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RESUME
La bêta-lactamase à spectre élargi (BLSE) a été extraite d’une souche de Escherichia coli. Son activi-
té hydrolasique sur les β lactamines a été mise en évidence sur la benzylpénicilline par une méthode 
spectrophotométrique utilisant un indicateur de pH, le rouge de phénol (phénolsulfonephtaléine) dont 
le coefficient d’extinction molaire a été déterminé (εm = 5,88.103 mol-1 .L.cm-1).  
La moyenne des pourcentages d’inhibition de la BLSE par 11 extraits d’organes de 10 espèces végé -
tales qui inhibent à 100%  (groupe A) la croissance de la souche de E. coli productrice de BLSE est si-
gnificativement plus élevée que la moyenne des pourcentages d’inhibition de la BLSE par 5 extraits 
d’organes végétaux n’ayant aucune action inhibitrice sur la croissance de la souche de Escherichia 
coli (groupe B) ; (Z=4,05 ; p< 0,01). Chez les espèces végétales du groupe A on pourrait évoquer la 
coexistence d’un antibiotique stricto sensu et d’un inhibiteur de la BLSE. 
Mots clés : β lactamase à spectre élargi (BLSE), Escherichia coli, Antibiotique

ABSTRACT
Extended spectrum  β-lactamase (ESBL) has been extracted from an isolate of  Escherichia coli.  A 
spectrophotometric method has been developed for the determination of ESBL activity on β- lactam-
ins, based on the use of phenol red as pH indicator. The apparent molar absortivity of the complex 
was 5,88.103 mol-1 .L.cm-1 at 578 nm.
11 extracts of 10 plants inhibiting the growth of ESBL E. coli (group A) and 5 extracts of plants without 
any effect on the growth of ESBL E. coli were identified. The average inhibition of ESBL by group A is 
significantly higher than the average inhibition by group B (Z=4,05 ; p< 0,01).
Group A plants seem to contain an antibiotic compound responsible for ESBL E. coli growth inhibition 
and another compound involved in ESBL inhibition.
Keywords:  Extended  spectrum  β-lactamase  (ESBL),  β-lactamase  inhibitors,  Escherichia  coli,  
Antibiotic.

INTRODUCTION
Escherichia coli (E. coli) est responsable de 60 
à 80% des infections urinaires notamment des 
cystites, 20% des septicémies et 40% des mé-
ningites néonatales [1].
L’émergence  de  souches  d’entérobactéries 
productrices de bêta lactamase à spectre élar-
gi (BLSE) constitue un problème préoccupant. 
En effet,  ces germes sont responsables d’in-
fections nosocomiales assez fréquentes dans 
certains  services  hospitaliers  [2,3,4,5].  Par 
ailleurs, elles sont isolées de plus en plus chez 
des patients en consultation externe [6,7].
Les échecs thérapeutiques dus à l’émergence 
des  germes  multirésistants  imposent  le   re-

cours à de nouvelles sources moins onéreuses 
et plus accessibles à nos populations, pour le 
traitement  des  maladies  infectieuses :  les 
plantes  utilisées  en  médecine  traditionnelle 
pourraient répondre à ces exigences.
C’est dans cette optique que nous avons choisi 
15 espèces végétales africaines à activité anti-
microbienne  identifiées  antérieurement  dans 
notre laboratoire pour la détermination de leur 
action inhibitrice sur la  β-lactamase à spectre 
élargi de Escherichia coli. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES
Matériel
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La BLSE est extraite d’une souche de Escheri-
chia  coli productrice  de  BLSE.  Au  cours 
d’études antérieures dans notre laboratoire, 10 
espèces végétales ont inhibé à 100 %, la crois-
sance d’une souche de  Escherichia  coli  pro-

ductrice  de  BLSE  (Tableau  I).  5  autres  es-
pèces végétales n’ont eu aucune action inhibi-
trice sur la croissance de cette souche de Es-
cherichia coli (Tableau II).

Tableau I : 10 espèces végétales (groupe A) inhibant à 100% la croissance de la souche de E.  
coli productrice de BLSE

N° Espèces végétales Famille Organe utilisé

1 Baillonella toxisperma Sapotaceae   Ecorce

2 Boswelia dalzielii Burceraceae Ecorce

3 Carapa procera Meliaceae Fruit

4 Ceiba pentadra Bombacaceae Ecorce

5 Enantia chloranta Annonaceae Ecorce

6 Ficus exasperata Moraceae Feuille

7 Flacourtia flavescens willd Flacourtiaceae Feuille

8 Piptadeniastrum africanum Mimosaceae Ecorce

9 Terminalia superba Combretaceae Ecorce

10 Voacanga africana  Apocynaceae Ecorce, graine

Tableau II : 5 espèces végétales (groupe B) qui n’inhibent pas la croissance de la souche de E.  
coli

N° Espèces végétales Famille Organe utilisé

1 Trema orientalis Ulmaceae Feuille

2 Aloe barteri Aloeaceae Feuille

3 Alstonia boonei Apocynaceae Ecorce

4 Caloncoba welwitschii Flacourtiaceae Ecorce

5 Annona senegalensis Annonaceae Feuille

Les extraits totaux éthanoliques de ces 15 plantes de la pharmacopée africaine ont été testés sur la 
BLSE extraite de  Escherichia coli.  Ces espèces ont été identifiées et authentifiées par le Laboratoire 
d’Ecologie Appliquée de la Faculté des Sciences Agronomiques de l’Université d’Abomey-Calavi, Bé-
nin.

