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RESUME

Dans le butd apporter notre contribution a la lutte contre hagcoses
opportunistes en forte recrudescence chez les smbtid SIDA, notre équipe
a testé différents extraits végétaux (aqueux, éfligare, butanolique,
hexanique, et acétalique) de TEKAM, une poudre tag@®btenue a partir
d’'une combrétacée sur la croissamteitro de Candida albicansCandida
albicans est sensible aux différents extraits de TEKAM. Hales huit
extraits testés, % possede la plus forte activité inhibitrice (CMF= 45
pg/mL). La méthode de préparation de I'extraity X par partitions de
I'extrait éthanolique dans une succession de plusisolvants est une bonne
voie pour arriver a une meilleure concentration glascipes actifs.

Mots-clés : Combretaceae, extraits végétaux, activité anticaosique,
champignons opportunistes ahekCandida albicans

ABSTRACT
Assessment of the antifungic activity of TEKAM anexcerpt of plant
on the growth in vitro of Candida albicans

In order to bring our contribution to struggle agsdithe opportunist mycosiss
in strong upsurge at the patients of the AIDS, team tested different plant
excerpts (aqueous, ethanolique, butanolique, hguaniand acetalique) of
TEKAM, a plant powder got from a combretacaee anithvitro growth of
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Candida albicans. Candida albicans is sensitivineodifferent excerpts of
TEKAM. Among the eight tested excerpts; Xpossesses the strongest
inhibitory activity (CMF =45 pg /mL). The method @ireparation of the
excerpt (X2 by partition of the excerpt ethanolique in a ®sston of
several solvents is a good way to arrive to a betiacentration of the active
principles.

Keywords : Combretaceae, plant excerpt, anticandidosic agtjvit
opportunist mushrooms, Tek@andida albicans.

I - INTRODUCTION

La lutte que nous menons contre les infectionfosde sur le fait que ces
vingt derniéres années ont vu une nette recrudesceles pathologies
infectieuses, aggravées depuis 1980 par l'avénemestrécidives et des
maladies nouvelles dont les infections a VIH etr leancert d’infections
opportunistes [1-22]. Parmi ces infections oppasgi@#s, on compte aussi
bien des viroses, des bactérioses que des mycdgasveau des mycoses,
les candidoses, les cryptococcoses et les asjpsasgliconstituent le trio de
téte. Elles sont devenues de nos jours, un réblgre de santé public.

Par ailleurs les populations africaines, du fais @entextes économiques
difficiles, n'ont pas tous acces aux produits prereutiques importés. De ce
fait elles ont de plus en plus recours aux plantédicinales locales pour se
soigner.

Pour aider les populations démunies a tirer unaeahtage de l'usage de ces
plantes médicinales, de leur pharmacopée, notrépe&qde recherche a
entrepris, depuis plus d'une dizaine dannées, ali@&ar sur le plan
scientifique,l’ efficacité des plantes a vertus thérapeutiquesest isoler les
principes actifs. Pour y parvenir, nous avons met&s enquétes
ethnobotaniques qui ont abouti a la sélection dsi@lirs plantes auxquelles
on préte des vertus anti infectieuses et qui soéd utilisées par les
tradithérapeutes. Plusieurs travaux ont déja ét&snen vue d’évaluer le
pouvoir antimicrobien de certaines de ces plaritéB,24].

La présente étude vise a faire le point des résuttancernant les tests
d’évaluation de l'activité anticandidosique de THWA un extrait d'une
combrétacée de la pharmacopée ivoirienne.
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Il - MATERIEL ET METHODES
[I-1. Préparation des extraits totaux

L’écorce de TEKAM a été récoltée, découpée et schi@bri du soleil.
Aprés leur séchage, les éléments vegétaux ontriidnt broyés dans un
broyeur électrique. La poudre obtenue a été nonira&AM.

Pour obtenir les extraits totaux aqueux et éthgnek, la poudre de TEKAM
a été extraite comme suit :

Cent grammes de poudre IEKAMont été extraits dans un litre de solvants
(eau distillée ou éthanol 70 %) par broyage dansblemder (mixer).
L’homogénat obtenu est d’abord essoré dans un chréssu, puis filtré
successivement deux fois sur du coton hydrophilsuetdu papier filtre
Wattman. Le filtrat obtenu est concentré a l'aidendévaporateur rotatif de
type Blcher a la température de 60°C.

L’extrait éthanolique est évaporé a sec, par cofietrait aqueux est
seulement concentré pour avoir une pate qui egphliisée. L’'extrait
éthanolique est appelé TEKAMu X, et I'extrait aqueux TEKAMag ou
Xag.

