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RESUME

La présente étude a été effectuée pour évaluer I'activité antifongique des extraits aqueux et éthanolique de Kigelia Africana et Vitellaria paradoxa deux plantes
médicinales ivoiriennes contre la souche de Candida albicans. Les méthodes basées sur des réactions de précipitation et de coloration en tubes ont été utilisées
pour mettre en evidence les grands groupes chimiques retrouvés dans les plantes. La méthode d’incorporation des extraits végétaux a la gélose a été utilisée
pour évaluer I'activité antifongique des extraits de Kigelia Africana et Vitellaria paradoxa sur Candida albicans. L’activité antifongique de Vitellaria paradoxa s’est
révélée plus marquée que celle de Kigelia africana, mais inférieure a celle du Kétoconazole utilisé comme référence. L'analyse phytochimique a montré la
présence des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des saponosides,des alcaloides, polyterpenes et stérols. Cela pourrait justifier 'activité anticandidosique

et les multiples indications thérapeutiques de Kigelia Africana et Vitellaria paradoxa en médicine traditionnelle.

Mots-clés: Activité antifongique, Plantes médicinales Candida albicans, Kigelia africana, Vitellaria paradoxa.

INTRODUCTION

Candida albicans est I'un des champignons pathogenes les plus
fréquents chez 'homme, il est responsable des candidoses (Dabas,
2013 ; Kaur et al., 2020). Cependant, la gestion des infections a
Candida est souvent confrontée a un certain nombre de problemes
incluant le nombre limité de médicaments antifongiques efficaces, la
toxicité des antifongiques disponibles, la résistance des Candida aux
antifongiques usuels ou classiques tels que le fluconazole rend
urgente la recherche de nouvelles molécules antifongiques issues
des sources naturelles (Sardi et al., 2013; Khan et al., 2018).

En Afrique de I'Ouest, et particuliérement en Cote d'lvoire, plusieurs
especes végeétales sont utilisées en médecine traditionnelle pour le
traitement des infections cutanées, digestives et gynécologiques
attribuées & des champignons (Koné et al., 2014).

Parmi ces plantes, Kigelia africana (Lam Benth) couramment appelée
« arbre a saucisses », appartenant a la famille des Bignoniaceae et
Vitellaria paradoxa C.F. Gaertn appartenant a la famille Sapotaceae
sont largement répandue en Cote d'lvoire. Elles sont bien connues
des communautés rurales ivoiriennes, notamment pour leurs diverses
propriétés médicinales et leur utilisation pour le traitement de
certaines affections (Ahmad et Khan, 2009 ; Ambé et al., 2016).

La présente étude vise a évaluer I'activité antifongique des extraits de
Kigelia africana et de Vitellaria paradoxa sur Candida albicans,
d'effectuer le screening phytochimique de ces plantes en vue de
valoriser ces ressources végétales ivoiriennes et d’envisager leur
utilisation comme source potentielle de composés antifongiques
naturels.

*Corresponding Author: AMBE Alain Serge Augustin,
1Ecole Normale Supérieure, Abidjan, Cote d'lvoire.

MATERIEL ET METHODES
Matériel
Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de poudres végétales obtenues a
partir des écorces de Vitellaria paradoxa et des feuilles de Kigelia
africana.

Matériel fongique

Le matériel biologique est constitué d'une souche de Candida
albicans fournie par le service des maladies infectieuses du CHU de
Treichville (Abidjan, Cote d'lvoire).

Méthodes
Collecte des plantes

Les échantillons des feuilles de Kigelia africana et les écorces de
Vitellaria paradoxa ont été récoltés dans le centre de la Cote d'lvoire.
L'identification botanique des plantes a été faite au Centre National
de Floristique (CNF). Aprés la récolte, les échantillons ont été
débarrassées des impuretés, lavés a I'eau, séchés au laboratoire a
25°C et 70% d’humidité pendant deux semaines, puis broyés en
poudre fine a l'aide d'un broyeur électrique.

Préparation des extraits
Les extraits ont été préparés suivant la méthode mise au point par

Zirihi et al., (2003). Chaque broyat obtenu a été macéré, a raison de
100 g de poudre dans un litre d'eau distillée, & l'aide d’'un mixer
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(Blender) pendant trois minutes (3 min), selon la méthode de Zirihi et
al., (2003). L’homogénat obtenu a été filtré successivement deux fois
sur du coton hydrophile et une fois sur du papier filtre Wathman 3
mm. Les différents filtrats recueillis ont été évaporés a 'étuve a 20
°C. La poudre ainsi obtenue constitue I'extrait total aqueux.

