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ATTESTATION DE CORRECTION DE LA THESE DE DOCTORAT/PhD DE

Dr TAFFOU

Nous, soussignés, Professeurs PENLAP BENG \"éroniquE: Président du Jury ct
FOKOU Elie. examinateur du Jury de la thése de Doctorat/PhD en Biochimic du Dr TA FFOU,
intitulée : « POTENTIEL ANTIFONGIQUE DES EXTRAITS DE QUELQUES
ANNONACEAE ET VERBENACEAE », soutenue le Mardi 10 Juillet 2018 2 10 heures
dans la salle S01/S02 du Batiment Pédagogique de 1'Université de Yaoundé 1. attestons que

Dr TAFFOU a effectué toutes les corrections que les membres du jury lui ont demandé.

En foi de quoi, la présente attestation lui est délivrée pour servir et valoir ce que de

droi.

Examinateur

Epartement

Dr d'Etaten Blocrumte SV
Nutrition et Sciences Alimentair i /
ﬁa oo Poal viep e
Professor
£ nzymo!ogy-‘l’oxicology
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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS | LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2017/2018
(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION : 10 Mars 2018

ADMINISTRATION

DOYEN : AWONO ONANA Charles, Professeur

VICE-DOYEN / DPSAA : DONGO Etienne, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gidéon AGHAINDUM

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche MBAZE MEVA’A
Luc Léonard, Maitre de Conférences

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (41)
N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1| FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
2| MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
3| MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
NINTCHOM PENLAP V. épse Professeur En poste
4| BENG
5| OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
6| ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
BELINGA née NDOYE FOE M. C. |Maitre de Conférences Chef DAF / FS
7|F.
8| BIGOGA DIAGA Jude Maitre de Conférences En poste
9| BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
10 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
11 | FOKOU Elie Maitre de Conférences En poste
12 | KANSCI Germain Maitre de Conférences En poste
13 | NANA Louise ¢pouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
14 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
15 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
16 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de Conférences En poste




17 | ACHU Merci BIH Chargée de Cours En poste
18 | DEMMANO Gustave Chargé de Cours En poste
19 | DJOKAM TAMO Rosine Chargée de Cours En poste
20| DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline | Chargée de Cours En poste
21| DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane |Chargée de Cours En poste
EVEHE BEBANDOUE Marie- Chargée de Cours En poste
22| Solange
23| EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste
24| KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
25| LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
26| MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
MOFOR née TEUGWA Clotilde Chargée de Cours Inspecteur de Service
27 MINESUP
28| NJAYOU Frédéric Nico Chargé de Cours En poste
29| Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
30| TCHANA KOUATCHOUA Angele |Chargée de Cours En poste
31| PACHANGOU NSANGOU Sylvain |Chargé de Cours En poste
DONGMO LEKAGNE Joseph Chargé de Cours En poste
32| Blaise
33| FONKOUA Martin Charge de Cours En poste
BEBOY EDZENGUELE Sara Chargée de Cours En poste
34| Nathalie
35| DAKOLE DABOY Charles Chargée de Cours En poste
36 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
MBOUCHE FANMOE Marceline Assistante En poste
37| Joélle
38| BEBEE Fadimatou Assistante En poste
39| TIENTCHEU DJOKAM Leopold Assistant En poste
2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (44)
1| BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
2 | DIMO Théophile Professeur En Poste
3| DJIETO LORDON Champlain Professeur En poste
4| ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur VDoyen/FMSB/UYI
5| FOMENA Abraham Professeur En Poste
6 | KAMTCHOUING Pierre Professeur EN POSTE
7 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
8 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
9 | NOLA Moise Professeur En poste
10| TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
11| TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord. Progr. MINSANTE
12 | AJEAGAH Gidéon AGHAINDUM Maitre de Conférences Chef Service DPER
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13| DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré¢ Maitre de Conférences En poste
14 | FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences En poste
15 | KAMGANG René Maitre de Conférences C.S. MINRESI
16 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
17| MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
18 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
19 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
20 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Maitre de Conférences En poste
21| ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
22| ATSAMO Albert Donatien Chargée de Cours En poste
23| BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
24| BILANDA Danielle Claude Chargée de Cours En poste
25| DJIOGUE Séfirin Chargée de Cours En poste
26 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
27 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
28 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
29 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
30| MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
31| MOUNGANG LucianeMarlyse Chargée de Cours En poste
32| MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargée de Cours En poste
33 [NGOUATEU KENFACK Omer Bébé | Chargé de Cours En poste
34| NGUEGUIM TSOFACK Florence Chargée de Cours En poste
35| NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
36 | NJATSA Hermine ¢pse MEGAPTCHE | Chargée de Cours En Poste
37 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours CD/UBa
38 |NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
39 | TADU Zephyrin Chargée de Cours En poste
40 | YEDE Chargée de Cours En poste
41 | ETEME ENAMA Serge Assistant En poste
42 | KANDEDA KAVAYE Antoine Assistant En poste
43 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (26)
1| AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UY1I
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
4| MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
5| BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
6 | DJOCGOUE Pierre Francois Maitre de Conférences En poste
7 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
8 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
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9 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
10 [ NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste
11| ZAPFACK Louis Maitre de Conférences En poste
12 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | CT/Univ Dschang
13| MBOLO Marie Maitre de Conférences |En poste
14 | ANGONI Hyacinthe Chargée de Cours En poste
15 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel |Chargé de Cours En poste
16 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
17| GOMANDIJE Christelle Chargée de Cours En poste
18 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Chargé de Cours En poste
19 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
20| NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
21 |NSOM ZAMO Annie Claude épse PIAL | Chargée de Cours Expert national /UNESCO
22 | TONFACK Libert Brice Chargé de Cours En poste
23 | TSOATA Esaie Chargé de Cours En poste
24 | DJEUANI Astride Carole Assistante En poste
25 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Assistante En poste
26 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Assistante En poste
27 |NOUKEU KOUAKAM Armelle Assistante En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (33)
1| AGWARA ONDOH Moise Professeur Vice RecteurUniv ,Bamenda
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste
3 | Florence UFI CHINJE épouse MELO | Professeur RECTEUR Univ.Ngaoundere
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Directeur Cabinet PM
5 | LAMINSI Samuel Professeur En poste
6 | NANSEU NjikiCharles Péguy Professeur En poste
NDIFON Peter TEKE Professeur [ST MINRESI/Chef de
7 Departement
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS Univ. Dschang
10| BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargée Mission P.R.
11| DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
12| KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. | Maitre de Conférences En poste

13

KONG SAKEO

Maitre de Conférences

Chargé de Mission au P. M.
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14 | NDIKONTAR Maurice KOR Maitre de Conférences Vice-Doyen Univ. Bamenda
15 | NGOMO Horace MANGA Maitre de Conférences VC/UB
16 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste
17| YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste
18 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
19| EMADACK Alphonse Chargé de Cours En poste
20| KAMGANG YOUBI Georges Chargé de Cours En poste
21 | NDINSAMI Julius Chargée de Cours En poste
22 | NJOYA Dayirou Chargé de Cours En poste
23 |PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
24 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste
25 | BELIBI BELIBI Placide Désiré¢ Charg¢ de Cours En poste
26 |CHEUMANI YONA Arnaud M. Charg¢ de Cours En poste
27 |NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
28 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
29 |KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
30 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
31 |MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
32 |NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
33 |NEBA nee NDOSIRI Bridget Chargé de Cours En poste

NDOYE

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (34)

1| DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / DPSAA
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir IBAF/UDS
3 | MBAFOR Joseph Professeur En poste
5 | NGOUELA Silvére Augustin Professeur En poste
6 | NKENGFACK Augustin Ephraim Professeur Chef de Département
7 | NYASSE Barthélemy Professeur Directeur/UN
8 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
9| WANDIJI Jean Professeur En poste

10 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences DEPE/ Rectorat/UYI

11| FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste

12| KEUMEDIJIO Félix Maitre de Conférences En poste

13| KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste

14 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste

15| NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste

16 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences VR/ UYll

17 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste

18| TIH née NGO BILONG E. Anastasie | Maitre de Conférences En poste

19 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste

20 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences En poste

21 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste

22 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste

23 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste




24| EYONG Kenneth OBEN Chargé de Cours En poste
25 |FOTSO WABO Ghislain Chargé de Cours En poste
26 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
27| NGONO BIKOBO Dominique Serge | Chargé de Cours En poste
28 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Chargé de Cours Chef Service/Minesup
29 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
30| TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
31 |ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
32 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
33 | NGNINTEDO Dominique Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25)

1| ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef DivSys.

5 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur 5 igfﬂingi/(_c;ef

3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste

4| KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste

5| CHEDOM FOTSO Donatien Chargé de Cours En poste

6 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

7 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste

8 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste

9 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
10| WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
11| TAPAMO Hyppolite Charge¢ de Cours En poste
12 | ABESSOLO ALO’O Gislain Assistant En poste
13 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
14 | DJOUWE MEFFEJA Merline Flore Assistante En poste
15| DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
16 | EBELE Serge Assistant En poste
17| HAMZA Adamou Assistant En poste
18 | KAMDEM KENGNE Christiane Assistante En poste
19| KAMGUEU Patrick Olivier Assistant En poste
20 | KENFACK DONGMO Clauvice V. Assistant En poste
21 | MEYEMDOU Nadé¢ge Sylvianne Assistante En poste
22 | MONTHE DJIADEU Valery M. Assistant En poste
23 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (35)

1| BEKOLLE David Professeur Vice-Recteur UN

2 | BITJONG NDOMBOL Professeur En poste

3 | DOSSA COSSY Marcel Professeur En poste

4 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département

5 EMVUDU WONO Yves S. Maitre de Conférences CD;Z;]\:tEeiZI;t/gjh\;f de

6 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste

Vi




7 | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste
8 | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS Rwanda
9| AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard | Chargé de Cours Chef Cellule MINPLAMAT
10| CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
11 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
12 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
13 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
14  MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
15| MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
16 | MBEHOU Mohamed Chargé de Cours En poste
17 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste
18 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
19| NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
20| POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
21| TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
22 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
23 | TCHOUNDIJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 | DIIADEU NGAHA Michel Assistant En poste
27 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
28 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Assistant En poste
29 | TANG AHANDA Barnabé Assistant Directeur/MINTP
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (13)
1| ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM
. . Chef de Département
5 ETOA Frangois Xavier Professeur Recteur Univerfité de Douala
3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
4| NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
5| SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
6 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
7 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
8 | BODA Maurice Charg¢ de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10| ENO Anna Arey Chargée de Cours En poste
11 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
12 | NJIKI BIKOI Jacky Chargée de Cours En poste
13 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
9.DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY)
1| ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
2 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
3 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
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4 | NJOMO Donatien Professeur En poste
5| PEMHA Elkana Professeur En poste
6 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
7 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
8 | WOAFO Paul Professeur En poste
9| EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Division. UN
10 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Maitre de Conférences Sous Directeur/ MINRESI
11 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
12 | BEN- BOLIE Germain Hubert Maitre de Conférences CD/ENS/UN
BﬁﬁgﬁFmMEWW% Maitre de Conférences En poste
14 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste
15| NOUAYOU Robert Maitre de Conférences En poste
16 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
17 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
18 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
19 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences En poste
20| HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
21 |OUMAROU BOUBA Maitre de Conférences En poste
22 |SAIDOU Maitre de Conférences Sous Directeur/Minresi
23 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
24 | BODO Bernard Chargé de Cours En poste
25 |EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
26 | FOUEDIJIO David Chargé de Cours En poste
27 |MBANE BIOUELE Chargé de Cours En poste
28 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste
29 | MBONO SAMBA Yves Christian U. | Chargé de Cours En poste
30 |NDOP Joseph Chargé de Cours En poste
31 OBOUNOU Marcel Chargé de Cours DA/Univ Inj[er
Etat/Sangmalima
32 | TABI Conrad Bertrand Chargé de Cours En poste
33 | TCHOFFO Fidéle Chargé de Cours En poste
34 | VONDOU DerbetiniAppolinaire Chargé de Cours En poste
35 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
36 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
37 |ENYEGUE A NYAM épse BELINGA | Chargée de Cours En poste
38 | WAKATA née BEYA Annie Chargée de Cours Sous Directeur/ MINESUP
39 |[MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
40 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
41 |MLIJOELLE LARISSA Assistante En poste
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10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (42)

1| NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
2 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
3 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
4 | KAMGANG Pierre Professeur En poste
5| MEDJO EKO Robert Professeur Coseiller Technique/UYII
6 | FOUATEU Rose épse YONGUE Maitre de Conférences En poste
7 |NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Maitre de Conférences En poste
8 | NGOS III Simon Maitre de Conférences DAAC/Uma
9| NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
10 | NKOUMBOU Charles Maitre de Conférences En poste
11| TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
12| YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. /MINTP
13 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences Chef div. DAASR / F'S
14 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/UMa
15| MOUNDI Amidou Maitre de Conférences Chef Div. MINIMDT
16 | ONANA Vincent Maitre de Conférences En poste
17| TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste
18 |Z0O’0 ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART
19| MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
20 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste
21 BISSO Dieudonne Chargé de Cours Directeur/Proj ,et Barrage
Memve’ele
22 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste
23 | EKOMANE Emile Chargé de Cours En pste
24 | FUH Calistus Gentry Chargée de cours Sec. D ’Etat/MINMIDT
25 | GANNO Sylvestre Chargé de Cours En poste
26 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
27 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
28 | MINYEM Diecudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma
29 | MOUAFO Lucas Chargé de Cours En poste
31| NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
32| NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
33| NGUETCHOUA Gabriel Chargé de Cours CEA/MINRESI
34 | NYECK Bruno Chargé de Cours En poste
35 | TCHAKOUNTE J. épse NOUMBEM | Chargée de Cours CT/ MINRESI
36 | METANG Victor Chargé de cours En poste
37| NOMO NEGUE Emmanuel Chargg¢ de cours En poste
38 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Charg¢ de cours En poste
39 | TEHNA Nathana¢l Chargé de cours En poste
40 | TEMGA Jean Pierre Chargé de cours En poste
41 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de cours En poste
42 | ELISE SABABA Chargé de cours En poste
43 | EYONG JOHN TAKEM Assistant En poste
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44| ANABA ONANA Achille Basile

Assistant

En poste

Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé I

NOMBRE D’ENSEIGNANTS
DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Chargés de  Assistants Total
Conférences Cours

B.C. 5(1) 10 (5) 20 (10) 3(1) 39 (16)
B.P.A. 11 (1) 9(3) 20 (8) 3(5 43 (17)
B.P.V. 4 (0) 9(2) 10 (2) 4(4) 27 (8)
C.L 9(1) 8(2) 16 (4) 0(2) 339
C.0. 8 (0) 13 (3) 8(2) 1 (0) 30(5)
LN. 3(0) 1 (0) 8 (0) 12 (3) 24 (3)
M.A. 3(0) 5(0) 18 (1) 4(0) 30 (1)
M.B. 2 (0) 5(2) 6(2) 0 (0) 13 (4)
P.H. 8 (0) 17 (0) 15(2) 2(1) 42 (3)
S.T. 5(0) 15(2) 22 (3) 2 (0) 44 (5)
Total 58 (3) 92(19) 144 (33) 31(16)  325(71)

Soit un total de 325(71) dont :

- Professeurs 58 (3)

- Maitres de Conférences 92 (19)

- Chargés de Cours 144 (33)

- Assistants 31 (16)

() =Nombre de Femmes
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RESUME

Durant ces vingt derniéres années, les infections fongiques sont devenues un véritable
probléeme de santé publique étant donné la mortalité et la morbidité dont elles sont
responsables. Dans le but de rechercher une thérapie alternative pour leur contrdle et de
contribuer a la valorisation des plantes médicinales Camerounaises, 1’objectif de ce travail
¢tait d’évaluer D’activité antifongique des extraits de quelques plantes de la famille des

Annonaceae et des Verbenaceae.