Trois portions de 10 grammes de s6nt constituées et soumises séparément
a partition dans 100 mL de trois différents mélande solvants (hexane-eau;
acétate d'éthyle-eau ; Butanol-eau 50/50 ; v/v).réSpdécantation, les
différentes phases ont été séparées et conceidtriéade d'un évaporateur
rotatif. On obtient respectivement les extraityants :

X1.1: la phase hexanique.

X12: la phase aqueuse issue de la partition hexane-ea

X,1: la phase acétatique.

X222 la phase aqueuse issue de la partition acéteteylk-eau.

Xs1: la phase butanolique.

X32: la phase aqueuse issue de la partition butanol-e

Tous les huit extraits ont été testés séparémentstroissancén vitro de
Candida albicans

[I-2. Champignons testés

La souche de champignon a savoi€andida albicanssur laquelle nous
avons fait les tests microbiologiques, a été freuar le laboratoire de
mycologie del’ UFR des Sciences Médicales de Université de Gocod
(Abidjan, Cobte d’lvoire). Ces germes ont été isoldss patients en
provenance du service des maladies infectieus€Hllide Treichville.
Candida albicans.gest un champignon opportuniste qui est a l'origidee

Bognan A. Auguste Jacques ACKAH et al.



122 Rev. Ivoir. Sci. Technol., 11 (2008) 119 — 129

diverses mycoses cutanées, mugqueuses, phanériesg@s;eémiques ou
viscérales. Ses infections généralisées chez dgets siséverement
immunodéprimés conduisent souvent a des décesd|2%]2

[I-3. Préparation des milieux de culture

Les cultures deCandida albicansont été faites sur milieu Sabouraud
(BIOMERIEUX/ Réf : 51078 : 777666501). incorporation des difféerents

extraits végétaux a la gélose Sabouraud a ég salbn la méthode de la
double dilution, en tubes penchés [17,26]. Tousebesaits ont été testés

séparément. Chaque série comporte pour chaquet exédgétal 9 tubes tests

contenant les extraits végétaux et 2 tubes ténubams un est sans extrait
végétal, servant de contrdle de croissance desegeffautre sans germes et
sans extrait servant de controle de la stériliténidieu de culture. Pour les 9

tubes tests, les concentrations varient de 156Qug/®L selon une liaison

géomeétrique de raison %.

Apres l'incorporation des extraits, tous les 1lewlile chaque série sont
stérilisés a l'autoclave a 121°C pendant 15 minetesnsuite inclinés avec
petit culot a la température de la salle afin damttre leur refroidissement
et la solidification de la gélose [17,24,26].

I1-4. Essai antimicrobien

L’inoculum est préparé a partir des cultures jeudeSandida albicangagés
de 48 heures d'incubation). La suspension mére (di) concentrée & £0
cellules/mL est d’ abord préparée, par homogénéisat’'une colonie de
Candida albicansdans 10 mL d'eau distillée stérilisée. A partir e
suspension 10 une seconde suspension tL@st préparée par dilution au
1/1F™¢de la premiére. Cette derniére est concentrée éslldles/mL.

Pour chacun des tubes a essai de chaque sérialitlextnaits de plante, la
culture des germes a été faite sur des milieuxépigmment préparés par

I’ ensemencement en stries transversales (jusquiseépent) de 1QL de la
suspension I8 Cela correspond & 1000 cellules ensemencées.

Les cultures ainsi réalisées ont été incubées’@.38prés 48 heures et 72
heures d’incubation a 30°C, les colonies @andida albicansont été
dénombrées par comptage direct grace a un styfptear de colonies (N°
de série23382 de marque Scinceware de Bel-Art). La crossatans les 9
tubes expérimentaux de chaque série a été évalmépoercentage de
survivance, par rapport a 100 % de survivance dantibe témoin de
contrdle de croissance [4,6,7,27].
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Le traitement des données expérimentales a permisdéerminer les

parametres antifongiques suivants :

Concentration minimale fongicide (CMF). C’est lancentration d’extrait

dans le tube qui donne 99,99 % d’inhibition compaement au tube témoin
de contrble de croissance. Inversement, c’est tecartiration d’extrait du

tube qui laisse une survivance de 0,01 % par rappotemoin de contrble de
croissance.

Concentration pour cinquante pour cent d’inhibitig@lsg). C'est la
concentration qui donne 50 % d’inhibition, estinpée rapport au nombre de
colonies dénombrées dans le tube témoin de cordedlzoissance. C’est un
parametre déterminé graphiquement.

