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ABSTRACT: Treatment failures and the more high cost of treatment of infections caused by resistant bacteria called to find
other care alternatives. This study was initiated to evaluate the antibacterial activity of the aqueous extract from Hunteria
ebunea stem bark on multi-resistant strains. The methods of diffusion in agar and liquid media were used for susceptibility
testing and MIC and MBC determination. The tests were performed on four multi-resistant strains isolated from patients and
three reference strains were used as control. The minimum inhibitory concentrations of the extracts ranged from 3,12
mg/mL and 50 mg/mL and minimum bactericidal concentrations between 25 mg/mL and 100 mg/mL. The results obtained
show that all the bacterial strains are sensitive to aqueous total extract. This extract is bactericidal on S. aureus, E. coli and
bacteriostatic on P. aeruginosa. This migth justify the use of Hunteria eburnea trunk back in the treatment of various
infections in traditional settings.

KEYWORDS: Hunteria eburnea, aqueous extract, MIC, MBC, Ivory Cost.

RESUME: Les colits de plus en plus élevés des traitements des infections dues aux bactéries résistantes appellent a trouver
d’autres alternatives de soins. La présente étude a été initiée dans le but d’évaluer I'activité antibactérienne de |'extrait
aqueux de I'écorce de tronc de Hunteria eburnea sur des souches multi-résistantes. Les méthodes de la diffusion en milieu
gélosé et en milieu liquide ont été utilisées pour le test de sensibilité et la détermination de la CMI et de la CMB. Les
différents tests ont été effectués sur quatre souches multi-résistantes isolées chez des malades et trois souches de référence.
Les concentrations minimales inhibitrices des extraits varient entre 3,12 mg/ml et 50 mg/ml et les concentrations minimales
bactéricides entre 25 mg/mL et 100 mg/ml. Les résultats obtenus montrent que toutes les souches bactériennes sont
sensibles a I'extrait total aqueux. Cet extrait est bactéricide sur S.aureus, E.coli et bactériostatique sur P.aeruginosa. Ceci
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pourrait justifier I'utilisation de I'écorce de tronc de Hunteria eburnea dans le traitement de diverses infections en milieux
traditionnels.

MOTS-CLEFS: Hunteria eburnea, extrait agueux, CMI, CMB, Céte d’Ivoire.

1 INTRODUCTION

Depuis leur apparition, les antibiotiques sont restés le moyen privilégié de lutte contre les infections bactériennes.
L'apparition des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques et leur diffusion dans les populations constituent un
phénomene émergent majeur ; cette évolution se traduit par des taux élevés de résistance de certaines espéces
bactériennes a plusieurs familles d’antibiotiques qui étaient sensibles il y a quelques années [1,2]. A l'instar de certains pays
d’Afrique, de nombreux cas de bactéries multi-résistantes sont rapportés en Cote d’lvoire [3,4]. Si la découverte et
I'utilisation des antibiotiques ont été a I'origine des plus grands succés de la médecine, aujourd’hui, I'émergence et la
diffusion des bactéries multi-résistantes dans les populations humaines sont devenues des problémes de santé publique tres
préoccupants [5]. De ce fait, la recherche de nouvelles molécules est devenue nécessaire et d’actualité. Ces derniéres années
les recherches sur les plantes ont eu un impact significatif dans la lutte contre les maladies infectieuses. C'est dans cette
optique que nous avons entrepris une enquéte ethnobotanique dans le centre Ouest de la Cote d’lvoire (Département
d’Issia) sur les plantes utilisées dans le traitement des maladies microbiennes. Cette étude nous a permis de sélectionner
Hunteria eburnea et d’évaluer les propriétés antibactériennes de I’extrait aqueux de I’écorce du tronc sur la croissance in-
vitro de quelques souches bactériennes multi-résistantes.

2  MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL
2.1.1 MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal utilisé est constitué des écorces de tronc de Hunteria eburnea récoltées dans le Département d’Issia
en Ao(t 2013 dont l'identification a été faite par le Centre National de Floristique de I’Université Felix Houphouét Boigny de
Cote d’lvoire. Le numero d’identification est : 01 /06/1981, Aké-Assi 15904, Forét du Banco.

