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RESUME

Cette étude s’est appuyée sur des données d’esqetteobotaniques effectuées dans la
Région centrale du Togo dans un contexte de valiwis de la flore médicinale. L'étude a permis
de ressortir la fréquente utilisation Béerocarpus erinaceust Daniella oliveri, dans le traitement
de maladies infectieuses. Pour tester I'efficad@ééces deux plantes, des tests ont été effectués su
une bactérieStaphylococcus aurews une levureCandida albicansges germes souvent impliqués
dans des infection®es extractions ont été réalisées sur les différerganes de ces plantes par
épuisement de solvant et par extraction totale dgldoolique. Les feuilles, écorces de tronc,
écorces de racines et racines des deux (02) plaetesont révélées actives sur les deux germes
avec une CMI variant de 1,875 & 30 mg/ml. La présatialcaloides, flavonoides, tanins, saponines
et anthracénes dans ces extraits révélés par ysmadhytochimique seraient a l'origine de ces
activités. Ces résultats justifient I'utilisatiore ¢es deux plantes dans le traitement de certaines
onychomycoses et candidoses en médecine tradiieraans la préfecture de Tchamba au Togo.
© 2013 International Formulae Group. All rights erged.
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INTRODUCTION territoires nationaux, le colt élevé des
En Afrique, 80% des populations produits pharmaceutiques, mais aussi la
utilisent les plantes pour se soigner (Nikiema, paupérisation croissante des communautés
2005 ; Tonye Mahop et .al2007). Divers locales (Moukaila, 2010 ; Enejeo et, 2011).
facteurs expliquent ce fort pourcentage ; entre Face a cet état de chose, les ministres de la
autres les liens culturels intrinseques, I'inégale santé de la région africaine de I'OMS, se sont
répartition des centres de santé sur les engagés a promouvoir le développement de la
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production locale des médicaments issus de la
médecine traditionnelle (OMS, 2007). Au
Togo, un intérét particulier est porté aux
maladies infectieuses. Ces maladies sont a
I'origine du tiers de la mortalité mondiale et
sont plus fréquentes dans les pays pauvres ou

une personne sur deux en meurt
prématurément. On observe aussi dans nos
pays une recrudescence des affections

fongiques favorisées par les maladies dont les
traitements entrainent une immunodépression
comme le VIH-SIDA, le -cancer, les
transplantations d’organe (Nolte et, d1997).

Ce regain dintérét pour la médecine
traditionnelle s’explique aussi par I'apparition
de résistance des microorganismes vis-a-vis
des molécules conventionnelles. Les
chercheurs se tournent vers les plantes a
potentiel antimicrobien porteuses. Il s’agit a
linstar de Batawila et al. (2005) et
Agassounon et al. (2001), d'études qui se

les brdlures, la résine est utilisée pour trader |
bronchite (Muanda, 2010). Les études
réalisées pour évaluer leurs propriétés
inhibitrices surC. albicanset S. aureussont
rares (Hope, 2005 ; Enejeo et,d011). Le
présent article a pour but de tester I'activité
des extraits de différents organes de ces deux
plantes suc. albicansetS. aureusmpliquées
dans les maladies infectieuses dans un
contexte de valorisation de la flore médicinale
togolaise.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Les organes de plantes ont été récoltés
en novembre 2010 dans la Région centrale et
dans la Région de la Kara au Togo puis
étiguetés et ramenés au Laboratoire
de Botanique et Ecologie Végétale de la
Faculté des Sciences de I'Université de Lomé,
ou ils ont été identifiés. Il s’agit des feuilles,

basent sur des connaissances endogenes ou dedes écorces de tronc, des écorces de racines et

screening. Nous nous sommes alors proposé
d'investiguer sur des plantes utilisées
traditionnellement comme antibiotiques dans
la préfecture de Tchamba. Cette préfecture est
située dans la partie Est de la région centrale
du Togo, a 360 km de Lomé la capitale. Aprés
analyse des résultats d’enquéte, en se basant
sur la fréquence d'utilisation des plantes par
les tradipraticiensPterocarpus erinaceugt
Daniellia oliveri ont été retenues pour
I'évaluation de leurs propriétés inhibitrices sur
Candida albicanset Staphylococcus aureus
deux germes souvent impliqués
respectivement dans les candidoses et les
panaris. Dans la littérature, les feuilles et
I'écorce de tronc dB. erinaceussont utilisées
dans le traitement des dermatomycoses
(Olowokudedjo et al., 2008) et ses feuilles en
association avec cellesAfzelia africanasont
utilisées pour traiter le paludisme (Asase et
al., 2005). Les jeunes feuilles séchées et pilées
sont utilisées en application locale pour traiter
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des racines d€. erinaceust deD. oliveri.

