE 44 ND ND 3,12 42,43
P. vulgaris BLSE 41 ND ND 3,12 42,43

CMI: Concentration Minimale Inhibitrice, AT: Activité Totale, ND: Non Déterminée

Les concentrations minimales inhibitrices ont varié de 0,78 a 3,12 mg/mL pour I'extrait hydro-éthanolique des feuilles de
A. spinosus et de 0,39 a 3,12 mg/mL pour I'extrait hydro-éthanolique des feuilles de T. procumbens. La meilleure CMI (0,39
mg/mL) a été obtenue pour I'extrait de T. procumbens sur la croissance des souches de S. aureus. Les activités totales calculées
sont de 48,17 a 192,69 mL/g pour I'extrait de A. spinosus et de 42,43 a 339,48 mL/g pour T. procumbens. L’activité totale la
plus élevée est de 339,48 mL/g obtenue avec I'extrait de feuilles de T. procumbens sur la croissance des souches de S. aureus.
Cette valeur montre que I'extrait de 1 g de poudre de feuilles de T. procumbens peut étre dissout a 339,48 mL tout en ayant
les mémes effets antimicrobiens sur les souches de S. aureus.

D’autres études antérieures ont prouvé in vitro le pouvoir antimicrobien de T. procumbens [12, 19, 20]. Pai et al [20]. ont
étudié I'activité antimicrobienne des extraits a 'acétate d’éthyle de cette plante en obtenant des diamétres de zones
d’inhibition de 15, 13 et 13 mm respectivement sur les souches de S. aureus, S. typhi et Bacillus cereus. L’activité de T.
procumbens pourrait s’expliquer par la présence d’alcaloides, de tanins, de saponines et de flavonoides dont la présence a déja
été signalée. Les flavonoides sont connus pour étre synthétisés par les plantes en réponse a une infection microbienne. Les
tanins ont été rapportés pour leurs activités antimicrobiennes car, ils précipitent les protéines microbiennes, inhibant ainsi leur
croissance [21]. Tridax procumbens possede également une activité anti-inflammatoire, hépatoprotectrice, cicatrisante et
antidiabétique [19].
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Sheeba et al [22]. ont obtenu avec les écorces de tiges de A. spinosus, un diamétre de la zone d’inhibition de 14 mm pour
E. coli et 13 mm pour P. aeruginosa a des doses de 4,7 mg/disque et 3,8 mg/disque respectivement, en utilisant la méthode
des disques imprégnés. L'extrait aqueux des fleurs de A. spinosus a inhibé la croissance de S. aureus (10 mm). D’autres auteurs
ont également confirmé I'activité antimicrobienne de la plante [23, 24] mais son effet inhibiteur sur les souches de S.
typhimurium, S. flexneri et de C. albicans n’a pas encore été étudié. D’autres propriétés pharmacologiques ont également été
démontrées pour la plante telles que les activités antidiabétique et anticholestérolémique [25], antidiarrhéique et
antiulcéreuse [26], antifertilité [27], antiplasmodiale [28], antioxydante et antipyrétique [29].

4 CONCLUSION

Cette étude a permis d’évaluer I'activité antimicrobienne des extraits de A. spinosus et de T. procumbens, deux légumes-
feuilles consommés dans la région maritime du Togo. Les extraits hydroéthanoliques de ces plantes inhibent la croissance des
souches utilisées. Ces résultats démontrent le potentiel antimicrobien de A. spinosus et de T. procumbens, et supportent ainsi
leurs utilisations dans le traitement traditionnel des infections microbiennes. Toutefois, des études phytochimique et
toxicologique sont nécessaires afin de déterminer la nature des composés actifs et de prouver I'innocuité de ces plantes.
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