2.1.2 SOUCHE BACTERIENNE TESTEES

Pour évaluer I'activité antibactérienne de Hunteria eburnea, six (6) souches bactériennes de la banque de I'Unité des
Antibiotiques, des Substances Naturelles et de la surveillance des Micro-organismes aux Anti-infectieux (ASSURMI) de
I'Institut Pasteur de Cote d’ Ivoire (IPCI) ont été utilisées. Il s’agit de 3 souches de référence (P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922 et S. aureus ATCC 25923) et 3 souches infectieuses isolées sur des malades hospitalisés du CHU de Cocody (E.coli
BLSE 1087 C /13, P. aeruginosa IMP-1 865 C /10 et S. aureus METI-R 1532/13)

2.2 METHODES
2.2.1  ETUDE MONOGRAPHIQUE DE HUNTERIA EBURNEA

Pour permettre une identification facile de cette plante en milieu naturel, une étude monographique complete a
été réalisée ; elle a pris en compte :

—la famille botanique de la plante ;

— les généralités sur cette famille botanique ;

— la description détaillée de la plante ;

— la répartition géographique de cette plante ;

— quelques usages thérapeutiques traditionnels dans la pharmacopée ouest-africaine.
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2.2.2 PREPARATION DES EXTRAITS TOTAUX

Préparation des extraits : Les écorces de tige de Hunteria eburnea récoltées, ont été rincées a |'eau et séchées a I'abri du
soleil. Ces organes végétaux séchés ont été ensuite réduits en poudre fine grace a un broyeur électrique IKA-MAG RTC. On
obtient une poudre de couleur grise. Les extraits totaux ont été préparés selon la méthode décrite par Zirihi et al [6]. Extrait
total aqueux : Cent grammes (100 g) de poudre des écorces sont homogénéisés dans 1 litre d’eau distillée dans un Blender
(Mixer) de marque Life’s Superb (LS-317) pendant trois fois trois minutes a la température ambiante. L'homogénat obtenu
est filtré successivement sur du coton hydrophile puis sur du papier Wattman (3 mm). A I'aide d’une étuve réglée a 50°C, le
solvant d’extraction est éliminé. L’évaporat sec est récupéré sous forme de poudre et constitue I’extrait total aqueux (ETA).

223 CALCUL DU RENDEMENT

Il consiste a faire le rapport de la masse de I'extrait sur la masse de la poudre végétale qui a servi pour I'extraction
multiplie par 100, selon la formule suivante :

r=(mx100)/ M

(r: rendement d’extraction ; m : masse de I’extrait ; M : masse de la poudre).
2.2.4  ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES EXTRAITS VEGETAUX
2.2.4.1  TEST DE SENSIBILITE

La sensibilité des souches aux extraits de plantes a été déterminée selon la technique de diffusion en milieu gélosé. Les
milieux de Mueller Hinton ont été ensemencés par inondation. A I'aide d’un emporte-piéce stérile, des puits d’environ 6
mm de diametre ont été effectués dans la gélose. Chaque puits a regu 80 pl de la substance a tester aux concentrations 200,
100, 50, 25, 12,5, 6,25 et 3,12 mg/ml. Aprés 30 min de diffusion a la température du laboratoire, les boites de Pétri ont été
incubées a 37 °C pendant 18 a 24 h. La présence ou non d’une zone d’inhibition a été observée [7]. L'interprétation a été
faite selon Duraffourd et Ponce [8,9].