L’'opération précédente est répétée mais le solvant utilisé ici est
I'éthanol. En effet, la poudre obtenue & raison de 100 g a été dissous
dans un litre d’eau distillée, a 'aide d’'un mixer (Blender) pendant trois
fois 3 min, selon la méthode de Zirihi et al., (2003). L’homogénat
obtenu a été filtré successivement deux fois sur du coton hydrophile
et une fois sur du papier filtre Wathman 3 mm. L'évaporat a été
récupéré sous forme de poudre qui a constitué I'extrait éthanolique.
Ces extraits ainsi obtenus ont été pesés dans I'optique d’évaluer leur
rendement. lls ont été ensuite conservés dans des bocaux en verre
stériles a -4°C en vue de leur utilisation future. Au total, quatre (04)
extraits végétaux ont été réalisés.

Calcul du rendement

Le rendement est la quantité d’extrait obtenue & partir de la poudre
végétale. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule
suivante :

R=m/Mx100

R : rendement d’extraction ;
m : masse de l'extrait ;
M : masse de la poudre fine

Screening phytochimique

Le tri phytochimique a été effectué afin de mettre en évidence
quelques grands groupes chimiques retrouvés dans les plantes
(Koné et al., 2012 ; Usman et al., 2012).

Préparation du milieu de culture

Quarante-deux (42) grammes de gélose en poudre du milieu
Sabouraud Chloramphénicol Agar (HIMEDIA/ Réf : Mn1067-500G Lot
0000215703) ont été solubilisés jusqu’a homogénéisation compléte
dans mille (1000) ml d'eau distillée, sur un agitateur magnétique IKA-
MAG RCT. La solution obtenue constitue le milieu de culture. Le
milieu ainsi préparé est coulé dans des séries de 10 tubes numérotés
de 1 a@ 10 a raison de 20 ml dans le tube T1 et de 10 ml dans les
autres tubes (allant du T2 & T10). Pour ces séries, on note deux
tubes témoins contenant chacun 10 ml du milieu de culture. L'un des
tubes sert de témoin de contréle de la croissance des germes et
lautre de témoin de contrble de la stérilité du milieu de culture
(Coulibaly, 2012 ; Ahon, 2014 ; Ambé et al., 2016).

Stérilisation

Les 12 tubes de chaque série ont été stérilisés a l'autoclave (PBI
STEMATIC 1ll) a 121°C pendant 15 minutes et ensuite inclinés avec
petit culot a la température de la salle pour permettre le
refroidissement et la solidification de la gélose (Kporou et al., 2009 ;
Ambé et al., 2016).

Incorporation des extraits végétaux a la gélose

L’incorporation des extraits végétaux a la gélose a été réalisée selon
la méthode de la double dilution en tubes penchés (Zirihi et al.,
2003; Ackah et al, 2008 ; Ambé et al, 2016). Chaque série
comportait 10 tubes tests contenant I'extrait végétal incorporé au

milieu de culture et 2 tubes témoins dont un sans extrait végétal pour
le contréle de croissance des germes, l'autre sans extrait végétal ni
germe pour le contrdle de la stérilité du milieu de culture. Les tubes
tests contenaient des gammes de concentrations décroissantes des
extraits qui variaient de 50 mg/ml a 0,097 mg/ml avec une liaison
géométrique de raison un demi. Pour réaliser la double dilution, 1g
d’extrait végétal a été homogénéisé dans 20 ml de gélose Sabouraud
préalablement préparé dans le tube T1 (portant la plus forte
concentration: 50 mg/ml). Puis la moitié du volume de ce mélange
homogene a été transférée dans le tube suivant (T2), contenant au
préalable 10 ml de gélose Sabouraud et homogénéisée. Cette
opération a été répétée successivement pour les autres tubes
jusqu’au tube 10 (T10), comportant la plus faible concentration (0,097
mg/ml); pour ce dernier la moitié du volume du mélange est rejetée.
Les tubes ainsi préparés ont été stérilisés a 121°C a l'autoclave
pendant 15 mn et inclinés avec petit culot a la température du
laboratoire pour permettre le refroidissement et la solidification de la
gélose.