Les organes des différentes plantes des Annonaceae et des Verbenaceae ont été soumis
a une extraction par macération a 1’éthanol et au mélange méthanol-chlorure de méthyléne
pendant 72 heures et les extraits testés pour leur activité antifongique. Les extraits bruts
d’intérét ont été fractionnés par partition liquide-liquide et par la chromatographie sur
colonne. Les tests d’activité antifongique ont été effectués sur des isolats de levures (Candida
albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans) par la méthode de microdilution
en milieu liquide et de subculture sur milieu solide, et sur Aspergillus flavus et quelques
dermatophytes  (Epidermophyton  flocosum,  Microsporum  gypseum, Trichophyton
mentagrophytes) en utilisant la méthode de I’incorporation a la gélose. Ces méthodes ont
permis de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations
minimales fongicides (CMF). La méthode de I’échiquier a été utilisée pour tester les
combinaisons d’extraits d’intérét. Le criblage phytochimique a été effectué sur les différents

extraits les plus actifs en utilisant des méthodes standards.

Les résultats montrent que les rendements d’extraction varient de 0,10% a 13,94% et
¢étaient fonction de la plante et des organes. Le criblage préliminaire de ’activité antifongique
a permis de sélectionner 24 extraits parmi lesquels 13 extraits éthanoliques ont donné des
valeurs de CMI variant entre 0,625 mg/ml et 5 mg/ml. Les extraits méthanoliques se sont
révélés étre les plus actifs avec des CMI comprises entre 0,09 et 6,25mg/ml. Le
fractionnement par partition liquide-liquide des 13 extraits ¢thanoliques a donn¢ 27 fractions
avec des CMI comprises entre 2,5mg/ml et Smg/ml. Certains extraits se sont révélés inactifs
(CMI>10 mg/ml). La fraction hexanique des tiges d’Uvaria angolensis (UAstH) avec une
CMI de 2,5 mg/ml sur C. albicans, C. parapsilosis et Cr. neoformans a été la plus active. La
combinaison de cette fraction avec le kétoconazole a permis d’obtenir les interactions
synergiques (indices de concentration inhibitrice fractionelle (ICIF) <0,5) sur C. albicans, Cr.

neoformans et C. parapsilosis.
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Le fractionnement de 1’extrait des racines de Vitex rivularis par chromatographie sur
colonne a permis d’obtenir 11 fractions (F’1 a F’11) regroupées en fonction de leur profil
chromatographique sur couche mince (CCM) et 10 composés (Vrl a Vrl0). L’évaluation de
leurs activités antifongiques a permis d’obtenir des CMI comprises entre 0,01 et 0,39 mg/ml.
Le criblage phytochimique a révélé la présence des alcaloides, flavonoides, anthraquinones,
huiles essentielles, triterpénes, stéroides, saponines, tannins, xanthoprotéines, lipides et sucres

réducteurs.

Ces résultats révelent que les extraits des organes des Verbenacées et d’Annonacées
présentent de bonnes activités antifongiques sur les levures, les moissisures et les
dermatophytes. Ce qui corrobore par ailleurs les usages de ces plantes en pharmacopée
traditionnelle. D’autre part, ’action synergistique observée avec la fraction hexanique des
tiges d’Uvaria angolensis (UAstH) en combinaison avec le kétoconazole soutend un éventuel

deéveloppement d’un phytomédicament contre les levures.

Mots clés : Annonaceae, Verbenaceae, Activité antifongique, Fractionnement,

Combinaison
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ABSTRACT

Within the last two decades, fungal infections have become a major public health
problem due to inherent morbidity and mortality. In order to search for new drugs or
alternative medecines and add value to Cameroonian medicinal plants, the objective of this
work was to evaluate the antifungal activity of extracts from some plants from Annonaceae
and Verbenaceae families. Plant parts from Annonaceae species were macerated in ethanol
while Verbenaceae samples were macerated in methanol/methylen- chloride for 72 hours and
the resulting extracts screened for antifungal activity. Promising ethanol crude extracts were
fractionated by liquid-liquid partition and methanol cude extracts by column chromatography.
Antifungal activity was assessed against yeasts isolates (Candida albicans, Candida
parapsilosis and Cryptococcus neoformans) using the microdilution method, and against
Aspetgillus  flavus and some dermatophytes (Epidermophyton flocosum, Microsporum
gypseum, Trichophyton mentagrophytes) using food poisoning method. Minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) were determined. The
chekerboad method was used to assess the combinations. The phytochemical screening of the

promising extracts was carried out using standard methods.

The yields of extraction of plants parts ranged from 0.10% to 13.94%. Twenty-four
extracts (13 ethanol extracts and 11 methanol extracts) were selected for further study based
on the results of preliminary antifungal screening. MIC of ethanol extracts varied from 0.625
mg/ml to >10 mg/ml while those of methanol/methylene-chloride extracts ranged from 0.09
to 6.25 mg/ml. The fractionation of the 13 ethanol extracts by liquid-liquid partition yielded
27 fractions with MIC ranging from 2.5 mg/ml to 5 mg/ml. The Hexane fraction of the stem
of U. angolensis (UAstH) was the most active against C. albicans, C. parapsilosis and Cr.
neoformans with an MIC of 2.5 mg/ml. Fraction was tested in combination with ketoconazole
and showed synergistic interactions on C. albicans, Cr. neoformans and C. parapsilosis with
fractional (inhibitory concentration indexes (FICI) <5). The fractionation of the methanol
extract of the root of Vitex rivularis by column chromatography yielded 11 fractions (F’1 to
F’11) and 10 compounds (Vrl to Vr10) with MIC values ranging from 0.01 mg/ml to 0.39
mg/ml. The phytochemical screening of the promising extracts showed the presence of
alkaloids, flavonoids, anthraquinones, essential oils, triterpenes, steroids, saponins, tannins,

xanthoproteins, lipids and reducing sugars.
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These results are promising as they highlight the antifungal effect of Verbenaceae and
Annonaceae plants extracts on yeasts, molds, and dermatophytes. These observations go in
line with the traditional uses of the tested plants species. On the other hand, the hexanic
fraction of the stem of U. angolensis (UAstH) that showed synergistic action in combination
with Ketoconazole indicates alternative directions for the development of a phytodrug against

yeasts.

Keywords: Annonaceae, Verbenaceae, Antifungal activity, Fractionation,

Combination
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INTRODUCTION




INTRODUCTION

Les mycoses sont des maladies provoquées par des champignons microscopiques
pathogeénes des organismes vivants (Boiron, 2004). Elles représentent de nos jours un
ensemble d’affections particuliéres, touchant toutes les tranches d’ages et indépendamment du
sexe (Clark et Hajjeh, 2002; Warnock, 2007). En effet, au cours des vingt dernieres années,
I’incidence des infections fongiques, tant superficielles que profondes, a considérablement
augmenté. Elles sont devenues un réel probléme de santé publique de par leur fréquence et

leur gravité (Clark et Hajjeh, 2002; Sati et Joshi, 2011).

Du point de vue clinique, les mycoses sont réparties en deux groupes selon leur
affinité particuliere pour une partie du corps (Chabasse et al., 2004): les mycoses
superficielles (dermatophytoses) qui attaquent préférentiellement I’épiderme et les mycoses
systémiques (candidoses, cryptococcoses, aspergilloses) qui attaquent sé¢lectivement certains
organes et visceres. Les mycoses en général représentent 17,10% des infections dues aux
microorganismes pathogénes, 30% de celles-ci sont des mycoses systémiques dont 75% sont
liées aux Candida, 20% sont liées aux Aspergillus et 5% aux Cryptococcus, tandis que 70%
sont des mycoses superficielles. Ces mycoses seraient 1’'une des principales causes de déces
non seulement chez les enfants et les personnes agées, mais surtout chez les immunodéprimeés

a travers le monde (Gumbo et al., 2000 ; Wallace et al., 2008 ; Spence, 2010).

La recrudescence des infections fongiques résulte d’une augmentation des facteurs a
risque que sont entre autres 1’expansion des pratiques médicales telles que les chirurgies, les
chimiothérapies, les transplantations et ablations d’organes qui fragilisent le systéme de
défense de 1’organisme, porte d’entrée de nombreuses infections, I’apparition des formes de

résistance aux antifongiques disponibles et I’immunodépression (Sanglard et Odds, 2002)

Les nombreux traitements antifongiques proposés sont généralement longs, tres chers
et donc inaccessibles a la grande majorité des populations concernées. De plus, le
développement du phénomene de résistance de certains champignons pathogenes aux
antifongiques (Dismukes, 2000; Babayi ef al., 2004), les effets secondaires (fievre, maux de
téte, vomissement, néphrotoxicité, hépatotoxicité, atteinte de la moelle osseuse) considérables
de ces médicaments (Ostrosky-Zeichner ez al., 2003), les caractéristiques de la population a
risque et ainsi que la distribution des especes responsables sont autant de facteurs qui influent

fortement sur I’incidence et la mortalité dues a ces infections (Hobson, 2003; Eggimann et



al., 2003). 11 devient donc urgent d’intensifier la recherche de nouvelles molécules ou d’une

thérapie alternative pour une meilleure prise en charge des infections fongiques.

Une des stratégies pour cette recherche consiste a explorer les plantes utilisées en
médecine traditionnelle. Malheureusement, les plantes médicinales ne sont pas toujours bien
exploitées par les populations locales, avec des dosages et des conditionnements
approximatifs. C’est pourquoi il faut orienter la recherche des médicaments sur 1’exploitation
des plantes médicinales dont la riche flore de nombreux pays africains a I’exemple du
Cameroun constitue un bon réservoir. Considérant le role que jouent les plantes dans
I’amélioration de la santé, ’OMS recommande 1’usage des plantes dont I’efficacité et
I’innocuité ont d’ores et déja été scientifiquement démontrées (OMS, 1992).Ainsi, I’étude des
plantes aux vertus médicinales represente une source crédible de molécules pouvant
contribuer au développement de nouvelles sources médicamenteuses antifongiques efficaces,

peu toxiques et & moindre cofit.

De nombreuses études d’activités antifongiques de la famille Verbenaceae tel que
Vitex dont V. negundo et de la famille des Annonaceae tel que Polyalthia suaveolens, ont été

publiées a ce jour (Rani et Sharma, 2013 ; Lamidi ez al, 2005).

De ces faits nous avons émis I’hypothese selon laquelle :

Les plantes des familles des Annonaceae et Verbenaceae contiendraient des substances

possedant des pouvoirs antifongiques.

L’objectif de ce travail est

d’évaluer le potentiel antifongique de quelques plantes de la famille des Annonacées et
des Verbenacées.

Pour cadrer cet objectif dans son véritable contexte, nous nous sommes pos¢ la question
suivante :

Les plantes des familles des Verbenaceae et Annonaceae contiennent-t-elles des substances a

activite antifongique ?
Spécifiquement, il s’agissait :

- D’¢évaluer I’activité antifongique des extraits éthanoliques et au méthanol-chlorure de
méthyléne des Annonaceae et Verbenaceace ;
- De faire un fractionnement bioguidé des extraits actifs ;

- De déterminer la composition phytochimique des extraits d’intérét.



CHAPITRE I :

REVUE DE LA LITTERATURE




1.1 Généralités sur les champignons

I.1.1 Définition

Les champignons sont des thallophytes, c’est-a-dire des végétaux eucaryotes (uni ou
pluricellulaires) qui ne sont pas différenciés en organes tels que les feuilles, les racines et les
tiges. Ils se distinguent ainsi d’une part, des bactéries (procaryotes) par leur plus grosse
structure et d’autre part, des plantes vertes par 1’absence de chlorophylle (Chabasse et al.,

2002).

Leur appareil végétatif est un thalle sur lequel se trouvent les organes reproducteurs.
Lorsque le thalle est visible et trés développé, on parle de champignon macroscopique ou
macromycete. Un thalle visible seulement en microscopie caractérise les micromycetes ou
champignons microscopiques. Ces derniers sont subdivisés en levures et champignons
filamenteux qui peuvent présenter des filaments septés ou non. Les champignons se
multiplient par des spores sexuées ou asexuées, se procurent leurs nutriments par absorption

et peuvent vivre en saprophytes, symbioses ou parasites (Koenig, 1995).

1.1.2 Classification

On distingue quatre classes de champignons en fonction de 1’aspect des hyphes
cloisonnés ou non, levuriforme ou non, et du mode de reproduction : les Phycomycétes, les
Ascomycetes, les Basidiomycetes, les Deutéromycetes ou champignons imparfaits (Leyral et

Vierling, 2001).

Généralement les champignons microscopiques sont classés en champignons

inférieurs et champignons supérieurs.

»  Les champignons inférieurs appelés phycomycetes sont caractérisés par des filaments

et siphons non cloisonnés ou peu cloisonnés. Ils se multiplient de maniere asexuée par des
spores endogénes a l'intérieur des sporanges et de maniére sexuée par fusion de deux
¢léments filamenteux polynucléés qui donnent un ceuf ou dicaryon (Leyral et Vierling,
2001).

»  Les champignons supérieurs sont caractérisés par leurs filaments cloisonnés. La
reproduction asexuée se fait par des conidies portées par des conidiophores. La reproduction
sexuée les divise en champignons parfaits et imparfaits (qui n’ont pas de reproduction

sexuée).



v" Les champignons parfaits se reproduisent par fusion des filaments donnant le
dicaryon, puis I’ceuf qui, aprés réduction chromatique évolue sous forme d’asques
(Ascomycetes) ou sous forme de basides (basidiomycétes) ou encore sous forme libre
formant la zygospore (zygomyceétes). L’asque renferme 4 a 8 ascospores internes tandis que
la baside forme 4 basidiospores externes (Leyral et Vierling, 2001).

v" Les champignons imparfaits sont caractérisés par ’absence de reproduction
sexuée. Ils sont constitués de la plupart des champignons pathogénes tels que Candida,
Cryptococcus, Aspergillus, Microsporum, Trichophyton (Leyral et Vierling, 2001).

D’apres le site internet Doctorfungus (2009), plus d’un million (1 000 000) d’especes
de champignons sont répertoriées mais seules environ 400 sont pathogénes chez I’Homme,
les animaux et les plantes. Ces champignons vivent soit comme parasites en détruisant les
tissus des organismes vivants, soit comme saprophytes dans le sol, I’air, les tissus végétaux
ou animaux et deviennent pathogénes a la suite de I’affaiblissement du systéme immunitaire
de ces organismes vivants par des facteurs intrinseques (la grossesse, le diabéte, le cancer, la
transplantation d’organe) ou extrinseéques (les immunosuppresseurs) (Hostettman et
Marston, 1994). Les champignons microscopiques peuvent causer chez I’ Homme différents
types de pathologies connues sous le nom de mycoses et pouvant avoir une localisation

superficielle ou profonde.

1.2 Généralites sur les mycoses

1.2.1 Définition

Les mycoses sont des infections provoquées par la présence d’un champignon
microscopique pathogeéne dans 1’organisme (Chabasse et al., 2004). Les symptomes sont
extrémement variés et dépendent non seulement de 1’hdte lui-méme (de sa nature, de sa
capacité de résistance et de la localisation de la maladie) mais également du pathogene et de

sa virulence (Dupont, 2002).

Le nom d’une mycose découle soit du nom de la partie du corps envahie (dermato
mycose, onychomycose) soit le plus souvent du champignon responsable (aspergillose,
candidose). Du point de vue clinique, on divise les mycoses selon leur affinité particuliere
pour une partie du corps. Celles qui se développent sur I’épiderme, les phanéres ou les
muqueuses sont appelées mycoses superficielles alors que celles qui attaquent de fagon

sélective certains organes ou visceres sont les mycoses profondes (Etoundi, 1982).



