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RESUME

Dans le but d’apporter notre contribution a la duttontre les mycoses
opportunistes en forte recrudescence chez les smbtid SIDA, notre équipe
a testé une fraction chromatographigue MISCA ebtenue a partir de
I'extrait total éthanolique d’une rubiacée sur faissancen vitro de six (6)
souches de champignons dont deux levur€andida albicans et
Cryptococcusneoformans)et quatre moisissuresAgpergillus fumigatus,
Aspergillusflavus ,Trichophytorrubrum et Trichophytonmentagrophytgs
Les tests antifongiques ont été réalisés sur migoouraud.

L’extrait végétal a été incorporé a ce milieu selarméthode de la double
dilution en tubes penchés. Toutes les souchesegestént sensibles a
MISCA-F; ; cependant, la comparaison de la sensibilitésdeghes sur la
base des valeurs de CMF montre que la souché&ridhophytonest plus
sensible (CMF =12,5 mg/mL), la souche Agpergillusa une sensibilité
intermédiaire (CMF= 87,5 mg/mL) tandis que les lesusont les moins
sensibles (CMF =150 mg/mL). Ainsi, I'éthanol estsl@vant qui permet de
mieux concentrer les principes actifs antifongiqdesVIISCA. En aval, une
étude par tri phytochimique suivie de chromatogm@@ur colonne et sur
couche mince permettrait de séparer les différemmécules contenues dans
MISCA-F; et de connaitre la nature de la molécule active.

Mots-clés : MISCA, Rubiacée, extrait végétal, champignonodppistes,
activité antifongique
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ABSTRACT

Anti-infectious spectrum of misca-{ on the in vitro growth of Candida
albicans and Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
flavus, Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes

In the goal to bring our contribution to the strleg@gainst opportunists
mycosis in strong upsurge at patients of the AlDR8r team tested a
chromatographic fraction MISCA:FRgotten from the total ethanolic extract
of a rubiacée on th vitro growth of six (6) stumps of fungi of which two
yeasts Candida albicas andCryptococcus neoformansnd four mildews
(Aspergillus fumigatus Aspergillus flavus Trichophyton rubrum and
Trichophyton mentagrophytgs Antifungal tests have been made on
Sabouraud medium culture.

Extract has been inserted to this medium accorgirige Agar slant method.
All tested stumps are sensible to MISCA-Rowever, the comparison of the
MFCs values shows that thErichophytonstrain is more sensible (MFC
=12,5 mg/mls), théspergillusstrain has an intermediate sensitivity (MCF =
87,5 mg/mis) while yeasts are less sensible (MC50=hg/mls). So, ethanol
Is the solvent that permits the best concentratbractive principles of
MISCA. Downstream, a survey by sorting follow-up ypschimic of
chromatography on column and on thin layer wouldnpieto separate the
different restrained molecules in MISCA-Bnd to know the nature of the
active molecule.

Keywords : MISCA, Rubiacée, extract plant, fungi opportuniatgjvity
antifungal

I - INTRODUCTION

Les mycoses constituent des infections tres fréggerhez les sujets vivant
avec le VIH. Les fréequences de plus en plus éledéeses mycoses sont
liées a plusieurs facteurs dont les phénoméneggistance aux molécules
usuelles, l'inefficacité et la toxicité pour certaimédicaments, I'inadaptation
des moyens de diagnostic et enfin la forte avade&anfections a VIH avec
leurs infections opportunistes [1,2]. Cette sittioblige la communauté
scientifique a rechercher de nouvelles moléculgmldas de soulager les
populations.

En Afrique, singulierement en Co6te d’lvoire, le tailevé des molécules
habituellement utilisées en médecine moderne ohégepopulations a se
tourner vers l'utilisation des plantes médicinalRsur aider ces populations a
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tirer un véritable profit de leur pharmacopée, eatquipe de recherche a
entrepris depuis plus d’'une décennie, d’évaluer lsuplan scientifique
I'efficacité des plantes a vertus thérapeutiquetsd3

Le but de ce travail est d’évaluer I'activité aotifiqgue d’'un extrait hydro-
alcoolique d’'une rubiacée [13] codifiee MISCA-FIr $a croissancén vitro
de six (6) souches de champignons dont deux (2yésv Candidaalbicans
et Cryptococcus neoformans et quatre (4) moisissuresAspergillus
fumigatus Aspergillus flavus Trichophyton rubrum et Trichophyton
mentagrophytesTous ces germes sont responsables d’infectioramées et
systémiques chez les malades du SIDA [14].