Il - RESULTATS

Apres 48 heures d’incubation a 30°C, on observe pemativement au
témoin, une baisse progressive du nombre de cala@€andida albicans
au fur et a mesure que les concentrations desitex@gétaux augmentent
dans les tubes expérimentaux. Cela est observétpatas les séries des huit
extraits.

Des inhibitions nettes et effectives ont été obesnua différentes
concentrations selon les extraits. Les valeurs @& (concentration
minimale fongicide) pour les huit extraits sont sigmées dans [€ableau 1.
Les données expérimentales traduites sous formeodebes de sensibilité
sont réesumeées a kgure 1.

Tableau 1 :Valeurs des paramétres antifongiques des différextraits
de TEKAM a 30°C et a 48 Hhdiibation des cultures de
Candida albicans

Différents extraits de TEKAM Paramétres antifongiques
X aq Cl so pg/mL CMF pug/mL
550 780
Xo 150 195
X11 70 395
X12 10 45
Xo1 60 195
X520 20 95
X3.1 580 1560
X320 50 195
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Figure 1 : Sensibilité de Candida albicans aux différentsatdrde TEKAM.

De facon générale, toutes les courbes des huiitxtont une allure
décroissante, avec des pentes plus ou moins fadgs®xtraits Xo, Xz.2, X2.1

et Xz2 ont des courbes ayant les pentes relativemergsfosingulierement
celle de X, tandis que X et X;;ont des courbes a pentes moyennes. Les
pentes les plus faibles sont observées avec celléad et particulierement
I'extrait X3 ;. Les valeurs des &l(concentration pour 50 % d’inhibition) des
différents extraits sur les courbes de sensibibt#, été consignées dans le
Tableau 1.

IV - DISCUSSION

Afin de vérifier les vertus anti-infectieuses ack®es a TEKAM, nous avons
de prime abord préparé I'extrait aqueux étant dajuel’eau est le solvant le
plus utilisé pour la préparation des recettes ti@athelles.

Dans la seconde partie de notre étude, vu les Bgmerdormances obtenues
avec l'extrait aqueux, nous avons voulu savoir@isipouvions ameéliorer
l'activité des extraits en utilisant d’'autres saits pour I'extraction. Au
regard des travaux dgirihi et Kra [24], nous avons choisi le mélange
éthanol eau 70/30(v/v) comme solvant d’extracti@est a partir de ce
solvant que nous avons prépareé I'extrait éthanelicpdifié X.

[ analyse des résultats des tests antifongiqueslageextraits de TEKAM
montrent queéCandida albicansest sensible a tous les 8 extraits testés (CMF
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Xaq= 780 pg/mL, CMF ¥= 195ug/mL, CMF X ;= 395ug/mL, CMF X =
45ug/mL, CMF %= 195ug/mL, CMF X = 95 pg/mL, CMF %= 1560
pg/mL et CMF X% = 195ug/mL). Aucun cas de résistance n'a été noté.
Toutefois les performances des extraits varieminskgs solvants. Les valeurs
des concentrations inhibitrices obtenues révélem lgs extraits ont des
activités antifongiques plus ou moins accentuées.

Pour ces extraits, nos résultats montrent qu’iluna diminution progressive
du nombre de colonies en fonction de 'augmentadi®ita concentration des
différents extraits dans les tubes. Nous en dédsismeCandida albicans
est sensible aux difféerents extraits IBEKAM selon une relation dose-
reponse. La&igure 1 récapitule toutes les courbes de sensibilité dodrdits
testés su. albicans Elle permet une comparaison des performancegsle c
8 extraits. Notons que plus la pente d’'une cousbdoste c'est-a-dire plus la
pente se rapproche de I'axe des ordonnées, pkisaieconsidéré est actif.

Sur cette figure, on constate que de fagon générmalees les 8 courbes ont
une allure décroissante avec des pentes plus awsrfarites. Sur la base des
valeurs relatives de ces pentes, ces courbes peétrenregroupées en 3
catégories :

- Les courbes dont les pentes sont tres faiblepiietilustrent I'activité des
extraits de X% 1et Xaq.

- Les courbes ayant des pentes a valeur moyegeé X ;.

- Les courbes ayant des pentes fortes correspoadardctivités de X Xz,
X2.2, €t Xg2. Parmi elles, celle de 1% possede la plus forte per{teigure 1

et Tableau 1).