2.2.4.2 PREPARATION DE L'INOCULUM

L'inoculum bactérien a été préparé a partir de colonies de moins de 24 h en bouillon Mueller Hinton (BMH). Une colonie
isolée de la culture bactérienne a été prélevée a 'aide d’une anse de platine et homogénéisée dans 10 ml du bouillon puis
incubé pendant 3 a 5 h a 37 °C pour avoir une pré-culture. Un volume de 0,01 ml ou 0,1 ml ou 1 ml a été prélevé
respectivement pour les Pseudomonas, les entérobactéries et les Staphylocoques et a été ajouté a 10 ml de BMH stérile.
Cette suspension bactérienne réalisée est évaluée a environ 106 cellules/ml et constitue la dilution 100 ou I'inoculum pur

2.2.4.3 NUMERATION DE L INOCULUM

La numération de lI’inoculum a été réalisée par une dilution au 10éme a partir de I'inoculum pur. On a obtenu 4 dilutions a
107,107 1073, 10™. Ces différentes dilutions ainsi que Iinoculum pur ont été ensemencés a I'aide d’une anse calibrée de 2 pl
par stries de 5 cm de long sur une gélose Mueller Hinton puis incubés a 37 °C pendant 24 h. Cette préparation constitue la
boite A.

2244 PREPARATION DE LA GAMME DE CONCENTRATION DES EXTRAITS VEGETAUX

La gamme de concentration de |'extrait végétal a été préparée dans sept tubes a essais numérotés de 1 a 7 par la
méthode de la double dilution selon une progression géométrique de raison 1/2.

2.2.4.5 INOCULATION

Dans une série de huit tubes a hémolyse numérotées de C, a Cg, on a introduit 1mL de I'inoculum pur. Ensuite, on a ajouté
dans les tubes, 1ml d’extrait végétal selon la gamme de concentration préparée. Cette répartition d’extrait végétal a été faite
de sorte que 1ml d’extrait végétal de 200 mg/ml soit transféré dans le tube C,, le tube C, a recu 1 ml de 100 mg/ml ainsi de
suite jusqu’au tube C; qui a recu 1ml de la solution a 3,12 mg/ml. Le tube Cg a regu en lieu et place de I'extrait végétal, 1 ml
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de BMH stérile qui a servi de témoin de croissance. Du fait de la dilution volume/volume ainsi réalisée, la concentration dans
les tubes a été réduite de moitié. Ces tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 h.

2.24.6 DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de croissance visible a I'ceil nu apres un
temps d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a été faite par observation du trouble induit par la croissance des germes
étudiés dans chaque tube. La CMI a été la plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas eu de trouble observé a I'ceil nu.

2.2.4.7  DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE BACTERICIDE (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de substance qui laisse au plus 0,01% de
germes survivants. A I'aide d’une anse calibrée a 2 pl, les contenus des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont
été prélevés et ensemencés sur une gélose Mueller-Hinton en commencgant par le tube de la CMI. L’'ensemencement a été
fait par stries paralléles de 5 cm de long a la surface de la gélose (Boite B). Aprés 24 h d’incubation a I'étuve a 37 °C, le
nombre de colonies sur les stries a été comparé a celles de la boite de numération de I'inoculum (Boite A). Ainsi, le premier
tube expérimental dont le nombre de germes présents sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10"
correspondra a la CMB [10,11].

3 RESULTATS
3.1  ETUDE MONOGRAPHIQUE DE LA PLANTE

Hunteria eburnea appartient a la famillle des apocynaceae.
e La Famille des Apocynaceae

Les Apocynaceae sont actuellement I'objet d’un grand nombre d’études botaniques, chimiques et pharmacologiques dans
le monde entier, car beaucoup d’espéces sont riches en alcaloides ou en hétérosides présentant une grande activité
physiologique.

Ce sont des lianes ligneuses, des arbrisseaux, des arbustes ou des arbres, rarement des herbes.

Les feuilles sont simples entiéres, opposées ou verticillées, sans stipules. Les inflorescences sont généralement cymeuses.
Les fruits sont des baies, des drupes, des capsules ou des follicules. La flore de Cote d’lvoire compte 74 espéces
d’Apocynaceae [12].

e Hunteria eburnea Pichon
Nom vernaculaire Bété: Krigbiyi
* Description:

Hunteria eburnea est un arbuste ou petit arbre a écorce lisse trés mince, entaille brune, latex blanc. Les feuilles sont
simples, opposées, elliptiques a oblongues glabres, il y a 12 a 24 paires de nervures. Les inflorescences sont en petit cymes
terminales ou axillaires. Les fleurs sont blanches odorantes de Décembre a Avril. Les fruits sont globuleux accouplés, jaune
orangé a maturité de diamétre environ 5 cm. Dans le fruit, il y a 10 a 12 graines enfouies dans une pulpe gélatineuse. C’est
une espece des sous-bois des forets humides (Figure 1).

e Répartition géographique:

Cette espéce est représentée dans les foréts denses humides africaines.

e Utilisation thérapeutique:

Les écorces de tige sont utilisées aprés décoction en boisson contre les maladies microbiennes dans la région de Daloa
(Cote-d’Ivoire) et contre le paludisme.

En Sierra Leone, on prépare avec I'écorce de Hunteria eburnea un décocté amer qui est employé comme stomachique et
en lotion pour traiter la fiévre.
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Fig 1 : Rameau feuillé de Hunteria eburnea (photo,kanga 2014)

3.2 RENDEMENT DE L’EXTRACTION

Rendement de I'extrait total aqueux (ETA) : Pour 50 grammes de poudre de Hunteria eburnea nous avons obtenu 5
grammes d’extraits totaux aqueux soit r = 10%.

Résultat de I’évaluation de I’activité antibactérienne
33 TEST D’EFFICACITE

L’extrait aqueux de Hunteria eburnea a eu une activité sur toutes les souches infectieuses. Ses deux plus grandes activités
avec des zones d’inhibition de 19,7 mm et 20,7 mm de diameétre, sont observées sur Staphylococcus aureus 1532 C/10
résistant a la méthycilline et sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 qui est une souche de référence (Figure 2). Les résultats
sont donnés dans les Tableaux 1 et 2.

Tableau 1: Test d’efficacité avec I’extrait aqueux de Hunteria eburnea sur 3 souches

concentration en Zone d’inhibition (mm) sur les souches bactériennes résistantes

mg/mL S. aureus P. aeruginosa IMP-I E. coli
1532C/13 865C/10 1087C/13

200 19,740,6 1010 14,66+0,6

100 1810 7,310,6 1310

50 15,310,6 0 10,310,6

25 12,740,6 0 7,310,6

12,5 1110 0 0

6,25 9+0 0 0

3,12 5+0 0 0
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Tableau 2: Résultats du test d’efficacité avec I'extrait aqueux de Hunteria eburnea sur les souches de référence

concentration en Zone d’inhibition (mm) sur les souches de références bactériennes
mg/mL S. aureus P. aeruginosa E. coli
ATCC 25923 27853 ATCC 25922 ATCC
200 20,7+0,6 9+0 10,310,6
100 19,740,6 5,7£0,6 710
50 1610 0 0
25 1310 0 0
12,5 10,310,6 0 0
6,25 0 0 0
3,12 0 0 0

Fig 2 : Zones d’inhibitions de I'extrait aqueux de I’écorce de Hunteria eburnea

EDS : eau distillée stérile
3.4  DETERMINATION DES PARAMETRES ANTIBIOTIQUES

Extrait aqueux de Hunteria eburnea

L’extrait aqueux des écorces de tige de Hunteria eburnea est bactéricide sur 70% des souches testées sauf sur
Pseudomonas aeruginosa . |l est actif sur Staphylococcus aureus résistant a la méthycilline 1532C/10 avec une CMI de 12,5
mg/mL . La plus petite valeur de CMB est de 25 mg/ mL. La CMB de I'extrait aqueux de Hunteria eburnea sur E. coli BLSE
1087C/13 est de 100 mg / mL (Tableau 3).

Tableau 3 : CMI et CMB de I’extrait aqueux de Hunteria eburnea.