Il - MATERIEL ET METHODES
[I-1. Préparation de I'extrait végétal

Les tiges feuillées de MISCA ont été récoltéesgdmy séchées a I'abri du
soleil pendant 7 jours et rendues en poudre fi@eega un broyeur de type
IKA-MAG. La poudre a été extraite selon la méthddg€suédée-Guina et gl.
[4] comme suit :

Cent grammes (100g) de poudre de MISCA sont egtpait macération dans
un litre d’éthanol pur sous agitation magnétiquadamt 48 heures sur un
agitateur de type IKA-MAG-RTC. Le macéré obtenu efliré
successivement deux fois sur coton hydrophile stiigs une fois sur papier
Whatman. Aprés évaporation du filtrat a I'aide d’éwaporateur rotatif de
type Bichi, on obtient une pate verdatre qui ctunstil'extrait total
éthanolique noté MISCA-ET.

MISCA-ET a été chromatographié sur gel de filtnat®ephadex & selon
une combinaison des méthodes de Morris (196GQuetde-Guina et al5].
L’éluant composé de 20 % d’éthanol et de 80 % d'distillée permet de
séparer les éléments hydrosolubles de couleur rbrgee. Cette fraction
lyophilisée constitue la fraction 1 notée MISCA4dui sera testée sur les six
(6) souches.

[I-2. Les germes testés

Les souche€andidaalbicans Cryptococcus neoformanaspergillusflavus
Aspergillusfumigatus Trichophytonmentagrophytest Trichophytonrubrum
ont été fournies par le laboratoire de mycologiel’'dd-R des sciences
médicales de I'Université de Cocody (Abidjan, Cdtlwvoire). Ces souches
ont été isolées chez des patients malades du SIDA.
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[I-3. Préparation des milieux de culture

Les tests antifongiques ont été réalisés sur mdegulture Sabouraud (BIO
RAD 64494, lot 7A2211). L'incorporation de I'exttarégétal a la gélose a
éte faite selon la méthode de la double dilutioriudres penchés [11]. Notre
série comporte 12 tubes a essai dont 10 tubes (estgenant I'extrait
végeétal) et 2 tubes témoins (un sans extrait veged de témoin de contréle
de croissance des germes ; l'autre sans germesigtegtrait sert de témoin
de controle de la stérilité du milieu de culturbptre série de tubes tests
contient ainsi des concentrations de l'extraitrdllde 150 a 0,292 mg/mL
avec une liaison géomeétrique de raison %. Toud2etmibes sont stérilisés a
l'autoclave a 121°C pendant 15 minutes et ensnitinés avec petit culot &
la température de la salle pour permettre leuroidifsement et la
solidification de la gélose [15-17].

I1-4. Essai antimicrobien

La culture des germes sur les milieux précédemmpeEntarés a été faite par
'ensemencement de 1000 cellules de chaque sou@se.cultures ainsi
réalisées ont été incubées a 30°C pendant 48 H @oualbicans C.
neoformangA. flavus A. fumigatuset 5 a 10 jours pouF. mentagrophytest
T. rubrum.Les colonies ont été dénombrées par comptageteligeace a un
compteur de colonies de type Geiger et la croissatans les 10 tubes
expérimentaux a été évaluée en pourcentage devanced, calculé par
rapport a 100 % de survivance dans le tube témeincahtréle de la
croissance [15-20].

Il - RESULTATS

Apres 48 H d’incubation a 30 °C pour les levurekesAspergilluset 5 jours
pour les dermatophytesTrichophyton, on observe comparativement au
témoin une diminution progressive du nombre derdekau fur et a mesure
que les concentrations de I'extrait augmentent desmsubes expérimentaux.
Les données expérimentales traduites sous fornmeulbes sont resumeés a
laFigure 1.
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Figure 1 : Sensibilité deCandidaalbicans (Cal) Cryptococcusieoformans
(Cry)Aspergillusflavus(Afla) Aspergillusfumigatus(Afu)
Trichophytormentagrophytes(TrimYrichophytornrubrum(Tru)
a I'extrait MISCA-kE

De facon générale, toutes les courbes présentenllure décroissante avec
des pentes de valeur variable selon les souches.

La courbe de sensibilité derichophyton rubruma une pente relativement
forte ; celle deCryptococcus neoformans une pente faible et celles de
TrichophytonmentagrophytesAspergillus flavus Aspergillus fumigatuset
Candida albican®nt des valeurs moyennes.

Les valeurs des parameétres antifongiques de liéxitaur les six souches;
Clso (concentration pour 50 % d’inhibition) et CMF (o@mtration minimale
fongicide) graphiqguement déterminés sont consigdass IeTableau 1.