[.2.2 Transmission et manifestations des mycoses

Les mycoses sont des manifestations provoquées par la présence d’un champignon
microscopique dans 1’organisme (Chabasse et al., 2004). La contagion se fait par des
champignons vivants a 1’état saprophyte dans notre environnement ; ils peuvent se greffer sur
une 1ésion préexistante : ¢’est le cas de Aspergillus fumigatus trés abondant dans 1’air, et qui

peut se manifester sur une lésion bronchique préexistante.

Cependant, il existe certains champignons comme les dermatophytes qui sont transmis

directement ou indirectement par ’homme ou I’animal ; c’est le cas du muguet du nouveau-

né infecté lors du passage de la filiere vaginale de la mére.

Intertrigo (A) Muguet buccal (B) Aspergillose de la trachée (C)
(Saha, 2008) (Boiron, 2008) (Doctorfungus, 2009)

Figure 1 : Quelques manifestations de mycose et agent causal. A=dermatophytose a
Trichophiton mentagrophytes ; B= candidose a Candida albicans; C= Aspergillose a
Aspergillus fumigatus.

1.2.3 Facteurs favorisant la contraction des mycoses

Les mycoses sont contractées a la suite du contact et de la pénétration des tissus par le
champignon. Cette situation peut étre favorisée par plusieurs facteurs tels que représentés

dans le tableau I ci-dessous.



Tableau I: Facteurs a risque liés aux infections fongiques (Mc Taggart et Wong, 2002)

Conditions sous-jacentes  [Facteurs immunitaires Facteurs iatrogénes

Hémopathies malignes Chimiothérapie

Grefte de cellules souches Médicaments
immunosuppresseurs

Infection a VIH Cathéters vasculaires centraux

Grefte d’organe solide Séjour prolongé aux soins
intensifs

Tumeur solide Granulocytopénie/Neutropénie [Ventilation mécanique

Diabete Lymphopénie (cellules T) Antibiotiques a large spectre

Pancréatite sévere Corticostéroides a fortes doses

Brilures séveres Chirurgie abdominale

Maladie greffon versus hote Alimentation parentérale

(GVHD)

Nouveau-nés prématurés Dialyse

Ces facteurs favorisent beaucoup plus les infections par les levures qui restent les
germes les plus infectieux et les plus mortels dans le groupe des champignons. De plus, elles
sont connues pour leur grande facilité a développer des résistances aux antifongiques. Parmi
celles-ci figurent au premier rang le genre Candida (C. albicans, C. parapsilosis...) et le

genre Cryptococcus (Cr. neoformans) (Rex et al., 2000).

1.2.4 Caractéristiques de quelques champignons pathogénes a ’homme

Les champignons sont regroupés en deux grands groupes : les champignons
levuriformes et les champignons filamenteux. Parmi les champignons levuriformes, nous
avons les genres Candida, Cryptococcus. Parmi les filamenteux, nous avons les moisissures
du genre Aspergillus et les dermathophytes du genre Epidermophyton, Microsporum,
Trichophyton.



1.2.4.1 Les champignons levuriformes

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires se reproduisant le
plus souvent par bourgeonnement. Parmi les quelques 500 espéces connues, une trentaine

environ peut étre retrouvée en pathologie humaine (Boiron, 2008).

Les levures qui ont fait I’objet de cette ¢tude appartiennent aux genres Candida et

Cryptococcus et sont représentées par la figure suivante.

a) C. albicans b) C. glabrata c) Cr. neoformans  d) C. parapsilosis

Figure 2: Différentes souches de levures sur milieu SDA. (SIMO, 2010)

C. ablicans (Figure 2a): Ses colonies sur le milieu SDA a 25°C sont blanches a
creme, molles, lisses ou ridées. Les isolats se développent a 42°C sur un milieu contenant le
cycloheximide (Doctorfungus, 2009). C’est un pathogéne opportuniste de I’homme, le plus
fréquemment isolé du tractus génital (85 a 90 % de cas). Il fait parti de la flore normale des
voies respiratoires, gastro-intestinales et vaginales humaines (Douglas et Turnburg, 1998).
En effet, cette espéce est susceptible de vivre en équilibre avec la flore vaginale pendant des
années sans manifestation clinique. Il devient pathogéne (candidose) suite a une
immunodéficience et divers facteurs tels que la malnutrition, le diabéte, les leucémies, et la

prise incontrolée d’antibiotiques (Koenig, 1995).

C. glabrata (Figure 2b) : Il forme des colonies blanches, crémeuses, brillantes, planes,
et lisses sur milieu SDA a 25°C et est sensible a I’actidione (Doctorfungus, 2009). C’est une
levure de formes variables rondes a allongés, dont la forme parfaite n’est pas connue. Il se
reproduit par bourgeonnement multilatéral et présente parfois un pseudo filament qui peut
étre rudimentaire ou abondant. C’est une levure saprophyte des voies génitales et urinaires ; il

est retrouvé dans 13,8% des prélevements digestifs et dans 24,4% des prélévements urinaires



particulierement chez les femmes (Doctorfungus, 2009). Il représente actuellement prés de
10 % de toutes les levures isolées chez I’homme et est la deuxiéme en importance apres
Candida albicans. Son role pathogéne est redoutable. C’est le troisiéme agent responsable
des septicémies fongiques. Il provoque des vaginites et des infections urinaires. L’un des
facteurs qui contribuent a I’augmentation de son incidence, est sa résistance de plus en plus
fréquente 4 de nombreux antibiotiques, particuliérement aux azolés tels que le Kétoconazole

ou le fluconazole (Koenig, 1995).

Candida parapsilosis (Figure 2d): C’est un pathogene opportuniste de I’Homme, de
plus en plus responsable des hospitalisations. C’est le pathogéne le plus couramment
rencontré dans les péritonitoses au cours des dialyses du péritoine (Kuan-Hasting ef al.,
2006). La capacité de ce pathogene a se développer dans les solutions glucosées entraine une
nette augmentation de leur adhérence aux maticres synthétiques. Ce qui a pour conséquence
une augmentation de la contamination du matériel médical et par 1a une augmentation des
infections nosocomiales (Weems, 1992). Cette espece se développe entre 35°C et 37°C. Ses
colonies atteignent la maturité en trois jours sur SDA et sont de couleurs blanches a crémes,
lisses et globuleuses et quelques fois dentelées dans leur apparence (Doctorfungus, 2009).
Au microscope, sur un milieu neuf et au cours des manipulations de routine, les levures sont
de forme ovale, de taille variant entre 3-4 x 5-8 um. Cette espéce est différente des autres

especes de Candida par la fermentation et les tests d’assimilation (Hazen et al., 2007).

Cr. neoformans (Figure 2c) : Sur milieu SDA a 25°C, les colonies sont crémes a
beiges et mucoides. Ceci est lié¢ a la présence de la capsule qui entoure la cellule fongique.
Certaines souches sans capsules ont été isolées chez les sujets atteints de VIH apres un long
traitement. Les colonies de certaines souches sont blanches, crémeuses et lisses similaires a
Candida albicans. En comparaison a d’autres especes, Cr. neoformans se développe sur
I’ Agar contenant ’acide caféique et ses colonies sont brunes a noires (Pappas et al., 2001).
C’est une levure a tropisme neuroméningé trés répandue dans la nature (fruits, laits,
excréments, surtout les fientes de pigeon). Par dissémination sanguine et lymphatique, elle

peut atteindre la peau et les muqueuses, mais aussi les articulations et les os.

1.2.4.2 Les champignons filamenteux

1.2.4.2.1 Les dermatophytes
Les dermatophytes sont les champignons microscopiques filamenteux, saprophytes ou

parasites essentiellement kératinophiles ou kératinolytiques, se reproduisant de manicre
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sexuée ou asexuée. Ces champignons secrétent in vivo et in vitro des substances antigéniques
regroupées sous le nom de trichophytines et qui peuvent déclencher des manifestations
allergiques (Ngono, 1999). On compte trois genres chez les dermatophytes :
Epidermophyton, Microsporum et Trichophyton dont trois especes sont représentées par la
photographie 3. Suivant leurs lieux d’habitat, on les classe en trois groupes : les especes

anthropophiles issues exclusivement de I’homme, les espéces zoophiles issues de I’animal et

les espéces géophiles ou telluriques issues du sol.

a) Epidermophyton flocossun b) Microsporum gypseum  ¢) Trichophyton mentagrophytes)

Figure 3: Différentes souches de dermatophytes sur milieu SDA

Le genre Epidermophyton renferme une seule espece E. flocosum (Figure 3a) qui est
doué d’une croissance rapide, les colonies apparaissent vers le cinquiéme jour et sont
caractéristiques vers le douziéme jour. Il se distingue des autres dermatophytes par sa
croissance rapide, la couleur jaune Kaki de ses colonies sur gélose de Sabouraud entre 20-
25°C, et I’absence de microconidies. C’est un dermatophyte cosmopolite anthropophile a
I’origine d’épidermophyties circinées et d’intertrigos (inter orteils, inguinaux, axillaires),

n’attaque pas les poils ou le cuir chevelure (Chabasse et al., 2004).

Le genre Microsporum renferme plusieurs especes parmi lesquelles M. gypseum
(Figure 3b). C’est un dermatophyte cosmopolite tellurique doué d’une croissance rapide, dont
les colonies apparaissent 4 a 5 jours et sont caractéristiques en une semaine. Sur gélose de
Sabouraud entre 20-25°C, les colonies sont planes, habituellement poudreuses ou
granuleuses, mais parfois plus duveteuses. La contamination s’effectue a partir du sol (plaie
souillée de terre) ou par le biais d’un petit mammifeére sauvage ou domestique (chien, chat,
rat). Il est responsable des kérions chez 1’enfant et d’épidermophyties des parties découvertes,

trés inflammatoires et des folluculites. Il n’attaque pas I’ongle (Chabasse et al., 2004).



Le genre Trichophyton renferme également plusieurs espécesa I'instar de 7.
mentagrophytes (Figure 3c). On distingue deux variétés: la variét¢ interdigitale
(anthropophile) et la variété mentagrophytes (tellurique et zoophile). Les colonies
apparaissent 4 a 5 jours et sont caractéristiques en 10 jours. Elles sont duveteuses, a
poudreuses pour les anthrophiles et davantage granuleuses pour les zoophiles sur gélose de
Sabouraud entre 20-25°C. La variété interdigitale est un parasite fréquent des pieds, c’est le
troisiéme agent responsable d’onychomycose (Boukachabine et Agoumi, 2005). Cependant,
la variété mentagrophytes détermine les 1ésions inflammatoires, les teignes inflammatoires
chez I’enfant, les folliculites sur les parties découvertes de 1’adulte et les épidermophyties
circinées inflammatoires. Ces pathogeénes sont responsables des infections fongiques qui
attaquent toutes les tranches de la population et I’on les retrouve partout dans le monde

particulierement en Afrique.

1.2.4.2.2 Les Aspergillus

Le genre Aspergillus a été décrit pour la premiere fois en 1809 par Mecheli ex Link.
Ce sont des champignons filamenteux cosmopolites que 1’on retrouve dans le sol, les débrits
de végétaux et dans I’air ambiant. Méme si certaines formes téléomorphiques ont été décrites
pour certains Aspergillus spp., d’autres sont mitosporiques (Chabasse et al.,2002 ; Doctor
fungus, 2009). Aspergillus flavus est 1’'une des espéces d’Aspergillus les plus souvent

rencontrés dans les Aspergilloses humaines (Kurup et al., 2000).

Aspergillus flavus a été décrite pour la premiere fois par Link ex gray en 1821. Sur
Potato Dextrose Agar (PDA) a 25°C, les colonies jeunes sont blanches puis virent au jaune et
passent au vert jaune pour les colonies adultes. Le verso est incolore, rose ou brun rouge
foncé. Ils ont une croissance rapide (3 a 4 jours) avec un optimum a 37°C. La texture est
poudreuse a cotonneuse et quelques fois granuleuse (Chabasse ef al., 2002). Au microscope,
les hyphes sont septés et hyalins. La téte des conidies est radiée et perd les colonnes avec
I’age. Les conidiophores sont grossiérement rugueux, incolores et ont 800um de long pour 15
a 20um de large. Les vésicules sont globuleuses a sub-globuleuses (20-45um). Les phialides
sont directement insérées a la vésicule et portées par un métule (8-10 x5-7um). Les conidies
sont doux a treés légérement rugueux, globuleux ou sub-globuleux, avec 3-6um de diameétre
(Chabasse et al., 2002). L’expansion des colonies avec des conidiospores rugueux et des
conidies doux ou trés finement rugueux permet de distinguer cette espece des especes
similaires (Aspergillus parasitucus qui produit des spores trés rugueuses) (Chabasse et al.,

2002 ; Doctorfungus, 2009).

10



1.2.5 Epidémiologie des Candidoses, Cryptococcoses, Dermatophytoses et Aspergillose

Les nouvelles données indiquent que les proportions relatives d'organismes qui
causent des infections nosocomiales invasives ont changé cette derniére décennie, avec les
especes du genre Candida responsable de 64,7% des infections fongiques dont 26,4% de
déces (Richardson, 2005) et de 80 % des infections fongiques nosocomiales (Rex et al.,
2000). Les mycoses superficielles a Candida peuvent affecter plus de 95% des personnes
vivants avec le VIH-SIDA (Dupont, 2002). Ainsi, parmi les mycoses affectant les patients
infectés par le VIH et consultés dans les hopitaux de Yaoundé (Hopital Central et Centre
Hospitalier Universitaire), 77% sont des candidoses orales, 36,2% sont des candiduries
(Lohoué et al., 2005). Chez les femmes enceintes, 72% de candidoses vaginales sont dues a
Candida albicans (Lohoué et al., 2003). De méme, des patients VIH positifs recrutés a
I’Hopital Baptiste de Mutengéné a Buea entre Février et Aolt 2011, 66,67 % souftraient de
candidoses parmi lesquelles 81,2 % étaient des candidoses oropharyngées et 18,8 % des

candidoses urinaires (Njunda et al., 2013).

Concernant la cryptococcose, on estime qu’aux Etats-Unis, plus de 80% sont liées au
VIH (Diamond, 1995). Environ 5 a 10% de séropositifs développent une cryptococcose au
cours de I’évolution de leur maladie (Diamond, 1995) et elle reste mortelle dans 15-20% des
cas malgré un traitement optimal (Saag et al., 2000). En effet, elle survient chez 58 % des
patients au stade SIDA maladie (Dromer et Lortholary, 2004), le risque augmentant avec le
degré de I’immunodépression. Il est huit fois supérieur lorsque le taux des lymphocytes CD4
est inférieur a 100 éléments/mm> (Garcia et al., 2001). La cryptococcose neuroméningée
(CNM) a Cr. neoformans est la mycose systémique la plus fréquente au cours du SIDA
(Bergemann et Karstaedt, 1996), et constitue de ce fait la deuxieme affection opportuniste
au cours de celui-ci (Millogo et al., 2004). Elle est relativement rare en Afrique de 1’Ouest
(Frimpong et Lartey, 1998) et trés fréquente en Afrique Centrale (Heyderman et al., 2001)
probablement du fait d’une écologie favorable. Au Cameroun, une étude menée sur des
patients atteints de I’infection a VIH a I’Hopital Central de Yaoundé, entre Mars et Décembre
2010 a montré que la prévalence de la cryptococcose chez ces individus était de 7,14 %

(Dzoyem et al., 2012)

Les dermatophytes sont généralement répartis de fagon ubiquitaire (Feuilhade et al.,
2003). Mais d’autres sont limités aux régions intertropicales: M. langeronii, T. soudanense, T.

yaoundei en Afrique sub-saharienne, M. persicolor en Europe, T. concentricum en Asie et
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Iles du Pacifique et en Inde 7. simii (Beghin et Vanbreuseghem, 1974; Bouchet et al.,
1986; Chabasse et al., 1999). En Europe, M. canis est le plus fréquent des agents
étiologiques des teignes. Les pays avec la plus grande incidence sont les pays méditerranéens
(Italie, Espagne, Grece, Croatie) ainsi que leurs pays frontaliers (Autriche, Allemagne,
Hongrie, Pologne) (Hackett et al., 2006; Ginter et al., 2007). Une étude menée en Italie a
mis en évidence les agents étiologiques de I’épidermophytie du visage. M. canis a été
retrouvé dans 58,9% des cas, suivi par T. rubrum 22,4% et T. mentagrophytes 18,7% (Nicola
et al., 2010). En Egypte, les dermatophytoses les plus fréquentes sont respectivement les
teignes (76,4%), les épidermophyties (22,3%) et les onychomycoses (1,2%). Les
dermatophytes isolés sont 7. violaceum (71,1%), M. canis (21,1%) et T. rubrum (6,2%) (Zaki
et al., 2009). Au Cameroun, Same (2011) a montré une prévalence d’affection par les
dermatophytes de 35% dans la région de I’Est. Les teignes constituent une mycose
superficielle fréquente au Cameroun, surtout chez I’enfant (entre 6 et 11 ans) avec une
prévalence de 31% dans certaines écoles de Yaoundé (Maslin et al., 2005). Cette répartition
est imputable au développement des voyages intercontinentaux, au tourisme et a
I’immigration et est susceptible de se modifier a la suite de grands brassages de population,
de I’amélioration des conditions d’hygi¢ne et des progres thérapeutiques dans la prise en
charge des dermatophytoses (Beghin et Vanbreuseghem, 1974; Bouchet er al., 1986;
Chabasse et al., 1999; Maslin et al., 2005).

