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ABSTRACT: Tinea capitis is a very common fungal infection in children. It is characterized by the appearance of white circular spots on the
patient’s head. Piliostigma reticulatum (D.C.) Hochst, Terminalia avicennioids (Guill and Perr), Diospyros mespiliformis Hochst and
Securidaca longipedunculata Fres are plants used therapeutically in the treatment of this disease in external application, in the form of a
poultice. Chemical screening of aqueous and methanolic extracts of these plants reveals the presence of phenolic and terpenoid
compounds but not alkaloids. The antifungal activity of the extracts of these plants, evaluated by the agar medium diffusion method
using the fungal strain Candida albicans, showed that the crude extracts of S. longepedunculata and D. mespiliform have low antifungal
activity compared to Nystatin. P reticulatum and T avicennioides extracts have average antibiotic activity. The evaluation of the antifungal
activity of the fractions of the methanolic extract, obtained by treatment with different solvents including hexane, dichloromethane and
ethyl acetate, shows that the acetate fraction is more active than that obtained with the dichloromethane. The fractions obtained with
hexane are inactive.
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RESUME: Tinea capitis ou teigne tondeuse est une infection fongique trés fréquente chez les enfants. Elle se manifeste par I'apparition
des taches circulaires blanches sur la téte du patient. Piliostigma reticulatum (D.C.) Hochst, Terminalia avicennioides (Guill et Perr),
Diospyros mespiliformis Hochst et Securidaca longipedunculata Fres sont des plantes utilisées en thérapeutique dans le traitement de
cette maladie en application externe, sous forme de cataplasme. Le screening chimique des extraits aqueux et méthanolique de ces
plantes révele la présence des composés phénoliques et terpéniques mais pas d’alcaloides. L'activité antifongique des extraits de ces
plantes, évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé en utilisant la souche fongique candida albicans, a montré que les extraits
bruts de S. longepedunculata et de D. mespiliform ont une activité antifongique faible par rapport a la nystatine. Les extraits de P
reticulatum et de T avicennioides présentent une activité antibiotique moyenne. L’évaluation de I'activité antifongique des fractions de
I'extrait methanolique, obtenues par traitement avec différents solvants dont I'hexane, le dichlorométhane et I'acétate d’éthyle, montre
que la fraction acétate est plus active que celle obtenue avec le dichloromethane. Les fractions obtenues avec I'hexane sont inactives.
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1 INTRODUCTION

Les champs d’application de la médecine traditionnelle sont tres variés, presque toutes les maladies infectieuses connues localement
sont prises en charge par les guérisseurs selon les résultats des enquétes ethnobotaniques menées au Niger 23 Plusieurs remédes &
base de plantes sont utilisés par les populations pour combattre les maladies d’origine fongique comme la teigne et 'eczéma.

Tinea capitis ou teigne tondeuse est une maladie infectieuse contagieuse, rencontrée généralement chez les enfants. Elle se
caractérise par I'apparition des plaques sur la téte du patient. Dans les formes pustuleuses sévéres, il y a une sécrétion purulente avec la
possibilité d’une surinfection bactérienne. Les écorces de Piliostigma reticulatum, de Terminalia avicennioides, de Diospyros
mespiliformis et de Securidaca longipedunculata sont utilisées en médecine traditionnelle dans le traitement des infections cutanées et
comme agents cicatrisants et hémostatiques *°!

Les recherches ayant trait a I'activité antifongique de ces plantes ne sont pas nombreuses. Le présent travail vise a évaluer I'activité
antifongique sur la souche Candida albicans des extraits de ces plantes en utilisant la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé.

2  MATERIEL ET METHODES
2.1 LE MATERIEL VEGETAL

Les échantillons de plantes ont été achetés chez les herboristes a Niamey puis identifiés au département de biologie de I'université
Abdou Moumouni. Il s’agit des écorces de Diospyros mespiliformis, de Securidaca longepedunculata, de Pilostigma reticulatum et des
feuilles de Terminalia avicennioides. Les échantillons de plantes ont été broyés et les poudres obtenues seront utilisées pour faire les
extractions.