Tableau 1 :Valeurs des parametres antifongiques de I'extrdB@A-F a
48 Heures et 5 jours d’incubata 30 °C.

PARAMETRES ANTIFONGIQUES
GERMES FONGIQUES
Clso (mg/mL) CMF mg/mL
Candidaalbicans 3 150
Cryptococcus neoformans 6 150
Aspergillusflavus 1,50 87,5
Aspergillusfumigatus 3,75 87,5
Trichophyton mentagrophytes 1 12,5
Trichophytorrubrum 0,5 12,5
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L’extrait MISCA F; inhibe ces germes selon une relation dose-réponse.
A 72 heures d’'incubation, il posséde une actiorgiitide effective obtenue
a:

150 mg/mL pouCandida albican®t Cryptococcus neoformans

87,5 mg/mL pouAspergillus flavuet Aspergillus fumigatus

12,5 mg/mL pouiTrichophyton mentagrophyte$Trichophyton rubrum

IV - DISCUSSION

La présente étude a portée sur deux types de cbhaoms a savoir . des
champignons levuriformes et des champignons fildewen Les résultats
obtenus montrent que toutes les souches testéesesmibles a MISCA4F
En effet les résultats montrent une diminution pesgive du nombre de
colonies au fur et a mesure que la concentratiori’edgrait MISCA-F,
augmente dans les tubes expérimentaux, comparaiteaux témoins. Il y a
donc inhibition des deux formes de champignond'gxirait MISCA-F;

Par ailleurs ; dans toutes nos séries expérimentdés inhibitions nettes et
effectives de la croissance des six (6) soucheshdenpignons ont été
observées a diverses valeurs de concentrations I'exgait MISCA-F;
(Tableau 1).

En outre, les antifongigrammes sont tous décroissatncela illustrent bien
que l'extrait MISCA-R est actif selon une relation dose-réponse. lls ont
permis de déterminer les concentrations inhibisrigeur 50 % de survivance
des germes (GJ) (Tableau 1).

L’analyse des résultats, sur la base des valewpa@metres antifongiques
montre queTrichophyton rubrumet Trichophyton mentagrophytesont les
souches les plus sensibles car les valeurs de CIMF5=mg/mL sont les plus
faibles, singulierementrichophyton rubrumavec une valeur de & 0.5
mg/mL est la plus sensible; alors g@andida albicanset Cryptococcus
neoformanssont les souches les moins sensibles (les valeiB= 150
mg/mL sont les plus élevés), notammemyptococcusmeoformansavec de
Clso= 6 mg/mL est la moins sensible.

Quant aAspergillus flavuset Aspergillus fumigatuselles présentent une
sensibilité intermédiaire comparée aux quatre (icBes précitées (valeurs
de CMF = 87,5mg/mL). Les levures seraient donc siegnsibles a I'extrait
de MISCA-F que les moisissures.

Ces résultats confirment ceux obtenusiMaA. Kra[11], Mobié et al [7] ; et
de J. ACKA[12] sur la nature de la sensibilité des germesliés a tout
extrait de MISCA. Toutefois, la fraction [Est moins active que les fractions
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F, et Rz extraites avec un solvant hydro alcoolique congrdrplus de 20 %
d’éthanol et testés respectivement paOuattarg 18] etJ. Aka[7].

De l'analyse de tous ces résultats, il ressortl@itleanol est un solvant qui
permet de mieux extraire les principes actifs angiiques de MISCA.

V- CONCLUSION

En définitive, cette étude nous a permis de momjuer I'extrait de MISCA
F1 a une activité antifongique plus ou moins acaémtsur la croissande
vitro des deux types de champignons testés : levi@anrdida albicanset
Cryptococcus neoformans moisissures Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus,Trichophyton mentagrophytes Trichophyton rubrum Il inhibe
en effet la croissance de ces germes selon un#oreldose-réponse et
possede une action fongicide effective. Cette acfiongicide est plus
accentuée sufrichophyton rubrum. Cryptococcus neoformass le moins
sensible a L'extrait MISCA-f

De plus, nous retiendrons que la méthode d’extragbar I'éthanol est une
voie permettant de mieux concentrer les principtissade MISCA. En outre,

les valeurs des parametres antifongiques obtermmtgedativement élevées ;
mais elles restent intéressantes car cet extragt ipas purifié. Enfin, nous
pouvons dire que l'utilisation en médecine traditielle de MISCA contre
les infections fongiques est justifiée.

Des études ultérieures par tri phytochimique ddrdation R suivies de

chromatographie sur colonne et sur couche mincegténaient d'isoler la

molécule active et d’améliorer I'activité de MISTA-
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