Les aspergilloses se sont imposées comme premier pathogéne fongique a transmission
aérienne avec une nette augmentation de leur incidence. Cette émergence est corrélée a la
modernisation des pratiques médicales. Une fois dans ’organisme, les Aspergillus peuvent
coloniser tous les organes et appareils de 1’organisme humain ou animal. Ainsi, la
colonisation Aspergillaire va de la peau aux méninges en passant par les poumons et les sinus

(Gumbo et al., 2000)

1.2.6 Traitement des mycoses

Le traitement des maladies fongiques peut étre local, général ou se faire par une
association des deux modalités pour une plus grande efficacité. On utilise a cet effet des
antifongiques qui peuvent s’opposer a la croissance du champignon ou provoquer sa mort

(Ghannoum et Rice, 1999).
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1.2.6.1 Définition et mode d’action des antifongiques

Un antifongique est une substance d’origine biologique ou synthétique agissant sur

une étape du métabolisme des champignons. Son action se manifeste soit par :

»  Un effet fongistatique : I’antifongique inhibe la croissance du champignon

»  Un effet fongicide : I’antifongique tue le champignon

»  Un effet fongilytique : I’antifongique tue la cellule par une lyse de ses parois (Ngono,
1999).

Ces molécules agissent a différents niveaux de la cellule fongique et ce via différents
mécanismes. Les agents antifongiques utilisés en médecine moderne affectent la composition
de la membrane fongique (Avis et Belanger, 2001), agissent au niveau de la paroi cellulaire
ou inhibent la syntheése des acides nucléiques (Ghannoum et Rice, 1999). Le tableau 2
illustré¢ par la figure 4 ci-dessous présente quelques antifongiques et leurs mécanismes

d’action.
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Figure 4 : La cellule fongique et les cibles antifongiques. (Fournier, 2011)
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Tableau II: Quelques antifongiques et leurs mécanismes d’action

Site d’action des Famille
Représentants Mécanisme d’action
antifongiques d’antifongique
Capsofungine Inhibiteurs de la synthése des
Les _ . glucanes, spécifiquement la 3-3-
La paroi cellulaire . ) Micafungine
Echinocandines glucane synthase. (Ghannoun et
Amidulafungine Rice, 1999)
o Altérent la perméabilité cellulaire
Amphotéricine B .
en formant des complexes insolubles
Les polyénes _
. avec |’ergostérol membranaire
Nystatine
(Hamoir et al., 2001).
Naftifine o
) Inhibiteurs de la squaléne époxydase
Les allylamines
La membrane fongique ) (Ryder et Favre, 1997)
Terbinafine
Inhibiteurs de la 14-a-déméthylase.
Miconazole IIs provoquent une accumulation du
Les azolés 14-méthyl-stérol qui alteére la
Itraconazole membrane (Hamoir et al., 2001 ;
Xiao et al., 2004).
Transformé en 5-fluorouracyl qui
Flucocytosine substitue 1’Uracyl dans la synthése

L’acide nucléique

Les pyrimidines

ou

5-Fluorocytosine

de ’ARN, et le blocage de la
synthése protéique (Dannaoui,
2007).

Autre

antifongique

Griséofulvine

Agit sur la polymérisation des

microtubules (Koenig, 1995)

La lutte contre les infections fongiques par I'utilisation des médicaments appartenant

a ces familles d’antifongiques fait face aujourd’hui a de nombreuses difficultés entre autres

I’émergence et la propagation du phénomene de résistance de certains champignons a ces

antifongiques.
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1.2.6.2 Résistance aux antifongiques

La résistance d’un microorganisme a une substance antimicrobienne est la capacité de
celui-ci a développer des mécanismes d’adaptation aux nouvelles conditions de vie
(Dismukes, 2000). Cette résistance aux antifongiques peut étre naturelle (primaire, caractére
d’espéce ; par exemple, Candida kruzei résistant au fluconazole) ou acquise, caractere
secondaire de souche résultant des mutations et de la surexpression de certains genes

(Sanglard et Odds, 2002).

Ce phénomeéne de résistance aux antifongiques qui s’ajoute aux effets secondaires
associés a ces derniers entraine 1’accroissement des infections fongiques, notamment celles
qui sont dues a la prolifération du genre Candida et Cryptococcus parmi les personnes a
risque (Dismukes, 2000). Ceci explique I’intérét de la recherche d’une thérapie alternative
pour le traitement de ces infections ou de nouvelles substances antifongiques efficaces et a
large spectre d'action ou capable de potentialiser 1’activité de ceux déja disponibles.

Une des stratégies pour le traitement des mycoses consiste a faire usage des extraits de
plantes utilisées en médecine traditionnelle car elles représentent une source non négligeable
de nouveaux médicaments et surtout qu’elles présentent moins d’effets secondaires
(Maghrani et al., 2005). Ces espeéces végétales d'une aussi grande importance pour la santé

des populations méritent d'étre étudiées scientifiquement pour leur meilleure utilisation.

1.3 Généralites sur les plantes utilisées

1.3.1 Famille des Annonaceae

Les Annonaceae constituent une grande famille végétale formée de plus de 2300
especes. On les retrouve en grande partie dans les régions tropicales et subtropicales (Lebceuf
et al., 1982). Elles appartiennent a ’ordre des Annonales (magnoliales), classe des
Dicotylédones, sous embranchement des Angiospermes, embranchement des Spermaphytes.
Les plantes de cette famille sont ligneuses et on les retrouve sous formes variées: arbres,
arbustes, arbrisseaux, buissons sarmenteux ou lianes. Les formes biologiques les plus
abondantes sont les arbres de taille moyenne (15 a 20 m) et les arbustes (7 a 10 m) (Le
Thomas, 1969). Leurs écorces, feuilles et fruits dégagent une odeur aromatique
caractéristique (Walker et al., 1961). Le fruit est trés important dans la séparation des genres
et plus rarement dans celle des espéces (Le Thomas, 1969). La famille des Annonaceae

comporte plusieurs espéces intéressantes du point de vue alimentaire, économique ou
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thérapeutique. Cette famille regroupe 130 genres dont les genres Annona, Monodora,

Polyalthia, Uvaria, Uvariastrum, Xylopia.

1.3.1.1 Le genre Annona

Le genre Annona regroupe des petits arbres, des arbustes ou des arbrisseaux
rhizomateux, glabres ou a indument de poils simples. Annona est un genre tropical constitué¢
d’'une centaine d’espéces pour la plupart américaines. On retrouve en Afrique et a
Madagascar 4 especes avec plusieurs sous-especes et variétés. Les fruits des Annona sp sont
syncarpiques, charnus, ovoides ou globuleux a cylindriques. Les graines sont nombreuses et

noyées dans la pulpe (Le thomas, 1969 ; Burkill, 1985)

1.3.1.1.1 Annona muricata L.
Synonymes: Annona bamplandiana Kunth ; Annona cedrensis Barb. Rodr ; Annona
macracarpa Werckle; Guanabanus muricata Gomez; Annona muricata var. borinquensis

Morales (Pinto et al., 2005).

Noms communs : Corossolier, Corossol épineux (Frangais); « Annone », « Soursop »

(Anglais) (Pinto et al., 2005).

Noms vernaculaires: «Saba Saba » (Douala), «Ebom beti» (Ewondo),

« Kwopchonkwop » (Bamoun), « Falo » (Bamenda).

> Botanique

Annona muricata est un petit arbre ou arbuste a fleurs persistantes, ayant 4 a 8 m de
hauteur lorsqu’il est compleétement mature. Il a une croissance érigée, les tiges sont arrondies,
rugueuses et non pubescentes ; avec une couleur brun-sombre. Les feuilles ont des pétioles
courtes de 5 @ 6 mm, un limbe papyracé, obové-oblong, courtement et obtusément acumé au
sommet, aigu a la base, long de 14 a 16 cm, large de 5 a 7 cm, glabre et luisant a la face
supérieure, glabrescent a la face inférieure. Les nervures latérales, au nombre de 9 a 11
paires, sont planes et peu visibles au-dessus, peu saillantes en dessous. Les fleurs du
corossolier sont plus larges que celles des autres espeéces du genre Annona. Elles ont une
longueur de 3,2 a 3,8 cm. Elles sont blanchatres, solitaires, terminales ou oppositifoliées, a
pédicelle épais, long de 1,5 a 2,5 cm (Pinto et al., 2005). Les sépales sont largement ovés,
long de 3 a 5 mm, aigus au sommet. Les pétales externes sont épais, ovés-arrondis, cordés a

la base, acumés au sommet, long de 2,5 a 3,5 cm, larges de 1,8 a 2,5 cm; les internes sont
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plus courts, légérement onguiculés a la base. Les étamines sont linéaires, longues de 6 mm.
Les carpelles sont a ovaires velus, longs de 2 mm environ (Le Thomas, 1969; Keraudren,
1980).

Annona muricata produit un fruit de forme ovoide a ovoide a oblong, ou en forme de
cceur. Il est brun vert quand il est immature et devient légérement vert clair aprés maturité. Il
est long de 15 a 20 cm et son poids varie de 0,9 a 10 kg. Son péricarpe est recouvert de
nombreuses protubérances pointues, charnues, courtes et flexibles non piquantes. La pulpe de
fruit est fibreuse, blanche, agréablement parfumée et de gout acide. Les fruits renferment de
nombreuses graines (127 a 150 graines) oblongues, aplaties, longues de 1 a 2 cm, pesant 0,33
a 0,5 g, a texture lisse. Elles ont une coloration brune sombre avant maturation du fruit, mais

deviennent noir aprés maturation (Pinto et al., 2005).

Figure 5 : Annona muricata L. (Tchokouaha, 2009)

> Ecologie

Annona muricata est originaire d’Amérique Centrale, des Antilles ou du Nord de
I’Amérique du Sud et de 1’Ouest des Indes. Actuellement, Annona muricata est répandue

dans toutes les régions tropicales du monde (Pinto et al., 2005).
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» Usages ethnobotaniques

Tout comme les feuilles de la plante, la pulpe et les graines du corossol sont utilisées
en médecine_traditionnelle, dans de nombreuses traditions médicales. La décoction des
feuilles est utilisée pour le traitement de la diarrhée, de la dysenterie, du diabéte, et de

I’hypertension (Adjanohoun et al., 1996).

Les feuilles du corossolier sont utilisées pour le traitement des maladies intestinales
(Noumi et Yomia, 2001). Le fruit immature, les feuilles sont utilisées comme fébrifuge et
pour traiter le paludisme (Khan et al., 1997 ; Willcox et Bodeker, 2004). La macération des
jeunes fruits et jeunes feuilles est utilisée pour le traitement des amibiases (Mbita, 1998). Les
fleurs et les bourgeons sont utilisés contre la toux. Les feuilles mélangées a celles du
citronnier seraient calmantes et efficaces contre la fievre. Les feuilles fraiches réduites en
poudre sont appliquées comme cicatrisant sur les blessures sous forme d’infusion. Certaines
tribus de basse Casamance utilisent des emplatres de feuilles pilées pour les plaies de la
circoncision (Le Thomas, 1969). Les graines du corossol sont utilisées au Guatemala pour
l'artisanat local (Pinto et al., 2005). La pulpe de fruit mar, est comestible et utilisée pour

préparer un vin appelé Champola (Pinto et al., 2005).

> Travaux antérieurs

Annona muricata est 'une des espéces les plus étudiées de la famille des Annonacées.
Elle a en effet été I’objet de plusieurs types d’investigations. Boyom (1992) a analysé les
huiles essentielles des feuilles. Il a montré que les constituants majoritaires des huiles
essentielles sont pour la plupart des sesquiterpenes tels que le B-caryophylléne (40%), I’a-
santaléne (9,5%), a- élémene (14,4%), le d-cardinéne (4,8%) et 1’a-humuléne (4,6%). Les
graines sont riches en acides gras insaturés que sont I’acide oléique (41%), I’acide linoléique
(33%), I’acide palmitoléique (19%), les acides gras saturés sont 1’acide palmitique (19%), et

’acide stéarique (5%) (Pinto et Silva, 1994).

Les travaux antérieurs mentionnés sur Annona muricata mettent en exergue sa
richesse en acétogénines. Ce groupe de composés s’aveére doté d’importantes activités
biologiques (Naoto et Tetsuaki, 2009). Melot er al., (2009) ont isol¢ 103 acétogénines
(Annonacine, Gigantacine, Xylomatenine, Corossoline, Corossolone, Annonacinone ...) des
¢corces, feuilles, fruits, racines et graines. Environ 75% de ces acétogénines ont 35 atomes de
carbones, et environ 65% sont des acétogénines de type Al (mono THF, fonction lactone

insaturée). L’étude effectuée par Yuan ef al., (2003) a montré que I’acétogénine majoritaire
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des feuilles d’Annona muricata : 1’annonacine tue les cellules cancéreuses, avec une Clso de 4
pg/ml. Cet acétogénine a également montré une toxicité au niveau des neurones
mesencéphalique dopaminergiques avec une DE de 0,018 uM d’ou son implication dans

I’apparition des syndromes de Parkinson en Guadeloupe (Lannuzel et al., 2003).

L’activité antibactérienne in vitro des extraits acétoniques, méthanoliques,
¢thanoliques et aqueux des feuilles, tiges et écorces a ét¢ démontrée par Khan et al., (1998)
sur Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigelle flexneri, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Staphylococcus albus, Serratia marcescenst et Salmonella newport a des
concentrations de 2-3 pg/plaque. Gbeassor et al., (1990), Antoun ef al., (1993) et Leaman et
al., (1995), ont montré in vitro I’activité antiplasmodiale des extraits éthanoliques des feuilles
d’Annona muricata du Togo et du Pérou sur les souches D-6 et W2 de P. falciparum, avec

des Clso variantde 20 a 63 pg/ml.

Les extraits au méthanol, a I’hexane, et a ’acétate d’éthyle des graines, tiges, écorces
et péricarpe ont montré in vitro une activité antiparasitaire contre Leishmania trypansoma,
Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania promastigotes, Entamoeba
histolytic, Nocardia brasiliensi, Molinema dessetae, Artemia salina (Jaramillo et al., 2000 ;
Wang et al., 2002).