2.2 LE MATERIEL BIOLOGIQUE

Le support microbien est constitué par la souche fongique Candida albicans isolée a partir des liquides biologiques au laboratoire de
bactériologie et mycologie de I'hdpital Amirou Boubacar Diallo servant de Centre Hospitalier Universitaire. Ce champignon pathogéne
provoque des infections fongiques essentiellement au niveau des muqueuses digestives et gynécologique.

2.3 PREPARATIONS DES EXTRAITS VEGETAUX

Les extraits aqueux et méthanoliques des plantes ont été obtenus par décoction.

Dans un ballonde 2 L, on place 100 g de poudre végétale et on y ajoute 1L de solvant. Le tout est porté a reflux pendant 30 mn. Apres
refroidissement, la décoction est filtrée sur coton hydrophile. Le solvant du filtrat est éliminé par évaporation sous vide pour donner
I'extrait brut.

Différents types d’extrait ont été préparés a partir de la poudre des différentes parties de plante sélectionnées pour I'étude.
2.4  FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT METHANOLIQUE

Le protocole consiste a utiliser la difference de polarité des solvants pour séparer les constituants de I'extrait brut. Cette méthode
fait appel a la méthode de séparation liquide-liquide.

12,5 g de I'extrait méthanolique sont repris dans 250 ml de méthanol. La solution alcoolique ainsi obtenue subit une extraction
liguide-liquide avec une succession de solvants organiques par ordre de polarité croissante : Hexane, Dichlorométhane, Acétate d’éthyle.
Alafin, la phase alcoolique résiduelle a été également sechée a I'aide de I'évaporateur rotatif.

25 CARACTERISATION PHYTOCHIMIQUE DES EXTRAITS

Criblage phytochimique: Les grandes familles de métabolites secondaires ont été recherchées dans les extraits des différentes plantes
suivant les méthodes classiques de caractérisation. Les tanins et polyphénols ont été identifiés par le test au FeCls et le réactif de Stiasny;
les flavonoides par la réaction a la cyanidine; les saponosides par le test de mousse; les quinones par le test de Borntrager; les triterpénes
et stéroides par le test de Liebermann-Burchard et enfin les alcaloides par les tests de Mayer et Dragendorf. Ces différents groupes
chimiques ont été caractérisés en se référant aux techniques décrites dans les travaux d’IKHIRI et al. (1992) ©

Composés phénoliques totaux: La teneur totale en polyphénols de I'extrait methanolique des plantes a été déterminée a 'aide de la
méthode de Folin-Ciocalteu (Wong et al.,, 2006) 7+ L’acide gallique est utilisé comme référence et la quantité de polyphénols totaux est
exprimée en mg/g d’équivalents d’acide gallique (GAE).
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Flavonoides totaux: Le dosage des flavonoides a été effectué par une méthode basée sur la formation d’'un complexe entre le chlorure
d’aluminium et les flavonoides. Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Zhishen et Kim avec quelques modifications (Zhishen et
al., 1999; Kim et al., 2003) &°), La teneur en flavonoides totaux est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme
d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

Tanins: La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline décrite par Julkunen Titto, (1985) "% La teneur en
tanins condensés est exprimée en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg EAT/g d’extrait) en se référant a la courbe
d’étalonnage de la catéchine.

2.6 ACTIVITE ANTIFONGIQUE

Les tests de sensibilité ont été réalisés a I'aide de la méthode de diffusion en milieu gélosé en déterminant les diamétres des zones
d’inhibition de chaque disque. La méthode standard de Kirby-Bauer CLSI (Clinical and laboratory Standards Institute) *!'a été utilisée.

Préparation des disques portant les extraits de plante

100 mg de chaque extrait ont été dissout dans 10 ml d’eau distillée et ensuite stérilisé a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes. La
stérilité des solutions a été vérifiée en ensemencgant des aliquotes de chaque solution dans un milieu Sabouraud Chloramphénicol
incubée a 30°C pendant 48 heures. 10 ul de chaque solution sont soigneusement déposés sur des disques de papier Whattman N°1 de
6 mm diamétre.