Souches microbiennes

Les tests ont été réalisés s@andida
albicans et Staphylococcus aureusCes
souches ont été isolées respectivement d’'un
prélevement vaginal et d'un prélevement de
pus au Laboratoire de Microbiologie de
I'Institut National d’'Hygiéne de Lomé.

Extraction
L’échantillon de chague organe récolté

a été subdivisé en deux portions. Chaque
portion a subit un traitement différent.

1*" lot : une macération des organes frais
dans une solution hydroéthanolique 50%
(V/V) pendant un mois suivi d’une filtration et
d’'une évaporation au rotavapor.
2% lot : un séchage en salle climatisée, une
réduction en poudre suivie d'une extraction
par épuisement de solvants de polarité
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croissante. Les extraits obtenus ont été
évaporés au rotavapor.

Les extraits suivants ont ainsi été obtenus :

- les extraits totaux hydroéthanoliques des
organes frais ;

- les extraits a I'acétate d'éthyle ;

- les extraits au trichlorométhane ;

les extraits au trichlorométhane-éthanol
(VIV) ;

- les extraits a I'eau distillée (la derniere étape
de I'extraction par épuisement de solvant).

Tests antimicrobiens

Les tests antimicrobiens ont été
effectués selon la technique décrite par de
Souza et al., (1993) et reprise par Hoekou et
al. (2012).

Préparation des solutions d'extraits

Les extraits obtenus ont servi a
préparer des solutions de concentration 30
mg/ml. Les solutions d'extraits ont été
stérilisées par filtration a l'aide de seringues-
filtres sur membrane millipore de 0,22 um. La
stérilité des solutions d'extraits a été vérifiée
en ensemencant des aliquotes de chaque
solution sur les milieux Mueller Hinton et
Sabouraud+chloramphénicol qu'on incube a
37 °C pendant 24 & 48 heures. A partir d’'une
solution mere, on procéde a une série de
dilutions en progression géomeétrique de
raison 2 de maniére a obtenir une gamme de
concentrations finales dans les tubes variant
de 1,875 mg/ml a 30 mg/ml.

Préparation de la suspension microbienne

Les souches cliniques obtenues sont
repiquées sur les milieux de culture appropriés
(Chapman pourS. aureuset Sabouraud +
Chloramphénicol pourC. albican3, puis
incubés a 37 °C pous. aureusou a 30 °C
pourC. albicanspendant 24 heures.

Pour avoir des colonies non
confluentes et faciliter leur dénombrement, on
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prépare des dilutions 10 10% 10% 10%
10°; & partir d’'une solution obtenue par la
mise en suspension d’'une colonie dans 10 ml
de bouillon Mueller Hinton pour la souche de
S. aureusou de bouillon Sabouraud pour la
souche de C. albicans Ces différentes
dilutions sont ensuite ensemencées par
étalement sur gélose Mueller Hinton pour la
souche bactérienne et gélose Sabouraud-
chloramphénicol pour la souche fongique. Les
boites sont incubées a 37 °C pendant 24
heures pour la bactérie et a 30 °C pendant 48
heures pour la levure puis les colonies sont
dénombrées en vue de déterminer la charge
microbienne qui est mise en contact des
extraits.