Réalisation des tests antifongiques

L'inoculum a été préparé a partir des cultures jeunes de Candida
albicans (&gés de 48 heures). La suspension mére concentrée & 108
cellules /ml a été d'abord préparée, par homogénéisation d'une
colonie de Candida albicans dans 10 ml d'eau distillée stérile. A partir
de la suspension 100, une seconde suspension (10-') a été préparée
par dilution au 1/10eme de la premiere. Cette derniere a été
concentrée a 105 cellules/ml. Aprés la solidification de la gélose et la
préparation de I'inoculum, tous les tubes (T1 & T10 et le témoin de
contrdle de la croissance sauf le témoin de contrdle de la stérilité ont
été ensemencés en stries transversales avec 10 yl d’'une suspension
contenant environ 1000 cellules. Pour chaque série, les tests sont
répétés 3 fois, pour plus de fiabilité, puis les tubes ainsi préparés ont
été incubés a 30 °C pendant 72 heures.

Dénombrement des colonies

Au terme du temps d’'incubation, les colonies ont été dénombrées par
comptage direct. La croissance des germes dans les différents tubes
expérimentaux de chaque série a été exprimée en pourcentage de
survivance, calculé par rapport a 100% de survivance dans le tube
témoin de contrdle de croissance selon la formule (Zirihi et al., 2003;
Ackah, 2014) :

S=n/Nx100

n = nombre de colonies dans le tube expérimental ;

N = nombre de colonies dans le tube témoin;
S = survivance des germes (en %).

Paramétres antifongiques recherchés

Le traitement des données a permis de déterminer les paramétres
antifongiques suivants :

>
a CMI (Concentration Minimale Inibitrice) : c’est la concentration
d'extrait dans le tube pour lequel il n’'y a aucune croissance
visible a I'ceil nu.

a CI50 (Concentration pour cinquante pour cent d’Inhibition) :
c’est la concentration qui donne 50% d'inhibition.

a Fongicidie (CMF ou CFS): aprés les 72h d'incubation, la
surface de la gélose contenue dans les tubes tests ayant résisté
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a Candida albicans est légerement prélevée, ensemencée a
l'aide d'une anse de platine sur gélose neutre puis incubée
pendant 72h & la température de la salle. Deux cas peuvent se
présenter (Coulibaly, 2012 ; Ahon, 2014). :

résence de colonies de Candida albicans, I'extrait est dit
fongistatique. On détermine ainsi la CFS (Concentration
Fongistatique).

absence de colonies de Candida albicans, I'extrait est dit
fongicide. Cette derniére observation permet de déterminer
la CMF (Concentration Minimale Fongicide qui donne 99,99
% d'inhibition comparativement au tube témoin de controle
de croissance).

a courbe de sensibilité : elle représente I'évolution de la
sensibilité de Candida albicans en fonction des variations de la
concentration de I'extrait.

Critére de comparaison des activités des extraits

La comparaison des activités des extraits a été faite sur la base des
valeurs des CMF et/ou CI%0. Ainsi un extrait a été considéré plus actif
que les autres si et seulement si la valeur de sa CMF et/ou CI?° était
plus faible que celles des autres (Ahon, 2014; Ambé et al., 2016).

Analyse des données

Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart type. Les
comparaisons des moyennes ont été effectuées par une analyse de
variance (ANOVA) & un facteur suivi du test de Student-Newman-
Keuls, avec un seuil de signification fixé a p < 0,05. Tous les résultats
ont été analysés en utilisant les logiciels d’analyse statistique
Statistica 7.1

RESULTATS ET DISCUSSION

Rendement des extraits

Les rendements d’extraction des extraits aqueux et éthanolique de
Kigelia africana et de Vitellaria paradoxa sont présentés par la
figure 1. Le rendement de l'extrait aqueux de K. africana (37,16%)
s'est révélé légerement supérieur a celui de Vitellaria paradoxa
(33,8%). Alors que le rendement de l'extrait éthanclique Vitellaria
paradoxa (55,5%) s'est révélé légérement supérieur a celui de de
Kigelia africana (50,94). Les valeurs représentant la moyenne des
rendements des plantes étudiées varient de 33,8 a 55, 5%. Ces
résultats montrent que le plus grand rendement est observé avec
I'extrait éthanolique de Vitellaria paradoxa (55, 5+0,38%) et le plus
faible rendement avec lextrait aqueux de Vitellaria paradoxa
(33,8+0,5%).