Préparation du milieu de culture Sabouraud

36g de gelose sabouraud ont été dissout dans 1 L d’eau distillée puis chauffé jusqu’a dissolution totale. Le milieu est stérilisé a
I'autoclave a 121 °C pendant 15 minutes. Il a été ensuite coulé dans des boites de Pétri stérile de 90 mm de diamétre.

Préparation de Finoculum

La suspension de champignon Candida albicans est réalisée par dissolution d’une colonie bien isolée dans 10 ml d’eau distillée pour
donner la suspension de départ. A partir de cette suspension, 0,1 ml est prélevé et mélangé dans 9 ml d’eau distillée stérile pour
constituer la dilution 10" qui correspond a 10°cellules/ml.

Ensemencement et incubation

Les boites de Pétri ont été ensemencées par écouvillonnage avec le milieu Sabouraud. Les disques préalablement imprégnés d’extrait
de plante sont délicatement déposés a la surface du milieu inoculé. Il en est de méme pour les disques de Nystatine utilisé comme
antifongique de référence. Aprés 30 minutes d’'incubation a la température ambiante pour une pré-diffusion les boites de pétri sont
incubées a I'étuve a 302C pendant 48 a 72 heures.

3 RESULTATS ET DISCUSSIONS

L'analyse phytochimique des extraits bruts aqueux et methanoliques révele la présence des tanins, Saponines, flavonoides, stéroides
et terpenoides dans les 4 plantes. Le tableau I illustre les résultats du criblage phytochimique. Des études sur Diospyros mespiliformis ont
révélé aussi la présence de quinones dont: Diospyrine, Isodiospyrine, Diosquinone, plumbagine. Cette plante possede également une
teneur élevée en fluorure [12].

Des analyses des extraits de P reticulatum ont montré une teneur importante de tanins et I'acide L tartrique [5]. Parmi les flavonoides
isolés de cette plante, on trouve des flavonols comme le 6-C-méthylquercétine-3-méthyléther-5, 6,8-di-Cméthylkaempférol-3-méthyléther-
6 et 6-C-méthylquercétine-3. Il a été rapporté la présence d’un oxychromonol (6-C-méthyl-2-p hydroxyphényloxychromonol) ou piliostigmol
[13].

Des criblages phytochimiques des extraits aqueux et éthanoique des racines de S longepedenculata ont révélé en plus des
flavonoides, saponines, tanins et terpenoides, la présence des alcaloides, des coumarines et des stéroides [14].

Des études phytochimiques ont révélé la présence, dans les écorces des racines T avicennioides, des anthraquinones et des alcaloides
[15]. La concentration d’'un métabolite secondaire dans une plante dépend des facteurs environnementaux et génétiques. Plusieurs
familles de métabolites secondaires des végétaux peuvent avoir une action inhibitrice des micro-organismes pathogenes.

ISSN : 2028-9324 Vol. 42 No. 1, Mar. 2024 10



Ramatoulaye MAROU HIMA, Alfa Keita DJIBO, Ali Elhadji SALEY, Souley GAMBO, Idrissa MOUSSA

Tableau 1. Screening chimique
Metabolites secondaires
Plante Organe
Al Fl Ta Sa Ste/Te

T avicennioides Feuilles - + + +
P reticulatum Ecorce - + + +
D mespiliformis Ecorce - - + + +
S longepedunculata Ecorce + + + + +

Al: alcaloides, Fl: flavonoides, Ta: tanins, Sa: saponosides, Ste/Te: steroide et terpene
(-): Réaction négative; (+): Réaction positive

ACTIVITE ANTIFONGIQUE

Les extraits de T avicennioides et de P reticulatum ont montré une bonne activité antibiotique sur la souche Candida albicans. Les
diameétres d’inhibition obtenus avec les extraits de P retculatum sont plus faibles que ceux provoqués par les extraits de T avicennioides.