Test de présomption

La méthode de dilution en milieu
liquide couplée a I'étalement sur milieux
gélosés a été utilisée comme décrite par de
Souza et al. (1993), et reprise par Hoekou et
al. (2012). Le test présomptif consiste a
utiliser une seule concentration des extraits
pour identifier les extraits actifs. L'essai a été
constitué en introduisant dans un tube a
hémolyse stérile, 0,5 ml de I'extrait a tester et
10 pl de la suspension microbienne. Dans le
tube témoin, I'extrait a été substitué par 0,5 ml
de bouillon nutritif stérile. Un témoin positif a
été réalisé dans les mémes conditions en
utilisant la gentamicine (0,015 mg/ml) pour la
bactérie et la nystatine (0,10 mg/ml) pola
levure Les tubes ainsi constitués sont incubés
a 37 °C pendant 24 a 48 heures puis les essais
et les témoins sont étalés sur milieux gélosés
appropriés a raison de deux boites par tube.
Les boites de Pétri sont ensuite incubés a 37
°C pendant 24 ou 48 heures. Les colonies sont
alors comptées sur chaque boite et les
pourcentages d'inhibition sont calculés par
rapport au témoin négatif selon la formule :

PI=100 (1-X/Y)
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Pl : Pourcentage d'inhibition.X : nombre de
colonies du germe dénombré sur la boite test.
Y : nombre de colonies du germe dénombré
sur la boite témoin.

Test de sensibilité

Les extraits dont le pourcentage
d’inhibition a la suite du test de présomption
est égal a 100% ont servi a réaliser les tests de
sensibilité, par dilutions successives des
extraits par progression géométrique de raison
2. Les extraits a différentes concentrations
sont mis en contact avec la suspension
microbienne comme précédemment et les
pourcentages d'inhibition sont déterminés.
Ces tests de sensibilité ont pour objectif la
détermination de la CMI (Concentration
Minimale Inhibitrice), la plus faible
concentration d’extrait a laquelle on n'observe
pas de croissance visible a I'ceil nu.

Tests phytochimiques

lls ont consisté a la recherche dans les
extraits évaporés obtenus des composés
chimiques suivants: les alcaloides, les
flavonoides, les tanins, les saponines et les
anthracénes par des méthodes colorimétriques
(Harbone, 1976).

Mise en évidence des alcaloides

A 1 ml de la solution d’extrait (obtenue
en dissolvant de la poudre d’extrait dans 1ml
d’eau distillée), on ajoute quelques gouttes du
réactif de Mayer (10 g d'iodure de potassium
et 2.70 g de chlorure de mercure dissous dans
20 ml d’eau). Il se forme un précipité blanc ou
blanc-jaune en présence des alcaloides.

Mise en évidence des flavonoides

A 1 ml de la solution d’extrait, on
ajoute quelques gouttes de la soude au N/10.
On obtient une coloration jaune orangée en
présence des flavonoides.
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Mise en évidence des tanins

On utilise le perchlorure de fer ou
chlorure ferrique (FeGl obtenue en
dissolvant 1 g de Fegdans 65 ml d'eau
distillée. On ajoute quelques gouttes de ce
réactif & 1 ml de la solution d'extrait. En
présence de tanins galliques, on obtient une
coloration bleue, bleue-noire ou noire. Une
coloration verte ou vert-foncé signe par contre
la présence de tanins catéchiques.

Mise en évidence des saponines

L’agitation d'un tube a essai contenant
quelques millilitres de l'extrait dissous dans
'eau entraine la formation d’'une mousse
persistante. Cette premiére réaction est
confirmée par la réaction au réactif de
Liebermann-Buchard. L’ajout de quelques
gouttes de la solution chloroformique permet
d’'obtenir une coloration violacée qui vire au
bleu en présence de quelques gouttes
d'anhydride acétique. Cette derniere vire au
vert en présence de quelques gouttes d'acide
sulfurique concentré.

Mise en évidence des anthracenes
Formes anthraquinoniques libres

Elles sont mises en évidence par la
Réaction de Borntrager. On ajoute quelques
gouttes de potasse (KOH) a 1 ml de la
solution d’extrait, on obtient une coloration
rouge.
Hétérosides anthroniques

Elles sont mises en évidence par la
Réaction de Schouteten : & 1 ml de la solution
d’extrait, on ajoute quelques gouttes de Borate
de sodium et on observe une fluorescence
verte si la réaction est positive.