Phytochimie des extraits de plantes sélectionnées

Le criblage phytochimique réalisé a montré la présence de plusieurs
métabolites secondaires (Tableau ). De fagon générale, les
différents extraits sont riches en alcaloides, polyterpénes et stérols,
en Saponines, en quinones, en tanins catéchiques puis en
polyphénols et flavonoides. Les tanins sont prépondérants dans les
écorces de tiges de Vitellaria paradoxa.

Etude comparée des activités anticandidosiques des extraits et
du Kétoconazole

En effet, aprés 72 heures d’incubation a 30°C, une diminution
progressive du nombre de colonies de Candida albicans a été
observée au fur et a mesure que les concentrations des extraits
végétaux et du Kétoconazole augmentent dans les tubes
expérimentaux comparativement au témoin. Cela est olservé pour
toutes les séries des quatre extraits et du Kétoconazole.

Des inhibitions nettes et effectives ont été obtenues a différentes
concentrations selon les extraits et le Kétoconazole. Les données
expérimentales traduites sous forme de courbes de sensibilité sont
présentées a la Figure 2. Les valeurs des CMF (concentration
minimale fongicide) et CI50 (concentration pour 50% d'inhibition)
pour les quatre extraits et le Kétoconazole sont consignées dans le
tableau Il. De fagon générale, toutes les courbes des quatre
extraits et du Kétoconazole ont une allure décroissante (Figure 2).
Ce qui traduit une nette activité¢ antifongique de chaque dxtrait et du
Kétoconazole. Le Kétoconazole inhibe la croisance de Candida
albicans avec une CMF (0,39 mg/ml) plus faible que celles des
extraits végétaux (Tableau ll). Les plus faibles valeurs de Clso (0,39
mg/ml) et CMF (1,56 mg/ml) ont été obtenues avec la fraction
éthanolique de Vitellaria paradoxa. Cela signifie que [I'extrait
éthanolique posséde une meilleure activité antifongique sur Candida
albicans. L'analyse statistique (ANOVA) a montré une différence
significative entre les extraits des plantes testés selon les paramétres
fongiques. L'activité antifongique de Vitellaria paradoxa s’est révélée
plus marquée que celle de Kigelia africana, mais inférieure a celle du
Kétoconazole utilisé comme référence.

55,5038
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Extraits de Vitellaria paradoxa et Kigelia africana

Figure 1 : Rendement (%) des différents extraits bruts des plantes
médicinales sélectionnées.

Les résultats sont exprimés en pourcentage (%)
Légende :

LeA : extrait aqueux de Vitellaria paradoxa,
LeE : extrait éthanolique de Vitellaria paradoxa,
KiA : extrait aqueux de Kigelia africana,

KiE : extrait éthanolique de Kigelia africana,
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Tableau | : Résultats du screening phytochimique des extraits bruts aqueux et éthanoliques des plantes étudiées

Noms Extraits  Stérols et Polyphénos  Flavonoids  Type de Tanins Types deTanins Quinons  Alcaloides Saponosis
scientifiqus polyterpénes flavonoides
Tanins Tanins Dra  Bou
catéchiqu galliques g
es
Kigelia KiA + + + Anthocyanes + + - - + + +
africana
KiE * * * Flavones, oot - + L NT
isoflavones
Vitellar LeA + + + isoflavones + 0+ - + + o+ ++
farado LeE + + + isoflavones + + - + + + NT

Xa

Légende : - : Réaction négative ; + : Réaction positive (présence)

LeA : extrait aqueux de Vitellaria paradoxa, LeE : extrait éthanolique de Vitellaria paradoxa, KiA : extrait aqueux de Kigelia africana,

KiE : extrait éthanolique de Kigelia africana

100

——KiA
~&-LecA

KiE
—&-LeE
~&-KET

80

70

SURVIVANCE DE CANDIDA ALBICANS (%)
5
o

- L L L
0.195 0.39 0.78 1.56 3.125 6.25 12.5 S0
CONCENTRATIONS DES EXTRAITS ET DU KETOCONAZOLE (MG/ML)

0 0.097

Figure 2 : Courbes d’activité des extraits et du Kétoconazole sur
Candida albicans.

Légende :

LeA : extrait aqueux de Vitellaria paradoxa,
LeE : extrait éthanolique de Vitellaria paradoxa,
KiA : extrait aqueux de Kigelia africana,

KiE : extrait éthanolique de Kigelia africana,
Ket : Kétoconazole.

Tableau Il : Récapitulatif des valeurs des paramétres antifongiques
du Kétoconazole et des extraits sur Candida albicans.