L'extrait méthanolique et aqueux ont fait des diametres des zones d’inhibition de 17 et 15 mm respectivement chez T avicennioides;
pour les extraits agueux de cette plante, le diameétre d’inhibition est au tour de 15 mm. Avec le P retculatum nous avons obtenus des
diameétres plus faibles de 10 et 13 mm respectivement pour I'extrait agueux et methanolique. Les résultats sont consignés dans le tableau
Il. Les extraits méthonoliques bruts donnent des diameétres d’inhibition supérieurs a ceux des extraits aqueux. Parmi les fractions, la
fraction acétate d’éthyle a produit les plus grandes inhibitions fongiques et les fractions hexaniques n’ont aucun effet antibiotique.

Tableau 2. Diametre des zones d’inhibition des extraits des plantes sur Candida albicans
Plantes NYS EA EM MF1 MF2 MF3 MF4
D mespiliformis 20 710.6 810.5 00 6,310.7 9,0£0.4 7,210.2
P reticulatun 20 10.7+0.6 12.0+0.3 00 9.6+0.3 13.3+0.6 8.610.8
S. longepedunculata 20 7+0.5 8+0.3 00 7,2+0.6 10,4+0.1 6,310.6
T avicennioides 20 14+0.3 15.7+0.3 00 14.5+0.3 18.7+03 15.3+0.3

EA: Extrait Aqueux; EM: Extrait Méthanolique, Antibiotique de référence: NYS: Nystatine

Les extraits aqueux, éthanolique, acétate d’'éthyle de I'écorce de T avicennioides ont montré une activité antifongique contre A. niger,
A. fumigatus, Penicillium species, M. audouinii, T. rubrum et C albicans. Les substances antifongiques contenus dans ces extraits sont
doses dépendantes [15, 16]. Babajide et al. [13] ont rapporté que le piliostigmol, flavonol extrait de P reticulatum, a une activité
antifongique sur Aspergillus niger. Concernant I'activité antifongique, sur la souche Candida albicans, des extraits de D. mespiliform et
de S. longepedunculata, on a enregistré des faibles diamétres d’inhibition (7 a 8 mm) par rapport a la référence nystatine (20 mm).

On peut citer les travaux de Dangoggo [17] qui montrent que les extraits des feuilles et des écorces de D mespiliformis ont une activité
antifongique sur Aspergillus niger, Aspergillus flavus et Microsporum gypseum avec des effets doses dépendante. Cette activité a été liée
a la plumbagine, une naphtoquinone présente dans I'écorce du tronc, aucune activité sur C albicans n’a été mentionné. Comme l'indique
nos résultats, la plante ne présente pas une activité antifongique importante sur C albicans.

L'extrait methanolique des feuilles de S longepedunculata ont une activité anti fongique sur les souches Mucor rouxi, Fusarium
oxysporum et Rhizopus nigricans. L’huile essentielle extraite de I'écorce des racines montre des activités antifongiques sur C albicans. Les
extraits acétone et hexane des racines inhibent les souches fongiques Fusarium verticillioides, Fusarium oxysporum, Fusarium nygamai,
Fusarium proliferatum et Fusarium graminearum [14]. La faible activité antibiotique contre Candida albicans peut s’expliquer par la
teneur de I'écorce en huile essentielle. Les racines de la plante sont plus riches en essence que les parties aériennes.

4 CONCLUSION

Parmi les métabolites secondaires mis en évidence par le screening chimique de ces plantes, les composés phénoliques sont les plus
importants. On a retrouvé les polyphénols dans toutes les plantes étudiées. Ces composés présentent plusieurs propriétés
pharmacologiques, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, analgésiques, hémostatiques et antioxydantes. Les tests biologiques ont
montré que les extraits des plantes étudiées ont un pouvoir inhibiteur sur la souche fongique C albicans. Les extraits méthanoliques sont
plus actifs que les extraits aqueux et I'activité de la plante dépend de sa teneur en tanin. Bien que le criblage basé sur I'inhibition de la
croissance d’une souche de champignon soit insuffisant pour déterminer une activité antifongique, les résultats obtenus avec plantes
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justifient I'utilisation en médecine traditionnelle des plantes a tanin dans le traitement des infections cutanees comme les dermatoses,
I'eczéma et la teigne.
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