RESULTATS
Test de présomption

Les tests de présomption réalisés sur
les extraits de plantes et dont les résultats sont
consignés dans le Tableau 1, ont permis de
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relever que les extraits des deux plantes ont activité avec une CMI égale a 1,875 mg/ml.

des activités inhibitrices diverses sur les deux Globalement, les extraits obtenus a partir de
(02) germes. Les extraits qui entrainent une I'écorce de racine et des racines des deux
inhibition totale des germes seront retenus plantes semblent moins actifs sur les germes

pour les tests de sensibilité. testés (Tableau 2).
L'analyse phytochimique dont les
Tests de sensibilité résultats sont notés dans le Tableau 3, a

Les extraits de feuilles sont de fagcon permis de mettre en évidence la présence dans
générale les plus actifs sur les germes testés les extraits des grands groupes chimiques
avec une CMI égale a 1,875 mg/ml dans la suivants: alcaloides, flavonoides, tanins,

plupart des cas. Les extraits de feuillesDde saponines et anthracenes. Les feuillesPde
oliveri semblent moins actifs que ceux He erinaceuset deD. oliveri sont trés riches en
erinaceus flavonoides, en tanins cathéchiques, en

Dans le cas de I'écorce de tronc, les saponines stéroides et en hétérosides
extraits a l'acétate et hydro-éthanolique ont anthroniques. L'écorce de tronc de ces deux
présenté les meilleures activités. Ce sont les plantes renferme les mémes composés mais, il
extraits a l'acétate dP. erinaceuset hydro- est plus riche en saponines triterpéniques.
éthanolique déd. oliveri qui ont la meilleure

Tableau 1 : Pourcentage d'inhibition des extraits Bleerinaceust deD. oliveri a la concentration
de 30 mg/ml.

Extraits Pterocarpus erinaceus Daniellia oliveri
C. albicans S. aureus C. albicans S. aureus

Ac-f 100 100 100 100
Tm-f 100 100 0 100
TmE-f 100 100 0 100
Eau-f 100 100 0 100
Ac-Et 100 100 100 100
TmE-Et 90 90 0 100
Eau-Et 100 80 0 75
HE-Et 0 100 100 100
TmE-Er 90 90 0 100
Eau-Er 85 85 100 0
Ac-R 90 100 100 100
T™m-R 100 90 0 90
TmE-R 90 90 100 90
Eau-R 100 75 0 85
G (15pg/ml) NT 100 NT 100
N (10pg/ml) 100 NT 100 NT

Pl : Pourcentage d’InhibitiorAc : acétateHE : hydroéthanoliqudm: trichlorométhaneTmE: trichlorométhane + éthanol,
f : feuille, Et : écorce de tron&r : écorce de racin® : racine, G : Gentamycine, N : Nystatine.
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Tableau 2 :CMI en mg/ml des extraits d& erinaceu®t deD. oliveri.

Extraits Pterocarpus erinaceus Daniellia oliveri

C. albicans S. aureus C. albicans S. aureus
Ac-f 1,875 1,875 7,5 1,875
Tm-f 1,875 1,875 - 1,875
TmE-f 1,875 1,875 - 1,875
Eau-f 15 1,875 - 1,875
Ac-Et 1,875 1,875 30 3,75
TmE-Et - 1,875
Eau-Et 7,5 -
HE-Et - 1,875 1,875 1,875
TmE-Er - 1,875
Eau-Er 1,875 -
Ac-R 7,5 30 7,5
Tm-R 3,75 -
Eau-R 1,875 -
TmE-R 15 -

Ac : acétateHE : hydroéthanoliqud@m : trichlorométhaneTmE: trichlorométhane + éthanol, f : feuille,
Et : écorce de tronc, Er : écorce de racine, Rinea

Tableau 3 : Grands groupes chimiques présents dans les sextrait

Grands groupes chimiques Pterocarpus erinaceus Daniellia oliveri

f Et Er R f Et Er R
Alcaloides + ++ 1+ o+ + ++ 4+ ++
Flavonoides +++ +++  +++ ++ -+ +++
Tanins galliques - - - ++ - - - -
Tanins catéchiques +++ +++  ++ + 4+t b+ b
Saponines (génine triterpénique) - +++ o+t A
Saponines (génine stéroique) +++ +++ - +++  HHH+
Anthracenes (formes anthraquinoniques libres)++ +++  + ++ o+ ++
Anthracenes (hétérosides anthroniques) +++ + + -+ + - ++

f: feuilles ; ff : feuilles fraiches ; Et : écorde tronc ; Er : écorce de racine ; R: racine ;
+++ : forte présence, ++ : présence moyenne ;résemce.