N’Gouemo et al., (1997) ont monté que 100 mg/kg d'extrait éthanolique des feuilles
administrées par voie intrapéritonéale chez la souris a une activité anticonvulsivante. Padma
et al., (2005) ont montré que 100 mg/kg d’extrait alcoolique des brindilles ont une activité
neurologique antidépressive. Lannuzel et al., (2002) ont montré que les alcaloides extraits
des écorces, racines, et graines d’Annona muricata ayant une activité anti-inflammatoire
(Philipov ez al., 1995) entrainent a 18ug/ml des dommages de I’ADN et ’apoptose des

cellules dopaminergiques et GABA ¢énergiques in vitro.

Carbajall ef al., (1991) ont montré que 1ml/l d’extrait aqueux des feuilles administré
par voie intraveineuse chez le rat entraine une baisse de plus de 30% de la pression artérielle

ayant ainsi une activité cardiodépressive et hypotensive.

Joyeux et al., (1995) ont montré que 1mg/plaque de décoction de feuilles a une
activité antiradicalaire, antilipoperoxydante, et antihépatotoxique. L extrait aqueux des tiges a
des effets cytotoxique et antiproliférative in vitro sur des cellules infectées par le VIH avec
une Clso < 2 pg/ml (Antoun et al., 1999). L’étude menée par Betancur et al., (1999) a

montré que les extraits éthanoliques des tiges et écorces présentent in vitro une activité contre

20



I’herpeés simplex I et I’extrait éthanolique des racines quant a lui a une activité contre 1’herpes

simplex 2 avec une CCso et CEso de 0,05 2 ng/ml respectivement.

1.3.1.2 Le genre Monodora

Le genre Monodora est constitu¢ d’arbres ou d’arbustes parfois lianescents, glabres ou
a indument de poils simples. Les fleurs comportant 3 sépales, sont hermaphrodites, grandes,
solitaires ou rarement géminées. Les étamines sont trés nombreuses, sessiles, oblongues a
théques extrorses, connectifs épais, élargis tronqués au-dessus des antheres. Les carpelles
sont soudés en un ovaire uniloculaire a placentation pariétale. Les stigmates sont
concrescents en une masse le plus souvent en roulée, dépassant a peine les étamines ; les
fruits sont syncarpiques, pendants, globuleux, a ovoides- coniques, a péricarpes ligneux. Les
graines sont nombreuses, noyées dans une pulpe, suboblongues a subellipsoides, a testa
mince, lisse. L’embryon est petit et les cotylédons sont plans. Le genre africain comporte
environ 14 espéces tropicales de sous-bois en forét dense humide ou dans les galeries
foresti¢res (Burkill, 1985). Dans le cadre de ce travail, nous avons étudié¢ les extraits des

graines de Monodora myristica.

Figure 6: Graines de Monodora myristica (Gaertn.) Dunal (Bakarnga -Via, 2012)

1.3.1.2.1 Monodora myristica (Gaertn.) Dunal.

Synonymes: Monodora myristica Gaertn (1797), Monodora borealis Sc. Elliott,
Monodora claessensii De Wild, Monodora grandiflora Benth.

Nom commun: Faux muscadier.

Noms vernaculaires: « Pebé» (Douala), « Ding » (Ewondo), «ikoma » (Bassa),

«ozek » (boulou), « medjeng », « mendak mendjock » (Bamileké), « Ariwo » (Tchad).
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> Botanique

C’est un arbre atteignant 35m de hauteur et 50-70 cm de diamétre ; possédant un tronc
a fat droit ; une écorce rugueuse, grossiérement striée, a tranche mince et fibreuse ; une cime
largement étalée ; des jeunes rameaux pruineux, glabres. Les feuilles sont simples avec un
limbe elliptique & obové, mesurant 9-50 cm x 320 cm, membraneux ; une base arrondie a
subcordée, des bords entiers et un sommet courtement acuminé ; un pétiole atteignant 14mm
de longueur. Les fleurs sont odorantes et solitaires avec un pédicelle atteignant 25 cm de
longueur, muni d’une bractéole plus ou moins ovale vers la moiti¢ supérieure, une bractéole
mesurant 2-4 x 1-3cm; un calice a 3 sépales verts tachetés de rouge violacé, lancéolé,
oblongs, mesurant 2-3,5 x 0,7-1,5 cm, a marges ondulées-crispées ; une corolle a 6 pétales en
verticelle ; des pétales externes jaune orangé et tachetés de rouge, largement ovés, mesurant
4-9 x 2-3,5 cm, glabres ; des pétales internes blancs tachetés de rouge, largement ovés,
mesurant 2,5-4,5 x 2-2,8 cm, auriculés au-dessus d’un onglet trés court (3-6 mm), pubescent
sur les bords et sur les oreillettes, androcée de plusieurs étamines oblongues ; un pistil a
ovaire conique, atteignant 2,5 mm de diamétre. Le fruit est un composé subsphérique,
atteignant 15 cm de diamétre. Les graines, nombreuses sont noyées dans une pulpe blanche,
oblongues et légeérement comprimées, atteignant 1,8 x 1,2 cm, de couleur brun clair

(Achoundong et al., 2003).

» Ecologie

Cette espéce est présente en Afrique tropicale de la Sierra Leone a 1’Angola et a
I’Ouganda, au Tchad ainsi qu’au Cameroun et sur les iles du Golfe de Guinée. C’est une
espece de forét dense humide sempervirente, de basse et moyenne altitude, parfois de forét

dégradée et elle peut aussi croitre en savane (Lebceuf ez al., 1982).

» Usages ethnobotaniques

Les graines sont la partie de la plante la plus utilisée. Ces graines a saveur piquante et
a odeur aromatique, s’utilisent séches (préalablement briilées ou grillées) écrasées sous forme
poudreuse comme condiments dans la confection de plusieurs mets camerounais (sauce
jaune, « pépé soup », « mbogo djobi », etc...). Elles s’utilisent également pour soulager la
constipation, les migraines et le contrdle passif de ’hémorragie utérine chez les femmes
immédiatement apres la délivrance (Burabai et al., 2009). En République Centrafricaine, les

graines sont utilisées dans le traitement de I’hypertension (Koudou et al., 2007). Au Tchad,
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les graines servent des condiments dans la sauce et les tradipraticiens utilisent ces graines

pour soigner la toux et calmer les céphalées.

> Travaux antérieurs

Lamaty et al. (1987) ont analysé la composition chimique de I’huile essentielle des
fruits de Monodora myristica récoltés a Yaoundé (Cameroun) par la CPG et CPG/SM et ont
montré qu’elle est riche en a-phellandréne (48,8%), a-pinéne (15,9%), limonene (8,7%),
myrcene (7,9 %), a-thujene (6,3%) et en linalol (3,0 %). Tatsadjeu et al. (2003) ont montré
que l’huile essentielle des graines de Monodora myristica récolté a Yaoundé constituée
majoritairement de I’a-phellandréne (29,2%), p-cymene (11,2%), a-pinene (9,7 %), cis-
sabinol (6,9 %) et de limoneéne (6,8%). Burabai ez al. (2009) ont montré que les graines de
Monodora myristica contenaient 14,7% d’eau, 9,1% de protéines brutes, 29,1% d’huile brute
et 25,9% de fibres. Une consommation adéquate de fibres alimentaires est importante pour
une santé optimale, par conséquent ces graines aideraient a la prévention de la constipation et
des troubles gastrointestinaux. Ces graines contiennent également des €léments minéraux
potassium (817,33 ppm), calcium (4210,12 ppm), phosphore (1034,50 ppm), magnésium
(923,40 ppm). La littérature montre que le calcium et le phosphore sont responsables de la
formation des os et des dents chez les animaux, par conséquent cette graine nutritive peut étre
utilisée comme une source diététique pour ces éléments. Alitonou et al. (2013) ont identifié
vingt-quatre composés dans ’huile essentielle des feuilles de Monodora myristica récoltées a
Abomey-Calavi (Benin) dont [I’a-phellandrene (65,5%) et 1’a-pinéne (6,2%) sont les

principaux produits.

Garry et al. (1997), ont reporté que de I’huile essentielle des fruits de Monodora
myristica inhibe la croissance de Candida albicans a la CMI > 9 mg/ml. Tatsadjeu et al.
(2003) ont montré que I’huile essentielle des graines de Monodora myristica a une activité
antimicrobienne sur les souches de bactéries et de champignons testées avec des diametres
d’inhibition variant entre 11 et 30 mm et une CMI > 5000 ppm. Kouamé et al. (2004) ont
montré que les huiles essentielles des graines de Monodora myristica ont des propriétés
désinfectantes et antiseptiques dues au p-cyméne, ce qui confirme leur utilisation en

médecine traditionnelle dans le traitement des blessures et plaies.

Les huiles essentielles extraites a partir des graines et des feuilles de M. myristica sont

généralement constituées de monoterpenes et de sesquiterpenes. Elles sont connues pour leurs
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activités antiplasmodiales, antiradicalaires, antifongiques, antibactériennes et cytotoxiques

(Bakarnga-Via et al., 2014 ; Alitonou et al., 2013 ; Boyom, 2004)

1.3.1.3 Le genre Polyalthia

1.3.1.3.1 Polyalthia suaveolens
» Synonymes
Polyalthia aubrevillei Ghesq. ex Aubrév. ; Polyalthia mortehanii De Wild. ; Xylopia
otunga Exell et Maba gossweileri Greves ; Greenwenyadendron suaveolens (Engl. & Diels)

Verdc

> Noms commun et vernaculaire :

Afoumengen, Otungui; Ntounga (Pygmies Bakola).

> Botanique

C’est un arbre de la strate moyenne de la forét dense humide, d’une vingtaine de
metres de haut (35-40 m) et de 70 cm de circonférence. L’écorce est lisse, gris clair, trés
odorante a tranche arrangée, avec un rhytidome superficiel noir. Le fiit, souvent tres étroit, se
termine par une cime dense formée de branches plus ou moins horizontales serrées (Le

Thomas, 1969).

Figure 7: Polyalthia suaveolens var suaveolens (Ngoutane, 2014)
> Ecologie

Polyalthia suaveolens est répandu au Nigéria, vers I’Est de la République
Centrafricaine vers le sud de I’Angola. On le retrouve fréquemment dans les foréts denses du

Centre et du Sud du Cameroun (L.e Thomas, 1969).

24



» Usages ethnobotaniques

Au Congo dans la région de Bongo, P. suaveolens est utilisée comme bois de
construction, les écorces de tronc servent comme purgatifs, la macération a 1’eau de la poudre
lutte contre la constipation, facilite I’accouchement, participe a la lutte contre la stérilité chez
les femmes et sert a traiter les maladies sexuellement transmissibles (MST); les feuilles
bouillies associ¢es a d’autres plantes sont utilisées pour les bains rituels destinés a enlever la

malédiction (Burkill, 1985; Le Thomas, 1969).

Dans certaines régions du Cameroun et du Gabon, une infusion d’écorce est utilisée
pour guérir les maux de ventre et est considérée comme vermifuge au Libéria. La pulpe des
feuilles ou d’écorces associées a celle de la maniguette et mélangées a 1’huile de palme sert
au massage des personnes atteintes de courbatures fébriles ou de rhumatisme (Burkill, 1985 ;

Le Thomas, 1969.

Une étude ethnobotanique réalisée par Betti (2004) dans la réserve du Dja chez les
pygmées Baka pour identifier les plantes utilisées dans la pharmacopée générale des pygmées
a révélé 102 plantes médicinales appartenant a 97 genres et 51 familles. La toux, le
dysfonctionnement de la lactation, le paludisme et les maux de dents sont les principales
maladies traitées dans ces régions. Parmi ces plantes, les écorces de Polyalthia suaveolens
associées a FElaeis guineenis sous forme de cendre par scarification y sont utilisées pour
traiter le paludisme. Betti et Lejoly (2009) ont recensé Polyalthia suaveolens parmi les

plantes qui traitent la jaunisse dans cette réserve.

Jiofack et al. (2010) dans une étude sur 1’utilisation ethnobotanique des plantes et la
conservation de la biodiversité dans les foréts de la vallée de Nyong (Cameroun) ont
répertorié P. suaveolens comme une espece exploitée a 1’échelle industrielle pour fabriquer

du papier grace a sa richesse en caoutchouc et en latex.

> Travaux antérieurs

Hocquemiller ez al. (1981), en étudiant la composition chimique de 1’huile essentielle
d’écorces de P. suaveolens ont révélé la présence d’un sesquiterpéne a noyau indole
(polyvéoline) ; les essences des feuilles ont démontré une richesse en composés tels que le a-
humuléne (34,2%) et le B-caryophylléne (32,8%) ; I’huile essentielle des fruits est dominée
par le myrcene (34,3%), le (Z)-p-ocimene (11,2%) (Cravo et al., 1991).

Par ailleurs ’activité antifilariale in vitro de P. suaveolens contre Omnchocerca

guttorosa male a été révélée et deux composés ont été isolés : le polycarpol et la polyveoline
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(Nyasse et al., 2006). Les composés carapolides A et oliverine ont montré une activité
filaricide contre Onchocerca volvulus adulte (Titanji ez al., 1990).

L’activité antiplasmodiale in vitro de 1’huile essentielle d’écorces de P. suaveolens a
€té mise en évidence avec comme produit majoritaire du B-caryophylléne (36,4%) et dans les
feuilles, I’a-pinéne (21,1%) et le B-pinene (22,5%) (Boyom, 2004).

L’extrait a I’hexane de 1’écorce de tronc de P. suaveolens a démontré une activité
trypanocide sur Trypanosoma brucei ; le polycarpol (triterpéne) et la polyvéoline (alcaloide
indolsesquiterpeéne) ont été isolés (Nyasse et al., 2004). Lamidi et al. (2005) ont démontré
une forte activité antiproliférative contre la forme promastigote des parasites de la
leishmaniose et une bonne activité antifongique des extraits méthanoliques de P. suaveolens
(Clso < Img/ml).

L’activité antiplasmodiale in vitro des fractions méthanoliques des brindilles et des
¢corces de P. suaveolens a été démontrée sur la souche W2 et K1 de Plasmodium falciparum

avec des Clso<5ug/ml (Boyom et al., 2011 ; Ngoutane et al., 2017)

1.3.1.3.2 Polyalthia oliveri
» Usages ethnobotaniques
Polyalthia oliveri est une plante originaire d’Afrique tropicale. Au Congo Brazzaville
cette plante est utilisée par les tradipraticiens comme hypotensive (Adjanohoun et al., 1979).
» Travaux antérieurs
Le polycarpol, composé triterpénique a ét¢ isol¢ des extraits éthéro-pétroléique des
écorces de tronc de P. oliveri (Hammoniére et al., 1976).
Les fractions méthanoliques riches en acétogénines des écorces de P. oliveri ont

monté une inhibition sur la souche W2 de Plasmodium falciparum avec Clso 4, 30 pug/ml

(Boyom et al., 2009)

1.3.1.4 Le genre Uvaria

Le genre Uvaria regroupe les espéces de plantes des buissons a arbustes,
généralement lianeux ou sarmenteux, le plus souvent a poils étoilés. Les fleurs peuvent &tre
bisexuées, unisexuées ou caduques. Les fruits contiennent de nombreuses graines entourées

d’une excroissance (Troupin, 1982).
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1.3.1.4.1 Uvaria angolensis (Engl. et Diels)
Nom vernaculaire : Nosonaback (Yambetta), Uvaria bukobensis (Engler et Diels), Uvaria
nyassensis (R.E.Fries), Uvaria variabilis (De Wild)

> Botanique

C’est une liane ou un arbuste atteignant 6 m de hauteur. Les feuilles sont a pétiole
long de 3-10 mm. Les fleurs sont jaunes, solitaires, ou en cymes condensées. Le pédicelle est
court, d’environ 4-6 mm et les sépales sont soudés en cupule dans le bouton. Les fruits sont a
pédicelle long de 7-10 mm ; les méricarpes sont cylindriques, longs de 1,3-4 cm et larges de
6-20 mm. Les graines sont bisériées, d’environ 1 cm de longueur a maturité, a testa brillant

brun-noiratre (Le Thomas, 1969).