CMI (mg/ml)  CMB (mg/ml) cMI/CMB Pouvoir

S. aureus METI-R 25 25 1 Bactéricide
1532C/13

P. aeruginosa 865C/10 IMP-| 6,25 50 8 Bactériostatique
E. coli 1087C/13 BLSE 50 100 2 Bactéricide

E. coli ATCC 25922 50 100 2 Bactéricide

S. aureus ATCC25923 12,5 25 2 Bactéricide

P. aeruginosa 27853 3,12 25 8 Bactériostatique

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice, CMB : Concentration Minimale Bactéricide
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4 DISCUSSION

L'activité antibactérienne des écorces de Hunteria eburnea, a été réalisé sur la base des informations recueillies auprés
des tradipraticiens. L'évaluation de I'activité antibactérienne a été réalisée sur 7 souches bactériennes. Nous avons vérifié
d’abord la stérilité des extraits aqueux puis nous avons effectué le test d’efficacité. A la suite du test d’efficacité, |'extrait
aqueux a eu des zones d’inhibition sur toutes les souches étudiées. On pourrait donc dire que les composés responsables de
I'activité biologique sont solubles dans I'eau. Aussi cette forte activité de I'extrait aqueux peut étre due a des molécules
hydro-solubles. Toutes les souches bactériennes testées ont présenté différentes sensibilité a I’extrait aqueux de I'écorce de
tige de Hunteria eburnea. Les tests de |’extrait aqueux de I'écorce de tige de Hunteria eburnea en milieu liquide gélosé ont
montré, comparativement aux témoins de croissance, une variation décroissante de la turbidité des tubes au fur et a mesure
que la concentration de I'extrait augmente. Cela montre que cet extrait manifeste une activité antibactérienne en inhibant la
croissance in-vitro des différentes souches étudiées. Selon Marmonier lorsque le rapport d’activit¢ CMB/CMI d’une
substance antimicrobienne est inférieur ou égale a quatre cette derniere est qualifiée de substance bactéricide et si le
rapport est supérieur a quatre, alors elle est dite bactériostatique [13].

En effet, I"extrait aqueux présente des valeurs de CMI allant de 3,12 a 50 mg/mL et des valeurs de CMB allant de 25 a 100
mg/ml. Il est bactéricide sur toutes les souches étudiées sauf sur 2 bactéries que sont Pseudomonas aeruginosa |MP-I
865¢/10, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923.

Les travaux effectués sur I'étude chimique des écorces de Hunteria eburnea ont montré que les espéces du genre
Hunteria sont trés riches en alcaloide et bien d’autres composés chimiques [14]. Selon Millogo Koné et al les alcaloides
présents dans une apocynaceae Holarrhena floribunda exercent une activité antibactérienne [15]. On pourrait donc dire que
I'activité antibactérienne de I'extrait aqueux de I'écorce de tige de Hunteria eburnea observées sur toutes les souches est
peut étre due aux alcaloides présents dans I'écorce de tige. Tabernaemontana crassa Benth, une autre apocynaceae a
montré une bonne activité antimicrobienne selon Biyiti L.F et al [16]. On pourrait donc dire que les espéces de la famille des
Apocynaceae possedent une activité antibactérienne similaire. La différence des parameétres antibactériens et du pouvoir
bactéricide ou bactériostatique de I’extrait vis a vis des souches peut étre di a leurs profils. Elle peut aussi s’expliquer par les
différents mécanismes et modes par lesquels chaque bactérie assure et organise sa résistance aux antibiotiques [17,18].

5 CONCLUSION

Notre étude qui a consisté a évaluer I'activité antibactérienne de Hunteria eburnea, plante médicinale utilisée dans le
Département d’Issia dans le traitement des maladies microbiennes a confirmé son utilisation sur le plan scientifique. En effet
I'extrait aqueux a été actif sur les S.aureus METI-R, E.coli BLSE, qui sont des bactéries qui présentent de grandes résistances
aux antibiotiques utilisés en pratique courante. L’extrait aqueux des écorces de tige de Hunteria eburnea pourrait donc
constituer une alternative moins coliteuse pour le traitement des infections bactériennes.

LISTE DES ABREVIATIONS

S. Aureus : Staphylococcus aureus

E. coli : Escherichia coli

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa
METI-R: Resistant a la methycilline

IMP: imipénéme intermédiaire

BLSE : Betalactamase a spectre élargi

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice,
CMB : Concentration Minimale Bactéricide
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