Extraits de Paramétres antifongiques (mg/ml)
plantes CMI CMFs  CMF Clso Fongi
cidie

Vitellaria ~ LeA 1,561,258 156£0,15°  0,58+1,000  Fong;
paradoxa | og 4 5640,020 15640,02¢  0,39+0,21  cide
Kigelia KA  125%0,280 125+0290  1,17+057c  Fongi
afficana  Kig  6,25+0,11c 6,2540,17c 1174023  cide
Kélocona ot 0,3920,23¢ 039£043 0018205 o9
zole cide

Les moyennes + écarts types accompagnées des mémes lettres minuscules
en exposant dans la méme colonne ne sont pas différentes a 5 %.

DISCUSSION

Le rendement de I'extrait aqueux de Kigelia africana est supérieur a
celui de Vitellaria paradoxa. Alors que le rendement de I'extrait
éthanolique de Vitellaria paradoxa est supérieur a celui de Kigelia
africana. Ces différences de rendements pourraient étre attribuées a
la nature biochimique des métabolites présents dans les tissus
végétaux et a leur solubilité dans le solvant utilisé (Eloff, 1998). Les
rendements d’extraction des extraits de Kigelia africana et de
Vitellaria paradoxa ont permis d'apprécier quantitativement les
extraits qu'on peut tirer de chaque espece. Ces rendements
permettent également d’envisager la quantité d’'organes a prélever en
cas de besoin pour une éventuelle étude similaire, ce qui rendrait
l'utilisation des plantes médicinales plus rationnelle et donc durable
des espéces visées (Yeo, 2015; Ambé et al., 2016).

L'analyse des résultats montre que Candida albicans est sensible a
I'ensemble des extraits éthanoliques et aqueux de Vitellaria paradoxa
et de Kigelia africana selon une relation dose-réponse. Les valeurs
de concentrations inhibitrices obtenues attestent que les extraits ont
des activités antifongiques plus ou moins accentuées. En effet, ces
valeurs des CMF montrent que Candida albicans est sensible a tous
les extraits testés. D’une maniere générale, les extraits de Vitellaria
paradoxa présentent une activité trés intéressante car ils inhibent
fortement la croissance de Candida albicans. Cependant, la
comparaison des activités des différents extraits sur la base des Clso,
montre que l'extrait éthanolique de Vitellaria paradoxa est plus actif
que l'extrait aqueux. Cela pourrait s'expliquer par le fait que les
principes actifs contenus dans I'extrait éthanolique ont un plus grand
potentiel antifongique. Cette différence de solvants des extraits
expliquerait la différence de I'activité antifongique de nos extraits
(Ahon, 2014).

Le screening phytochimique effectué a indiqué la présence
d'alcaloides, de polyphénols, de tanins, de Stérols et de
polyterpénes, de flavonoides et de saponosides dans l'extrait de
I'écorce de Vitellaria paradoxa et des feuilles de Kigelia africana. Nos
résultats sont en accord avec les travaux de Assam et al., (2020). En
effet, ces auteurs ont rapporté dans les études que les extraits
végétaux dont les composés étaient composés des tanins, des
flavonoides et des alcaloides seraient dotés de propriétés fongicides.
Aussi, les quinones retrouvées dans nos extraits sont des composés
polyphénoliques connus pour leurs propriétés fongiques (Bruneton,
2009), ce qui pourrait justifier 'usage de ces plantes pour le
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traitement des candidoses. En effet, I'action thérapeutique des
plantes résulte de la combinaison de ces éléments phytochimiques
ou métabolites secondaires synthétisés par les végétaux (Lagnika et
al., 2016).

CONCLUSION

Cette étude a permis de mettre en évidence le potentiel antifongique
de Vitellaria paradoxa et Kigelia africana. L'extrait éthanolique a
donné la meilleure activité anticandidosique. En somme, les tissus
végétaux de Vitellaria paradoxa et de Kigelia africana contiennent
des métabolites secondaires ayant des activités antifongiques et
constituent donc des sources de molécules bioactives naturelles pour
lutter contre les agents pathogénes qui provoquent des maladies
telles que les candidoses. Par ailleurs, une étude plus poussée par tri
phytochimique suivie de chromatographie, nous permettra d'isoler les
molécules actives de Vitellaria paradoxa et Kigelia africana afin de
justifier ses multiples activités biologiques et ses indications
thérapeutiques en médicine traditionnelle.
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