Figure 8: Tige feuillée d’Uvaria angolensis (Toghueo, 2011)
> Ecologie

Uvaria angolensis est une espece de galeries forestieres, de forét dense humide et des
foréts rivulaires. Elle est trés largement répandue en Afrique, de la Sierra Leone a la

République Centrafricaine jusqu’en Rhodésie du Nord (L.e Thomas, 1969).

> Travaux antérieurs

Les investigations menées sur les racines d’Uvaria angolensis par Hufford et al.
(1980) ont permis d’isoler et d’identifier de nouvelles molécules dont deux
dihydrochalcones (angoletine et uvangoletine) et deux C-benzyldihydrochalcones (uvaretine
et isouvaretine). Hufford et al. (1982) ont isolé des écorces des racines d’Uvaria angolensis
collectées au Nigéria huit dihydrochalcones (C-benzylés ou C-méthylés) et des flavanones.
Muhammad et Waterman (1985) ont montré que les écorces du tronc d’Uvaria angolensis
récoltées dans le Parc national de Gombe en Tanzanie contiennent du benzoate de benzyle,

un nombre connu de dihydrochalcone C-benzylé et quatre indoles C- et N-benzylés:
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uvarindoles A-D. De méme, en 1988, ils ont isolé trois uvarisesquiterpénes (nommés A, B et

C) des ¢écorces du tronc de cette plante

Hufford et al. (1987) ont isolé I’angoluvarine d’Uvaria angolensis et ont montré
qu’elle possédait une activité antimicrobienne sur Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus et
Mycobacterium smegmatis avec des CMI de 0,78ug/ml, 1,56pg/ml et 3,12 pg/ml
respectivement. Boyom (2004) a montré que les huiles essentielles extraites de 1’écorce de
tronc et des feuilles d’Uvaria angolensis possédaient une activité antiplasmodiale sur la
souche W2 de plasmodium falciparum avec des ICso de 19,76pg/ml et 35,02pug/ml

respectivement.

1.3.1.4.2 Uvaria muricata (Engl. et Diels)

Synonyme Uvaria muricata var. suaveolens (Louis ex Boutique) Le Thomas
> Botanique

C’est une liane atteignant 8 cm de diameétre ; rameaux glabres. Les feuilles sont a
pétiole long de 5-15 mm. Les fleurs sont jaunes, solitaires, a pédicelle gréle, long de 10-22
mm. Les fruits sont a pédicelle long de 2-4 cm; méricarpes orangés, globuleux a
subglobuleux, de 10-18 mm de diamétre, a péricarpe ligneux. Les graines sont oblongues-
aplaties, longues de 10mm environ, larges de 5-6 mm a testa brun ponctué (Le Thomas,
1969).

Figure 9: Tige feuillée d’ Uvaria muricata (Toghueo, 2011)
> KEcologie
Au sens large, cette espéce occupe toute 1’ Afrique Centrale, ou elle est représentée par
trois variétés. Tisserant (1956) avait d¢ja reconnu la variété yalingensis en République
Centrafricaine, distincte par les méricarpes de celle retrouvée au Cameroun. Elle semble

spécifique des régions plus séches (Le Thomas, 1969).
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Dans la littérature, nous n’avons pas pu retrouver les données sur 1’utilisation
traditionnelle de cette plante. Cependant, plusieurs especes du genre Uvaria (Uvaria chamae,
Uvaria afzelii) sont traditionnellement utilisées dans le traitement de la dysenterie, des

douleurs abdominales et pour la cicatrisation des plaies (Adjanohoun ez al., 1979).

1.3.1.4.3 Uvaria baumanii (Engl. et Diels)

Trés peu d’informations sont disponibles sur cette espéce dans la littérature.
Néanmoins, Focho et al dans une revue publiée en 2010 ont relevé le fait que les décoctions
des feuilles mélangées avec du piment ainsi que celles des ecorces de cette plante sont pris
orallement en médecine traditionnelle au sud-ouest du Cameroun pour traiter la fiévre, la
toux, les bronchites, le mal d’estomac et la jaunisse. Et aussi, sont administrées comme

cataplasme par voie topique pour traiter les vieilles blessures.

1.3.1.5 Le genre Uvariastrum

Le genre Uvariastrum regroupe les especes de 4 a 10 m de hauteur qui atteignent 15

cm de diametre et répandues en Afrique tropicale (Muhammad et Hassan, 1987).

1.3.1.5.1. Uvariastrum zenkeri
C’est une espece de forét vierge avec une écorce brunatre et fissurée
longitudinalement (Hutchinson et Daziel, 1954). Elle est assez répandue en Afrique

tropicale. La pharmacopée locale n’indique aucun usage spécifique a cette espece.

1.3.1.6 Le genre Uvariodendron

1.3.1.6.1. Uvariodendron calophyllum R.E Fries

C’est un arbre ou arbuste de 5 a 10 m de hauteur, a tronc court trés rameux et penché,
aux feuilles a pubescence courte et brune et aux méricarpes rétrécis aux deux extrémités (Le
thomas, 1969). Aucun usage de cette espece n’est signalé dans la pharmacopée locale.

D’autre part, Zeuko’o et al. (2012) ont démontré son activité antifongique.

1.3.1.6.2. Uvariodendron moludense R.E. Fries

Cette espéce n’a fait I’objet d’aucun usage dans la pharmacopée a notre connaissance.

1.3.1.7 Le genre Xylopia

Le genre Xylopia regroupe des arbres a fiit généralement étroit et relativement élevé,

coiff¢é d’une cime a rameaux étalés horizontalement, ou alors des arbustes, glabres ou
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indument de poils simples. Les boutons floraux sont ovoides ou le plus souvent lancéolés.
Les fleurs, hermaphrodites sont axillaires, solitaires, en cyme ou fasciculées. Au nombre de
trois, les sépales sont valvaires, plus ou moins soudés a la base, beaucoup plus courts que les
pétales. Les pétales sont au nombre de six, libres, disposés en deux cycles valvaires, €pais,
dressés ou étalés ou le plus souvent linéaires, élargis et concaves a la base. Les étamines sont
nombreuses, lingaires, a filets courts, articulés. Les carpelles en nombre variables (3 a 34)
sont libres. Les ovaires sont ovoides a ovoides-oblongs. Les fruits sont a péricarpes
nombreux, cylindriques ou ovoides, stipités ou sessiles. On y compte 1 & 8 graines unisériées,

verticales ou obliques, bisériées et horizontales (Burkill, 1985).

Le genre Xylopia est I’'un des plus importants de la famille des Annonaceae avec
environ 150 espéces. Il est représenté en Afrique par une trentaine d’espéces environ, pour la
plupart en zone foresticre (Burkill, 1985). Dans ce genre nous avons étudié les graines de
trois especes : Xvlopia aethiopica (Dunal) A. Rich, Xylopia africana (Dunal) A. Rich et
Xylopia parviflora (A. Rich) Benth.

1.3.1.7.1. Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich.
Synonyme : Xylopia eminii Engl
Noms communs : Poivrier de Guinée, poivrier d’Ethiopie (Frangais); « Ethiopian

pepper », « african pepper » (Anglais).

Noms vernaculaires : « netsham » (Bangangté), «ikoli » (Bassa), « ekur » (Bulu),
«ebondo mbonji » (Douala), « kembare » (Fufuld¢), «akwi» (Ewondo), « Tchimba »

(Tchad).

> Botanique

Figure 10: Fruit de Xylopia aethiopica A. Rich (Eke, 2012)
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C’est un arbre atteignant 30 m de hauteur et 70 cm de diameétre, a petits contreforts
ailés a la base, a fit droit cylindrique. Les branches sont étalées horizontalement et
ascendantes au bout ; la cime conique et le feuillage vert sombre. L’écorce est brun-grisatre a
rougeatre, fissurée avec une tranche d’environ 1 cm d’épaisseur, fibreuse, brun jaunatre a
lignes claires ou foncées, odorante. Les feuilles sont alternes, simples avec des limbes
elliptiques atteignant 20 x 9 cm;des nervures latérales peu visibles et un pétiole long de 2-6
mm. Les inflorescences sont en fascicules de 2-6 fleurs ou fleurs solitaires, trimeéres
d’environ 5cm de longueur, de couleur blanchatre, trés odorantes, hermaphrodites ; de
nombreuses étamines et de nombreux carpelles sont libres et pubescents. Le pédicelle est
épais, long d’environ lcm. Les fruits sont en grappes de 20-30 follicules cylindriques,
atteignant 6 x 1 cm, légérement étranglés entre les graines, rouge-brun a I’extérieur, se
retournant compleétement aprés déhiscence et rouge vif a I'intérieur. Les graines sont au
nombre de 4 a 9, unisériées, verticales mesurant 7-5 x 4-2 mm, brun luisant avec un arille

orang¢, a odeur poivrée (Burkill, 1985 ; Achoundong et al., 2003).

> Ecologie

Originaire d’Afrique tropicale, le poivrier d’Ethiopie est une espéce restreinte surtout
a la zone guinéenne, du Sénégal a I’Angola, Mozambique et au Cameroun dans les lisiéres de
forét, les galeries forestiéres, les recriis broussailleux et dans les savanes a Terminalia
glaucescens. C’est une espece des milieux humides qui se rencontre en individus isolés,
supporte les sols légerement salés en s’intégrant aux communautés végétales coticres

(Burkhill, 1985).

» Usages ethnobotaniques

Les graines de Xylopia aethiopica sont utilisées comme condiment aussi bien a 1’état
frais qu’apres séchage (Vivien et Faure, 1995 ; Carriere, 2000) ou encore comme
succédané du poivre pour épicer divers mets en Afrique. Il en est de méme pour 1’écorce
moulue qui s’utilise chez les Banen du Cameroun pour assaisonner la pate de banane plantain
aux feuilles de macabo (Noumi, 1984). Les racines, aussi aromatiques que les graines, sont
plutdt utilisées en décoction concentrée contre les maux de dents (Burkill, 1985). La
décoction de feuilles s’emploie contre les rhumatismes ou comme vomitif. La pulpe et

I’épicarpe du fruit sont utilisés dans la composition d’une potion contre 1’herpés vaginal.
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Xylopia aethiopica intervient €galement dans le traitement de 1’asthme (Tabuna,
2000). Au Tchad, les fruits servent comme condiment aromatique et les tradipraticiens

utilisent le décocté pour le traitement des bronchites et de la dysenterie.

> Travaux antérieurs

Lamaty et al. (1987) ont analysé la composition chimique de I’huile essentielle des
fruits de Xylopia aethiopica récoltés a Yaoundé¢ (Cameroun) et ont montré qu’elle est
majoritairement constituée de sabineéne (23,9%), B-pinene (17,4%), terpinén-4-ol (12,9%), a-
pineéne (8,8%) et de a-phellandréne (6,9%). Koba et al. (2008) ont révélé que I'huile
essentielle des fruits de Xylopia aethiopica récoltés a Lomé (Togo) dont les constituants
majoritaires sont le B-pinéne (23,6%), ’a-pinéne (11%), le sabinéne (9,6%), le germacréne D
(8,3%) et le 1,8-cineole (8,2%), ne présente aucun effet cytotoxique sur les lignées cellulaires
(HaCaT) normales de 1’épiderme avec une Clso supéricure a 3000 pg/ml. Choumessi et al.
(2012) ont montré que les extraits éthanoliques des fruits de Xylopia aethiopica du Cameroun
présentent une activité antiproliférative sur les lignées des cellules cancéreuses (HCT116
colon cancer, U937 et KGla leukemia cells) avec des Clso de 12pg/ml, 7,5 pg/ml et

supérieure 25 pg/ml respectivement.

Garry et al. (1997) en étudiant la corrélation entre la composition chimique et
I’activité antimicrobienne ont rapporté que 1’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora
est riche en composés décrits précédemment par Lamaty ef al. (1987) et inhibe la croissance
de Candida albicans avec une CMI de 4 mg/ml. Soro ef al. (2010) ont montré que la poudre
et I’huile essentielle des fruits de Xylopia aethiopica sont fongicides contre Fusarium
oxysporum f.sp radicis-lycopersici (mycopathogéne tellurique qui crée le plus de dégats et
dommages en cultures de tomate par la fonte du semis et la pourriture des collets et/ou des
tiges en Cote d’Ivoire) avec des CMI de 1 g/l et 50 ppm respectivement. Ces extraits peuvent

étre utilisés en lutte biologique.

Certains produits cosmétiques utilisés au Cameroun comportant des huiles essentielles
de Xylopia aethiopica (Awono et al., 2003). Boyom et al. (2003) ont montré une activité

antiplasmodiale de ces huiles sur Plasmodium falciparum W2 avec une Clso de 17,80 pg/ml.
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1.3.1.7.2 Xylopia africana

Synonyme: Melodorum africanum Benth.

> Botanique
C’est un arbre persistant. Les feuilles sont obovales elliptiques (long : 9-16 cm, large :
4-7,5 cm), a la base subcuneiforme. Les fleurs sont a sépales ovales triangulaires (long : 5

mm) et a pétales externes ovales.

i Martin Cheek © Rayal Botani

Figure 11: Graines et coques de Xylopia africana Benth.
> Ecologie

Xylopia africana est une espece de plante de la famille Annonaceae. Elle se trouve au
Cameroun, au Nigeria et a Sdo Tomé et Principe. Ses habitats naturels sont des foréts de
plaine humide subtropicales ou tropicales et les foréts montagnardes humides subtropicales
ou tropicales. La plus grande densité de Xylopia africana se trouvait dans la réserve foresticre
de Bali-Ngemba dans la région du Nord-Ouest, Cameroun. Cette espéce autrefois commune
dans tout le Plateau Bamiléké et Bamenda Highlands y a pratiquement disparu (Cheek et al.,
2014).

» Usages ethnobotaniques
Les graines de Xylopia africana sont utilisées comme succédané du poivre pour épicer
divers mets en Afrique. Il en est de méme pour 1’écorce moulue qui s’utilise chez les Banen
(Cameroun) pour assaisonner la pate de banane plantain aux feuilles de macabo (Noumi,
1984). La décoction de feuilles s’emploie contre les rhumatismes ou comme vomitif. La

pulpe et le fruit sont utilisés comme décoction contre les infections (Burkill, 1985).
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1.3.1.7.3 Xylopia parviflora (A. Rich) Bentham
Synonymes: Uvaria parviflora A. Rich. ; Xylopia vallotii Chipp.

Nom commun : Poivrier de Sedhiou

Noms vernaculaires : «mbatou’ou» (Bangangté), «odjobi» (Ewondo),

« Kakdoum » (Tchad).

5 ' Philippe Birnbaum 2007

Figlire 12: Xylopia parviflora (A. Rich) Bentham.

> Botanique

C’est un petit arbre ou arbuste atteignant 20 m de hauteur, 60 cm de diamétre et
possédant une base avec 4-8 contreforts s’élevant jusqu’a 2-3 m de hauteur ; un fit court, un
houppier avec de nombreuses branches horizontales, des rameaux retombants lenticelles et
une écorce brune, lisse, tranche fibreuse jaune orangé. Les feuilles sont alternes, simples
avec un limbe elliptique ou oblong, atteignant 10 x 4 cm, subcoriace; un sommet acuming, a
nervures latérales peu visibles ; un pétiole pouvant mesurer jusqu’a 6 mm de longueur. Les
inflorescences sont en fascicules de 2 -3 fleurs, ou fleurs solitaires. Les fleurs sont trimeéres,
longues de 3-5 cm, verdatres avec étamines nombreuses ; 4-6 carpelles libres, pubescentes ;
un pédicelle gréle pouvant mesurer jusqu’a 1,5 cm de longueur. Les fruits sont a follicules
cylindriques atteignant 4 % 1,5 cm et sont groupés par 3-5 légerement étranglés et plus ou
moins cdtelés longitudinalement, verts a 1’extérieur, se retournant complétement apres
déhiscence, rouges a I’intérieur. Les graines sont jusqu’a 10, bisériées horizontales ; mesurant
1-1,5 x 0,5-0,7 x 0,5 cm ; vertes quand elles sont fraiches, brunes quand elles sont séches ; le

poids moyen étant de 0,5 g par graine seche (Achoundong e al., 2003).