Méthodes
Extraction de la BLSE et action inhibitrice 
par les extraits végétaux 
Des extraits totaux éthanoliques ont été prépa-
rés  à  partir  d’organes  séchés,  réduits  en 
poudre.

La souche de Escherichia coli a été lavée puis 
mise en suspension dans du tampon de lyse 
(Tampon phosphate 10 mmol/l EDTA 5 mmol/l 
Triton X 100 0,6% pH 8,0) et soumise à un trai-
tement  de  lyse  par  un  sonificateur.  L’extrait 
brut obtenu est  concentré sur cellule AmiconR. 

Il  servira  pour  la  détermination  de  l’activité 
BLSE.
La détermination de l’Activité  de BLSE a été 
faite  en  s’inspirant  du  test  acidimétrique  en 
tubes en milieu liquide de Syre [8] décrite par 
Courvallin[9] 
Le substrat est la benzylpénicilline (1.000.000 U) 
dissoute dans une solution de rouge de phénol 
en tampon phosphate 10 mmol/l pH 7,0.
15 espèces végétales ont été étudiées : 10 es-
pèces végétales (soient 11 extraits totaux) in-
hibent à 100 % la croissance d’une souche de 
E. coli productrice de BLSE. 5 espèces végé-
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tales (soient 5 extraits totaux) n’ont aucune ac-
tion inhibitrice sur la souche de E. coli produc-
trice  de  BLSE.  Une  solution  aqueuse  à  200 
mg/mL  de  chaque  extrait  est  préalablement 
stérilisée par passage sur membrane de stérili-
sation  (diamètre 0,2 µm). 
La stérilité de l’extrait est confirmée par ense-
mencement  et  culture  sur  gélose  trypticase 
soja  et  bouillon trypticase soja  et coloration 
de Gram.
L’extrait brut de BLSE est incubé en présence 
de chaque solution aqueuse d’extrait végétal à 
une concentration de 6,15 mg/ml dans le mi-
lieu et le pourcentage d’inhibition de la BLSE 
par les extraits totaux d’organes est déterminé.
La souche de référence E. coli ATCC 25922 a 
été utilisée pour le contrôle de qualité.

Etudes statistiques  
Les contrôles de qualité des méthodes sont 
effectués à l’aide du calcul de la moyenne, de 
l’écart-type et du coefficient de variation.
La variable centrée réduite“Z” mesure la 
signification de la différence entre les 
moyennes pour un paramètre évalué au sein 
de deux  populations [10].

RÉSULTATS 
Extraction de la BLSE de E. coli
Les  contrôles  de  stérilité  de  l’extrait  brut  de 
BLSE avant et après concentration sur cellule 
Amicon étaient  satisfaisants.  Par  ailleurs, 
l’addition de l’azide de sodium pour la conser-
vation de l’extrait n’a eu aucun effet inhibiteur 
ou  activateur  sur  l’enzyme,  de  même  que 

l’éthanol qui a servi  de solvant pour le rouge 
de phénol.
 Le passage sur cellule Amicon a permis de 
concentrer 10 fois l’activité BLSE.   

Détermination de l’activité enzymatique 
Détermination  d’une  valeur  moyenne  du 

coefficient d’extinction molaire (εm)
La  droite  d’étalonnage  du  substrat-réactif  à 
578 nm est obtenue avec des concentrations 
en  rouge  de  phénol  allant  de  24,42  à  
195,34 µmol/L. 
Les pentes des droites d’étalonnage obtenues 
avec dix (10) séries successives conduisent à 
la détermination d’une valeur moyenne du co-
efficient d’extinction molaire (εm ) 
εm =  5,88  10–3µmol–1.L.cm-1 =  
5,88 103 mol –1.L. cm –1 
L’écart  type   σ  est  égal  à :  
6,15 10 2 mol -1.L.cm-1.
Le  coefficient  de  variation  (CV) est égal  à 
10,46%.