Nos résultats révelent que la valeur de la CMF dg &st 780ug/mL et celle
de X est 195 pg/mi(Tableau 1). Cela justifie donc l'utilisation de la plante
en milieu traditionnel comme antimicrobien. La cargson des activités de
I'extrait aqueux et de I'extrait éthanolique surblase des CMF, montre que
Xo(CMF =195 ng/mL) est 4 fois plus actif que Xaq.

La comparaison des performances de cet extrait Bexitait aqueux de
MISCA ayant une valeur de CMF = 150000 pg/mL suteceméme souche
[17,25,27,28] montre que TEKAM est nettement plets §192 fois).

De plus, la comparaison de nos résultats avec deuxihiri et Kra [24]
révele que les extraits aqueux et éthanolique deAMEsont nettement plus
actifs que les extraits de PYMI (PYMICMF = 50000 pg/mL ; PYM],
CMF= 25000 pg/mL). En fait, Xaq eto)$ont respectivement 64 et 131 fois
plus actifs.

Pour la suite des travaux, nous avons voulu aneglles performances de X
en faisant des partitions avec plusieurs solvaissque décrit dans la partie
“méthode”. Ces partitions nous ont donné six akf codifies X1, Xi2
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X21, X2.2, X3.1, X32. L’analyse des résultats obtenus avec les shaéxtissus
des trois partitions montre que parmi ces extraiis, (CMF = 45ug/mL et
Clso=10ug/mL) est le plus actif.

En effet, la comparaison avec les extraits issus différentes partitions
montre que X, est 2 fois plus actif quey% ; 4,75 fois plus actif que 2¢ et
Xs.2. Il est aussi 9,75 fois plus actif que Xet enfin 39 fois plus actif que
X3.1. Par rapport aux extraits totaux aqueux et éthgues, la comparaison
sur la base de la CMF montre qugxXst 4,75 fois plus actif queyXextrait
de base ayant servi a sa préparation. Cette méatgsanmontre que % est
19,5 fois plus actif que I'extrait total aqueux.

De l'analyse de I'ensemble des résultats, il resbaspects essentiels :

- La soucheCandida albican®st sensible a tous ces extraits testeés.

- Il a été possible d’avoir des meilleures perfanoes en préparant I'extrait a
partir d’'un solvant comportant 70 % d’éthanol et%8@’'eau. Ce qui amene a
déduire que du point de vue de leur masse queilesipes actifs pourraient
ne pas étre des macromolécules. Ce sont certaihesiesnmolécules de
tailles moyennes ou petites, solubles dans un asblorganique (en
I'occurrence I'éthanol) pouvant étre classées cordeshuiles ou assimilées
comme telles.

- Il a été possible d’améliorer la performance @ettait éthanolique en
procédant a sa partition dans divers solvantgjuCa permis d’aboutir a %
qui, a ce niveau de notre étude est I'extrait pdesela meilleure activité
anticandidosique ; donc le meilleur potentiel amgdique. Ce qui nous
amene a déduire que la méthode de partition inp@&irihi et Kra [24] est
une bonne voie permettant de mieux sélectionnegrlasipes actifs.

- La bonne performance de; Xpermet de dégager que la combinaison de
solvant hexane-eau (v/v) est celle qui convient rpome meilleure
concentration du principe actif.

V - CONCLUSION

Cette étude nous situe sur le réel potentiel aféictieux de TEKAM. Les
résultats de ces investigations nous ont permisodgrendre que la souche
Candida albicansest sensible a tous les huit extraits testés et apite
sensibilité est dose-dépendante. Cette étude npesvas de montrer que les
extraits testés ont une activité antifongique mlusmoins accentuée sur la
croissancen vitro deCandida albicans

La préparation des extraits par la méthodeZulini et Kra [24], a permis
d’obtenir par partitions plusieurs extraits; (X X1.2, Xz21, X2.2, X31, X3.)
parmi lesquelles, X et X, sont nettement plus actives ; singulieremerg X
la phase aqueuse issue de la partition hexane&@de € 45ug/mL, Cp =
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10pg/mL) possede un pouvoir anticandidosique kedatent trés éleve. A
'opposé, l'extrait X% 1, issu de la phase butanolique (CMF = 1560ug/mL,
Clso = 580pg/mL) donne la plus faible activité antifang.

On peut donc retenir que parmi les solvants usiJiféxtraction a partir d’'un
mélange d’éthanol et d'eau 70/30 v/v suivi d'unertipan dans la
combinaison de solvant hexane-eau (v/v) est cdliepgrmet de mieux
concentrer les principes actifs antifongiques prtssdans TEKAM. On peut
aussi retenir que l'utilisation en milieu traditiel de cette plante comme
antimicrobiens est justifiée.
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