> Ecologie
C’est une espéce d’Afrique tropicale, de la Casamance a 1’Angola, du Soudan au

Zimbabwe, au Cameroun et au Tchad au bord des rivieres, en forét dense et dans les galeries

forestieres (Burkhill, 1985).
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> Usages ethnobotaniques

La pulpe poivrée de la graine de Xylopia parviflora est utilisée comme condiment
aprés séchage et comme plante médicinale. Ses racines et ses feuilles sont efficaces dans le
traitement de la toux et du rhume. Les racines entrent dans le traitement de la leépre, du
chancre syphilitique, de 1’'impuissance sexuelle, de la dysenterie, du kwashiorkor, de la
jaunisse, etc. En association, les racines, les feuilles et les écorces soignent les céphalées, les
oreillons, les otites, la conjonctivite (Vivien et Faure, 1995 ; Arbonnier, 2004). Au Tchad,
les pulpes de graines servent de condiment et les tradipraticiens utilisent le décoté des racines

et des feuilles pour calmer les douleurs intestinales et soigner la rougeole.

> Travaux antérieurs

Lamaty ef al. (1989) ont analysé la composition chimique de I’huile essentielle des
fruits de Xylopia parviflora récoltés a Bayagam (Cameroun) : elle est constituée de B-pinéne
(40,0%), a-pinéne (14,0%), (E)-B-ocimene (5,4%), trans-pinocarvéol (2,7%) et de myrténol
(2,6%). Boyom (2004) a étudié la composition chimique de I’huile essentielle des écorces de
Xylopia parviflora et a révélé qu’elle est riche en monoterpénes (50,78%) et en
sesquiterpenes (47,11%) avec comme composés majoritaires le cypéréne (20,2%) et le p-
pinene (10,07%). Woguem et al. (2014) ont montré que I’huile essentielle des fruits de
Xylopia parviflora récoltés dans le département du Ndé (Ouest-Cameroun) est riche en f3-

pinene (34,0%), a-pinéne (10,3%), trans-pinocarvéol (5,0%) et myrténol (4,6%).

Garry et al. (1997), étudiant la corrélation entre la composition chimique et 1’activité
antimicrobienne, ont reporté que de 1’huile essentielle des fruits de Xylopia parviflora riche
en composés décrits précédemment par Lamaty ef al. (1989), inhibe la croissance de
Candida albicans avec une CMI de 4 mg/ml comme observé avec Xylopia aethiopica.
L’écorce de Xylopia parviflora constituée des isoquinolines bioactifs quaternaires possede
des propriétés analgésiques et antispasmodiques (Nishiyama etz al., 2004). Kuiate et al.
(2011) ont révélé que les extraits hydroéthanolique et éthanolique des graines de Xylopia
parviflora possedent une forte activité antioxydante par 1’inhibition de I’oxydation de la
LDL, et de I’acide a-linoléique. Woguem e al. (2014) ont montré que 1’huile essentielle des
fruits de Xylopia parviflora posséde des propriétés antiradicalaire, anti-inflammatoire,

antimicrobienne et anti-tumorale.

Boyom (2004, 2011) a montré que I’huile essentielle et les extraits méthanolique et

¢thanolique des graines et écorces de Xylopia parviflora est dotée d’une activité
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antiplasmodiale sur la souche W2 de Plasmodium falciparum en culture avec une Clso de

variant 3.44 a 11,31 pg/ml.

1.3.1.8 Le genre Anonidium

Anonidium est un genre natif d’Afrique Tropicale groupant cinq espéces parmi
lesquelles Anonidium floribundum, Anonidium friesianum, Anonidium letestui, Anonidium
unsambarense et Anonidium mannii (Le Thomas, 1969). C’est cette dernicre qui a fait 1’objet

de notre étude.
1.3.1.8.1 Anonidium mannii

Anonidium mannii (Oliv.) appartient au régne végétal, embranchement des
Magnoliophyta, Classe des Magnoliopsida, Ordre des Magnoliales, Famille des Annonaceae,
Genre Anonidium, et Espece A. mannii.

Synonymes : Uvaria crassipetela, Uva crassipetela, Annona mannii, Anonidium
manniivar zenkeri (Le Thomas, 1969).

Noms Communs : Jungle Sop (Anglais); Corossolier sauvage (Francais) (Le
Thomas, 1969).

Noms vernaculaires : Mombou kombo (Kaka) ; Bom (Badjoue).

> Description botanique

A. mannii (Oliv.) est un grand arbre de 8 4 12 m de hauteur, le tronc court, [égérement
tordu et cannelé a un diamétre compris entre 8§ et 30 m, une cime dense a branches
retombantes, des feuilles a pétiole long de 3 a 7 cm pubérulent glabre, une limbe papyracée
subcoriace, elliptique oblong longue de 20 a 45 cm et large de 7 a 18 cm, une base arrondie
subcordée, sommet acuminé a acument atteignant 2 a 3 cm de longueur, une nervure médiane
imprimée au-dessus tres proéminent, des inflorescences naissant sur le tronc ou sur les
rameaux défeuillés, une cyme unipare de 3 a 4 cm de longueur pubérulente et des fleurs a
pédicelles épais, longues de 1 a 7 cm. Les fruits sont des syncarpes gros de 25 a 50 cm de
longueur et de 10 a 30 cm de largeur pouvant peser 10 kg. Ils contiennent de nombreuses

graines longues de 2 a 5 cm, aplaties, noyées dans une pulpe épaisse (Le Thomas, 1969).

36



Branches feuillées

Figure 13: Branche feuillée et Fruit d’Anonidium mannii (Photos Kengni, 2011)
> Ecologie

A. mannii est une espéce de forét dense. Cette espeéce est abondante en Afrique
Centrale principalement au Cameroun, au Gabon, en Centrafrique et en Angola (Le Thomas,

1969).

» Usages ethnopharmacologiques

Les différents organes d’A4. mannii en décoté ou en infusion sont couramment utilisés
en médicine traditionnelle pour les traitements de la syphilis, de la typhoide, des diarrhées,
des morsures de serpent (Ndoye ef al., 1998; Noumi et al., 2001; Betti, 2004) ct du
paludisme dans les régions du Centre et du Sud du Cameroun (Tsabang et al., 2012) de

méme qu’au Gabon (Akendengue et al., 2005).

> Travaux antérieurs

A. mannii est I’une des especes la moins étudiée de la famille des Annonacées.

Boyom et al. (2011) ont évalué I’activité antiplasmodiale in vitro et la toxicité aigué des
extraits bruts éthanoliques, des fractions méthanoliques riches en acétogénines, des fractions
aqueuses, des interfaces et fractions hexaniques des feuilles et brindilles d’A. mannii. 1ls ont
montré que les fractions les plus actives sont les fractions méthanoliques avec des Clso
variant de 2,04 a 2,84 pg/ml sur la souche résistante a la chloroquine du Plasmodium

falciparum W?2. Ces fractions se sont ¢galement montrées faiblement toxiques.

Les travaux d’Akendengue et al. (2005), ont par contre montré une absence d’activité
antiplasmodiale des tiges d’A.mannii récoltées au Gabon sur la souche Plasmodium

falciparum chloroquino-résistante KI.
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1.3.2 Famille des Verbenaceae

Les caractéres généraux de la famille des Verbenacées sont les suivants :

- Reégne : Plantae
- Division : Magnoliophyta
- Classe : Magniliopsida

- Ordre : Lamiales

Les Verbenacées sont des végétaux caractérisés par des tiges et/ou des rameaux
quadrangulaires et sans stipules. Les feuilles sont simples, opposées ou disposées en
verticilles, ou composées digitées, la base de pétiole est parfois transformée en épines (chez
Clérodendrum). L’inflorescence est en épis, racémes ou corymbes, avec des fleurs bisexuées,
parfois unisexuées, régulicres ou irrégulieres. Le calice, avec ou sans tube, est 2-4-5-lobé ou
—denté, rarement quasi tronqué et la corolle a pétales libres, a la forme de tube dans la partie
inférieure souvent courbée, parfois enflé a la base, a 4-5 lobes ou plus, réguliére ou bilatérale.
Les étamines inégales, insérées sur le tube de la corolle et alternant avec les lobes, ont des
anthéres a loges divergentes, [’ovaire supere, entier ou lobé, 2-4 loculaires ; 1’ovule est
solitaire dans chaque loge et le style est souvent longuement exert, entier, bifide ou parfois 4-
lobé avec des fruits ressemblant a des drupes contenant de nombreuses graines (Troupin,
1982; Hutchinson ef al., 1963). Cette famille posséde une trentaine de genres parmi lesquels

le genre Vitex

1.3.2.1 Le genre Vitex

Le genre Vitex est taxonomiquement complexe avec plus de 250 espéces d’arbres,
arbustes, lianes et herbes trés répandues en zone de climat tropical (Mabberley, 1997) et
utilisées en pharmacopée traditionnelle (Neuwinger, 2000 ; Burkill, 1985). Ces arbres et
arbustes ont des feuilles opposées, rarement disposées en verticilles de 3 ; un limbe foliaire
compos¢ digité, a 3-7 folioles, rarement 1 foliole (Troupin, 1982). L’inflorescence est
terminale en cimes disposées en panicules terminales ou en capitules, bractée rarement plus
longue que le calice (Troupin, 1982). Les fleurs sont réguliéres ou irréguliéres avec le calice
en forme de cloche, tronqué ou 5-lobé, corolle 5-lobé ou bilabiée, a tube cylindrique ou en
¢étroite cloche; les étamines sont 4, insérées au milieu du tube de la corolle, a filet épais,
glandulaire, poilu a la base; les loges des anthéres sont divergentes; 1’ovaire est

incomplétement 4-loculaire, un ovule par loge; un style robuste, cylindrique ; Le stigmate est
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bifide (Troupin, 1982). Les drupes sont rarement entourées du calice accrescent (Troupin,
1982). En Afrique, ce genre est représenté par 87 especes reparties dans deux genres : Vitex et

Holmskioldiopsis (Bredenkamp et Botha, 1993).

1.3.2.1.1 Vitex rivularis Giirke

Nom vernaculaire: « Likomba » (Bakoko)
Synonyme: Vitex cilio-foliata

> Botanique

Figure 14: Vitex rivularis Giirke (Taffou, 2016)

Vitex rivularis est un arbre d’environ 15m de haut avec des feuilles longues 5-7
digitolobées, légérement oblancéolate entieres, un calice 5-lobé, glandulaire, fortement
accrescent, avec une inflorescence bleue lilac, bilabiale et glandulaire, des fleurs blanches,

des fruits ellipsoides d’environ 2mm de long (Hutchinson e al., 1963).

> Ecologie et usages ethnopharmacologiques

Vitex rivularis se rencontre surtout en Afrique tropicale de 1’Ouest et sub-tropicale. Il
pousse en forét dense et en altitude, et peut faire 1’objet de culture. (Neuwinger, 2000 ;

Hutchinson et al., 1963).

La plante est utilisée dans le traitement de [’épilepsie ainsi que de nombreuses
maladies de la peau (dartre, teigne). L extrait obtenu par macération en solution aqueuse des
feuilles est une boisson tonique pour les nouveaux-nés (Neuwinger, 2000). Les fruits sont

comestibles.
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1.3.2.1.2 Vitex grandifolia Cienkowskii Kots. et Peyr.

Synonymes : Vitex bipindensis, Vitex lutea

Nom commun et vernaculaire : Kayu masam, Gakoloyn, Gambir

> Botanique

Figure 15: Vitex grandifolia Cienkowskii Kots. et Peyr. (Taffou, 2017)

Vitex grandifolia est un grand arbre (plus de 20 m de haut), avec de larges feuilles

pentalobées de couleur vert-jaune, et des fleurs brunes jaunes.

» Ecologie et usages ethnopharmacologiques

Vitex grandifolia se rencontre en forét dense ou en forét secondaire et peut faire
I’objet de culture. La poudre des feuilles calcinées est utilisée contre les dartres, la gale et

d’autres affections de la peau, les fruits sont comestibles (Neuwinger, 2000).

» Travaux antérieurs sur Vitex rivularis et Vitex grandifolia

Peu d’¢études ont porté sur ces deux plantes. Cependant, en 2008, Taffou a étudié le
profil chimique et le potentiel antifongique de I’huile essentielle des feuilles de V. rivularis et
des extraits méthanoliques des feuilles et branches de V. rivularis et V. grandifolia. Cette
¢tude a montré que I’huile essentielle des feuilles de V. rivularis est trés pourvue, avec 39
composés identifiés, le Germacréne D comme composé majoritaire (20%) et 78% de
terpénes ; elle est trés active contre les champignons, surtout les dermatophytes tandis que les
extraits méthanoliques des feuilles et branches sont tres actifs contre les champignons de tout

genre et espece confondus. Les extraits des feuilles et branches de V. grandifolia sont
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¢galement tres actifs sur ces germes. Les tests phytochimiques ont révélé que ces deux
especes contiennent des métabolites secondaires polyfonctionnels (antifongiques,
antibactériens, antiviraux et autres...) tels que les composés phénoliques (flavonoides lato
sensu), les alcaloides, les hétérosides, les terpénes et les stéroides. Certaines especes du genre
Vitex ont fait 1’objet d’investigations : le Vitex agnus castus a conduit a la découverte de 2
molécules tres utilisées de nos jours et standardisées en Agnuside et Casticine, pour soigner
le syndrome prémenstruel (Agnolyt®), les irrégularités du cycle menstruel ainsi que la
mastalgie (douleur aux seins) liée aux syndrome prémenstruel et D’infertilit¢ féminine
attribuable a une aménorrhée secondaire ou a une insuffisance lutéale (insuffisance en

progestérone) (Blumenthal ef al., 2000 ; Pizzorno et al., 2006 ).

Beaucoup d’autres travaux ont été réalisés sur la composition chimique et 1’activité
biologique des Vitex d’Europe, V. agnus, V. castus (Novak, 2005 ; Senatore, 1996) ainsi que
de quatre espéces asiatiques a savoir V. negundo, V. pseudo negundo, V. rotundifolia et V.

triforia (Suksamrarn et al., 1991 ; Mallavarapu, 1994 ; Kaul et al., 2005).

Des études se sont intéressées a la composition chimique de 1’huile essentielle des
feuilles de Vitex negundo récoltées en Inde et ont révelé la présence de viridiflorol (19.55%),
du beta-caryophylléne (16,59%), du sabinéne (12,07%), du terpinen-4-ol (9,65%), du
gamma-terpinéne (2.21%) et de l’oxyde de caryophylléne (1,75%) comme composés
majoritaires. Le viridiflorol a été identifi¢ pour la premiére fois dans une huile essentielle de
V. negundo (Singh et al., 1999). Un flavonoide glycosidique ayant une activité antifongique a

¢été isolé de la méme plante (Sathiamoorthy et al., 2007).

Toutefois, 1’étude de la composition chimique des huiles essentielles et de leurs
activités antifongiques ont été publiées tout d’abord pour une espéce du sous-genre Vitex, V.
ferrugina (Cabral et al., 2007) et pour 5 espéces du sous-genre Sud-Africain,
Holmskioldiopsis: V. obovata sous espece obovata, V. obovata sous-espece wilmsii, V.

pooara, V. rehmannii et V. zeyheri (Nyiligara et al., 2004).