Inhibition de la BLSE par 16 extraits d’or-
ganes de 15 espèces végétales de la 
pharmacopée africaine

Les résultats des tests d’inhibition de la BLSE 
par  les  11  extraits  d’organes  de  10  plantes 
ayant  inhibé  à  100  %  la  croissance  d’une 
souche de E. coli productrice de BLSE et les 5 
extraits d’organes de plantes n’ayant aucune 
action inhibitrice  sur  cette  souche  sont  indi-
qués dans le Tableau III  et le Tableau IV res-
pectivement.

Tableau III : Inhibition de la BLSE par 11 extraits d’organes de10 plantes (groupe A) inhibant à  
100% la croissance d’une souche de E. coli productrice de BLSE

N° Espèces végétales
Famille

Organe uti-
lisé

Pourcentage d’inhibi-
tion (%)

1 Baillonella toxisperma Sapotaceae Ecorce 85

2 Boswellia dalzielii Burseraceae Ecorce 78

3 Carapa procera Meliaceae Fruit 62

4 Ceiba pentadra Bombacaceae Ecorce 70

5 Enantia chloranta Annonaceae Ecorce 75

6 Ficus exasperata Moraceae Feuille 91

7 Flacourtia flavescens willd Flacourtiaceae Feuille 82

8 Piptadeniastrum africanum Mimosaceae Ecorce 67

9 Terminalia superba Combretaceae Ecorce 90

10 Voacanga africana  Apocynaceae Ecorce 74

11 Voacanga africana  Apocynaceae Graine 82
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Tableau IV : Inhibition de la BLSE par 5 espèces végétales ( groupe B) qui n’inhibent pas la  
croissance de la souche de E. coli

N° Espèces végétales Famille Organe uti-
lisé

Pourcentage
d’inhibition (%)

1 Trema orientalis Ulmaceae  Feuille 64

2 Aloe barteri Aloeaceae Feuille 66

3 Alstonia boonei Apocynaceae Ecorce 73

4 Caloncoba welwitschii Flacourtiaceae Ecorce 67

5 Annona senegalensis Annonaceae Feuille 61

DISCUSSION 
Le  coefficient  d’extinction  molaire  obtenu  au 
cours des différentes séries de déterminations 
présente un CV de 10,46 % qui traduit une dis-
persion relativement acceptable puisqu’elle est 
proche de 10 % [11]. Néanmoins dans un sou-
ci  d’exactitude,  nous  nous  sommes  imposés 
de  réaliser  une  droite  d’étalonnage  pour 
chaque série de dosages.
A la concentration de 6,15 mg/mL, les 11 ex-
traits  totaux  d’organes  de  10  espèces  végé-
tales qui inhibent à 100 % la croissance de la 
souche  de  E.  coli productrice  de  BLSE 
exercent  également  une action inhibitrice im-
portante sur la BLSE extraite de E. coli. Cette 
action correspond à des pourcentages d’inhibi-
tion allant de 62 % à 91 % (Tableau III).
5 espèces végétales sans action inhibitrice sur 
la croissance de la souche de E. coli exercent 
néanmoins  une  action  inhibitrice  non  négli-
geable sur la BLSE extraite de  E. coli. Cette 
action correspond à des pourcentages d’inhibi-
tion allant de 61 % à 73 % (Tableau IV).
La moyenne du pourcentage d’inhibition exer-
cée par les espèces végétales du groupe A est 
significativement plus élevée que la moyenne 
du pourcentage d’inhibition exercée par les es-
pèces  végétales  du  groupe  B  
(Z = 4,05 ; p< 0,01).

Les 10 espèces végétales dont les extraits to-
taux  inhibent  à  100  %  la  croissance  de  la 
souche  de  E.  coli  productrice  de  BLSE 
semblent  receler  d’une  part  un  principe  actif 
qui inhibe un processus métabolique impliqué 
dans  la  croissance  de  la  bactérie  et  d’autre 
part un principe actif inhibiteur de la BLSE se-
crétée par E. coli. 
A la différence, les 5 espèces végétales dont 
les extraits  totaux n’ont  aucune action sur  la 
croissance de la souche de E. coli n’expriment 
qu’une activité inhibitrice de la BLSE plus atté-
nuée.

Chez les espèces végétales du groupe A, on 
pourrait  évoquer  la  coexistence  synergique 
d’un  antibiotique  stricto  sensu et  d’un  inhibi-
teur, avec une potentialisation réciproque des 
effets de ces deux principes actifs. Ce type de 
synergie est retrouvé dans quelques associa-
tions  médicamenteuses (Amoxicilline  +  acide 
clavulanique et Pipéracilline + tazobactam etc.) 
utilisées avec succès dans le traitement des in-
fections à germes multirésistants aux antibio-
tiques  [12].  Cette  potentialisation  des  effets 
pourrait expliquer cette action inhibitrice sur la 
BLSE  significativement  plus  élevée  dans  le 
groupe  A  que  dans  le  groupe  B  
(Z = 4,05    p < 0,01).
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