DISCUSSION feuilles deP. erinaceussont les plus actives
Ce travail a permis de tester l'activité  sur S. aureuset C. albicansavec une CMI
antimicrobienne de deux plantes contre deux égale a 1,875 mg/ml. L'extrait a l'acétate
germes incriminés dans les maladies d'éthyle de I'écorce de tronc a aussi montré
infectieuses. L’évaluation de [l'activitt'  une bonne activité avec une CMI égale a
antimicrobienne a permis de noter que les 1,875 mg/ml sur les deux (02) germes. Ces
1591
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résultats sont proches de ceux de Lagnika et
al. (2011) qui ont trouvé une CMI de I'extrait
méthanolique des parties aériennes Sur
aureus égale a 0,313 mg/ml. Gabriel et
Onigbanjo (2010) ont par contre trouvé une
CMI de l'extrait au méthanol de I'écorce de
tronc égale a 1 mg/ml su8. aureuset 0,5
mg/ml sur C. albicans Les différences de
concentration pourraient étre dues a
I'extraction réalisée et a la méthode pour
tester I'activité antimicrobienne utilisée.

Les feuilles deD. oliveri sont plus
actives sur la bactérie avec une CMI égale a 1,
875 mg/ml que sur la levure. Les extraits au
trichlorométhane des écorces de tronc et de
racine et hydroéthanolique de I'écorce de
tronc se sont révélés aussi actifs sur la
bactérie. Sur la levure, seuls les extraits
hydroéthanolique de I'écorce de tronc et
aqueux de I'écorce de racine ont montré une
bonne activité avec une CMI égale a 1,875
mg/ml. L'extrait a l'acétate d'éthyle de la
racine a une CMI de 30 mg/ml sur la levure et
7,5 mg/ml sur la bactérie. Ces CMI sont
inférieures a  celles obtenues par El-
Mahmood et al. (2008). Ces derniers, Sur
aureus ont trouvé une CMI égale a 50 mg/mi
pour les extraits aqueux et 25 mg/ml pour les
extraits éthanoliques des feuilles et d'écorce
de tronc deD. oliveri. Pour les racines de la
méme plante, la CMI est de 12,5 mg/ml pour
'extrait aqueux et de 6,25 mg/ml pour
I'extrait éthanolique. Cette différence pourrait
étre liée au fait que les méthodes utilisées
pour réaliser les tests antimicrobiens ne sont
pas les mémes.

L'analyse phytochimique a révélé une
forte présence de flavonoides, tanins,
saponines et anthracénes dans les feuilles et
'écorce de tronc deP. erinaceus Des
alcaloides, flavonoides et saponines ont plutot
été retrouvés en forte concentration dans
'écorce de racine. Ces résultats sont
semblables a ceux de Ouédraogale(2011)
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et de Gabriel et Onigbanjo (2010) qui en
étudiant I'extrait total aqueux de I'écorce de
tronc ont trouvé des tannins, des flavonoides
et des saponines. Elle a aussi permis de noter
la présence de flavonoides, alcaloides, tanins,
saponines et anthracénes dans les feuilles de
D. oliveri ; de flavonoides, tanins et saponines
dans I'écorce de tronc ; de saponines et tanins
dans I'écorce de racines et de flavonoides, de
saponines et de tanins dans ses racines. Ces
résultats sont comparables a ceux de Yahaya
et al. (2011) dont I'analyse phytochimique a
révélé la présence des alcaloides, tannins,
flavonoides, terpénoides dans les feuilles et
I'écorce de tronc et de EI-Mahmood et al.
(2008), qui ont retrouvé les mémes éléments
aussi dans les racines.

Conclusion

L’évaluation du potentiel
antimicrobien ainsi réalisé si. erinaceus
D. oliveri a permis de mettre en évidence leur
activité surS. aureuset C. albicans De ces
deux (02) plantes, les feuilles &e erinaceus
se sont révélées les plus actives sur les deux
germes. L'analyse phytochimique a permis de
noter la présence dans les extraits de tanins,
alcaloides, flavonoides, saponines et
anthracénes, des composés chimiques qui ont
souvent des propriétés anti-microbiennes qui
pourraient expliquer leurs activités
inhibitrices. Cette étude contribue ainsi a
valider I'utilisation traditionnelle de ces deux
plantes pour traiter les maladies infectieuses.
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