Des études récentes ont montré que les extraits des feuilles et d’écorces d’un Vitex de
la flore gabonaise, Vitex madiensis Oliv. (Lamiaceae) ont des vertus antiplasmodiales et

cytotoxiques (Ondo ef al., 2012).
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CHAPITREII :

MATERIEL ET METHODES




I1.1 Matériel

I1.1.1 Matériel végétal

Les plantes des familles des Verbenaceae et Annonaceae ont été récoltées par
convenance en fonction de leur disponibilite. Le matériel végétal était constitué des feuilles,
brindilles, tiges, branches, écorces, racines et fruits d’Annona muricata Linn, Anonidium
mannii Gaertm (D. Oliver) Engl. &Diels, Monodora myristica (Gaertn.) Dunal, Polyalthia
oliveri Engl., Polyalthia suaveolens Engl. & Diels, Uvaria angolensis Engl. & Diels, Uvaria
muricata Engl. & Diels, Uvaria baumanii Engl. & Diels, Uvariastrum zenkeri Engl. & Diels,
Uvariodendron calophyllum R.E Fries, Uvariodendron molundense (Engl. & Diels), Vitex
grandifolia Cienkowskii Kots and Peyr, Vitex rivularis (Glirke), Xylopia aethiopica (Dunal)
A Rich, Xylopia africana (Benth) Oliv, et Xylopia parviflora A Rich, récoltés a Yaoundé
(Mont Kala) et a Kribi en Septembre 2011 avec I’aide de M. Nana Victor, Botaniste a
I’Herbier Nationale de Cameroun. Ces especes végétales ont été¢ authentifiées a 1’Herbier
National du Cameroun a Yaoundé par comparaison a 1’aide des spécimens. Le nom des
plantes, les numéros d’identification et les organes utilisés sont regroupés dans le Tableau III

ci-dessous.

Les échantillons ont ensuite été découpés puis séchés au laboratoire a température
ambiante 25°C pendant deux semaines jusqu'a obtention d’un poids constant. Enfin, les

différents organes secs ont été broyés pour obtenir une poudre fine.
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I1.1.2 Microorganismes

Trois isolats de levures (Candida albicans, Candida parapsilosis et Cryptococcus
neoformans) isolés respectivement de la bouche, des urines et du liquide céphalorachidien des
patients VIH positifs a ’'Hopital Central de Yaoundé, et neuf champignons filamenteux (4.
flavus, E. flocossun, M. audorinii, M. canis, M. gypseum, M. langeroni, T. mentagrophytes, T.
rubrum, et T. terrestre) provenant de I’ Unite de Recherche de Biochimie des Plantes
Meéicinales, Science Alimentaire et Nutrition (URBPMAN), Departement de Biochimie de

I’Université de Dschang, ont été utilisés.

Les isolats ont été conservés au laboratoire par culture sur milieu SDA supplémenté au
chloramphénicol en pente dans les tubes. Aprés 48 heures d’incubation a 37°C pour les
levures, 72 heurs pour la moisissure et 7 jours pour les dermatophytes, les tubes ont été
entreposés dans un réfrigérateur a 4°C pour leur utilisation ultérieure. Ces isolats ont été
réensemencées 48, 72 heures et 7 jours respectivement avant chaque test afin d’obtenir une

culture jeune.
I11.2 METHODES
I1.2.1 Préparation des extraits bruts

I1.2.1.1 Préparation des extraits éthanoliques

Cent grammes de poudre de chaque échantillon de 4. muricata, A. mannii, M.
myristica, P. oliveri, P. suaveolens, U. angolensis, U. muricata, U. baumanii, U. zenkeri, U.
calophyllum, U. molundense, X. aethiopica, X. africana, et X. parviflora ont été extraits par
épuisement dans 400 ml d’éthanol 95% a température ambiante pendant 72 heures. Le
mélange était remué deux fois par jour (matin et soir), le macérat obtenu était filtré a I’aide du
papier filtre Wattman N°1 et le filtrat, concentré a 1’évaporateur rotatif (BUCHI 011) a 80°C

pour donner 1’extrait brut.

11.2.1.2 Préparation des extraits au mélange méthanol-chlorure de méthylene.

Cent grammes de poudre de chaque organe de Vitex grandifolia et Vitex rivularis
(feuilles, branches, racines, écorces, fruits et brindilles) ont été extraits par épuisement dans
400 ml d’un mélange de méthanol et chlorure de méthyléne (1:1) pendant 72 heures. Le

macérat était filtré puis concentré a 1’évaporateur rotatif (BUCHI 011) a 70°C pour éliminer
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les solvants. Le concentré ainsi obtenu était séché sous ventilation a température ambiante

pour obtenir 1’extrait brut.

Tous les extraits bruts obtenus ont été pesés et leurs rendements calculés selon la

formule :

Masse de ' extrait brut obtenu
Rendement (%) = ——— ¥ 100
Masse de matériel végétal

11.2.2 Obtention des fractions

Les fractions ont été obtenues respectivement par partition liquide-liquide et par
chromatographie flash pour les extraits éthanoliques et ceux au méthanol-chlorure de

méthyléne presentant une activité antifongique.

I1.2.2.1 Préparation des fractions a partir des extraits éthanoliques par

chromatographie de partition liquide-liquide
Principe

Il est basé sur le contact entre deux solvants non miscibles, I’un contenant le mélange
a séparer. Le passage du soluté dans le solvant aboutit a un équilibre dans la composition des
phases, équilibre 1ié a la vitesse de diffusion du soluté d’une phase a I’autre. La séparation des

phases s’obtient ensuite par décantation gravimétrique (Cote, 1998).

Mode opératoire

Le protocole utilisé est celui décrit par Alali et al. (1999). Dix grammes de chaque
extrait éthanolique étaient partitionnés entre 1’eau et le chlorure de méthyléne (50 ml, v/v)
aboutissant ainsi a I’obtention de la fraction aqueuse et la fraction au chlorure de méthylene.
Aprés concentration a 1’évaporateur rotatif a 40°C, le résidu au chlorure de méthyléne
(CH2Cly) était partitionné entre le méthanol a 90% et I’hexane a volume égal (50 ml) donnant

ainsi les fractions hexanique et méthanolique.
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Plantes (10g)

(Macération dans I’éthanol 95% (72 hrs) a température

A

ambiante)
A\ 4
Filtration —» Extrait EtOH
’ Partition entre H>O et
CH)Cl,
\ 4 \ 4
Fraction CH>Cl, Fraction H,O
Partition entre MeOH et hexane R
A\ 4
\ 4
Fraction Hexanique Fraction MeOH (riche

en acétogénines)

Figure 16: Procédure de préparation des fractions (Alali et al., 1999)

I1.2.2.2 Fractionnement des extraits au méthanol-chlorure de méthyléne par

chromatographie flash
Principe

Le principe est basé sur la séparation des constituants d’un mélange en fonction de
leur affinité avec un solvant ou un systéme de solvants constituant la phase mobile a travers

les mailles d’un gel de silice constituant la phase stationnaire d’une part et en fonction de leur

taille et de leur forme d’autre part (Audigié et al., 1995).

Les ¢€luats obtenus constituent les fractions qui sont regroupées en fonction de leur
profil sur plaques de Chromatographie sur couche mince (CCM). La méthode comporte deux
volets complémentaires : la chromatographie flash ou chromatographie sous pression réduite

et la Chromatographie sur couche mince.
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Mode opératoire

41,92¢g d’extrait ont été fixé sur 125,76 la silice (Gel de silice 60 de granulométrie 0,040-
0,063mm, Merk-Allemagne). Pour cela il a été dissout dans le méthanol, puis mélangé a e la
silice, aprés homogénéisation compléte du mélange, le solvant a été évaporé, 1’extrait alors
fixé sur silice a été séché et placé au sommet de la colonne de chromatographie, le Biichner,
dispositif indiqué pour la Flash chromatographie. La colone ainsi préparée a été éluée
successivement par les systémes solvants constitués d’hexane, d’acétate d’éthyle et de
méthanol. Chaque passage était constitué¢ de 250 ml de solvant ou systeme solvant. Les éluats
¢étaient recueillis sous forme d’aliquote a raison de 20 a 25 ml par aliquot et le solvant
récupéré est réutilisé dans la fraction suivante. Le calcul de la polarité¢ des systémes de

solvants utilisés a été¢ déterminé par la formule :

V’= volume du solvant le plus polaire

V= 1\:) éX - f() avec : V = volume du solvant récupéré
- X

x’= nouvelle polarité

X = premieére nolarité

Apres épuisement de la colonne, les éluats sont regroupés en fonction de leur profil en

chromatographie sur couche mince.

La chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince est une chromatographie liquide-solide
exécutée sur une couche de particules d’une substance polymérisée immobilisée sur un
support planaire (Yrjonen, 2004). La présence d’un composé ou d’un groupe de constituants
ayant les mémes caractéristiques vis a vis des phases fixe et mobiles utilisés est déterminée

par le calcul des rapports frontaux (Rf) (Audigié ez al., 1995).

Les plaques chromatographiques utilisées sont des plaques de Silica gel G60 ;

0,25mm, sur support rigide en verre, 20/20cm.

Deux microlitres de chaque extrait ou fraction ont été déposés a des points reperes a
1,5cm du bord inférieur de la plaque. Chaque phase mobile était préparée en fonction du
systéme solvant ayant permis 1’obtention de I’éludt. Le développement a été fait dans une

cuve en verre saturée en vapeurs du solvant d’élution. Les plaques sont par la suite retirées de
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la cuve et séchées sur un support chauffant a 50°C avant révélation. Trois plaques ont été

préparées par 1’¢luat.
La révélation de ces plaques de silice s’est faite par trois révélateurs complémentaires
- Sous lampe UV a 254 et 366nm. Les couleurs des spots et les Rf ont été enregistrés.
- Sous vapeur d’iode
- Sous vapeur d’acide sulfurique dilué.

Le profil de chaque extrait représente alors la somme des profils chromatographiques

obtenus avec les trois révéléteurs.

Les fractions cristallisées ont été purifiées par lavage utilisant le solvant ou systéme

solvant ayant une polarité inférieure a celle ayant permis 1’élution de la fraction.
Caractérisation des composés

Les données spectrales (Anexe 4) des produits isolés (RMN, SM, COSY, HSQC et
HMBC) été enregistrés au Laboratoire de chimie organique de 1’Université de Bielefeld en

Allemagne. L’¢lucidation de leurs structures chimiques est en cours.

11.2.3 Evaluation de I’activité antifongique des extraits et fractions

I1.2.3.1 Préparation des solutions d’extraits et d’antifongique de référence

Un gramme des différents extraits a été pesé et dissout dans 10 ml de solution de
DMSO a 10% de fagon a obtenir une solution stock d’extrait de concentration 100 mg/ml. Les
solutions d’antifongiques de référence ont été préparées dans les mémes conditions en
dissolvant respectivement dans 2,5 ml et 2 ml de solution de DMSO a 10%, 250 mg de
nystatine (PHARMAQUICK, Benin) et 200 mg de kétoconazole (JANSSEN-CILAG,

France).

11.2.3.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices des extraits sur les

levures par la méthode de microdilution en milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration
d’antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible du germe aprés un temps

d’incubation donné (Carbonnelle et al., 1987). Pour ce travail, sa détermination a été
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effectuée a partir du protocole M27-P décrit par la « National Committee for Clinical

Laboratory Standards » (NCCLS) en 1992.

Principe

Le principe de cette méthode repose sur le dosage colorimétrique des métabolites
acides issus du métabolisme des levures au cours de leur croissance. En effet, ces métabolites
acidifient le milieu et contribuent au virage du rouge phénol (indicateur coloré) au jaune
marquant ainsi la croissance des levures. En absence de croissance, il n’y a pas de

changement de coloration (Tchoumbougnang, 1997).

Mode opératoire
> Préparation de I’eau physiologique stérile
9 g de chlorure de sodium ont été dissouts dans 1litre d’eau distillée puis la solution a
¢té homogénéisée jusqu’a dissolution compléte des cristaux de sel. La solution a été ensuite

autoclavée a 121,1°C pendant 15 min et refroidie en environnement stérile.

> Préparation de ’inoculum
Dans les tubes contenant des cultures en pente de levures vieilles de 48 heures, une
colonie isolée a été prélevée et introduite dans un tube a essais contenant de I’eau
physiologique et le mélange a été homogénéisé.
Les cellules ont été dénombrées en utilisant la cellule de Malassez. En effet, ce
dénombrement est basé sur la quantification par microscopie optique d’une suspension des
microorganismes déposée sur une cellule de Malassez. Le nombre de cellules par millilitre de

la suspension est donné suivant la formule ci-apres :

N = nombre de cellules dans la solution
N=n x 105 Cellules/ml. n = nombre de cellules énumérées dans le carré de Malassez

10°= nombre de Malassez

Toutes les solutions ont été ensuite ajustées par dilution a la charge 2,5x10%

cellules/ml nécessaire pendant la manipulation.

> Préparation du milieu de culture

Le milieu liquide (Nutrient Broth E') a été préparé suivant les instructions du fabricant
(LAB M Limited Topley House).
52



> Préparation des microplaques

90 pl de milieu liquide ont été introduits dans les cupules de la premicre et de la
deuxieme ligne et 120 pl dans le reste des cupules de la plaque. Dans les cupules contenant 90
pl de milieu, 150 pl de la solution d’extrait ont été introduits afin d’obtenir un volume total de
240ul. A partir des cupules de la deuxieéme ligne, une série de 10 dilutions obéissant a une
progression géométrique de raison 2 pour chaque extrait a été effectuée. Les concentrations
ainsi préparées varient de 25 mg/ml a 0,0488 mg/ml. Par la suite, 30ul de la suspension
microbienne de charge 2,5x10* UFC/ml ont été introduits dans les cupules de la plaque a
I’exception des cupules de la premicre ligne et celles de la colonne du blanc. Les plaques ont

¢été incubées a 37°C pendant 48 heures. Les tests ont été répétés trois fois de suite.

Les cupules de la premiére ligne ne contenaient que le milieu de culture et les
solutions a tester. Elles permettaient de s’assurer de la stérilité des solutions et aussi d’avoir

une idée de ’effet des solutions sur le milieu de culture en termes de décoloration.

Le témoin positif a été préparé de la méme maniere que les extraits exceptés qu’a la
place de ceux-ci, le kétoconazole a été introduit (10 a 0,0097 mg/ml respectivement). Pour le
témoin négatif, dans chaque cupule, 120ul de milieu de culture liquide et 30ul de suspension

microbienne a 2,5.10* UFC/ml ont été ajoutées.

Une colonne contenant uniquement le milieu de culture constituait le blanc qui
témoigne de la variation de la coloration du milieu de départ. Une autre colonne était
constituée de cupules contenant le milieu de culture, I’inoculum et le solvant de dilution de
I’extrait qui était le DMSO a 10%. Cette colonne permettait de s’assurer que ce solvant n’a

aucun effet sur la viabilité du microorganisme.

11.2.3.3 Détermination des concentrations minimales fongicides (CMF) des extraits sur

les levures par subculture

La détermination des CMF des extraits a été faite par une subculture, en prélevant
aprés homogénéisation 3pul du mélange contenu de 4 cupules (la cupule suivant la CMI, la
cupule de la CMI et les deux cupules précédant la CMI) et en ensemencant sur le milieu
solide stérile (SDA) contenu dans des boites de Pétri cloisonnées préalablement étiquetées,
celle-ci permettant d’ensemencer quatre cupules par extrait. Les boites ainsi préparées ont été

incubées a 37° C pendant 48 heures et la croissance a été ensuite observée. Les plus petites
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concentrations ne présentant aucune croissance fongique ont été notées comme représentant

les CMF.

11.2.3.4 Etude de interaction entre les extraits et le Kétoconazole : détermination de

I’indice de concentration inhibitrice fractionnelle (FICI)

L’¢tude de ’interaction entre les fractions et les antifongiques a ét¢ effectuée par la

méthode de microdilution décrite par Berenbaum (1978) suivie de quelques modifications.

NB : Les produits A et B utilisés dans ce protocole peuvent représenter respectivement
deux fractions différentes (fraction A et fraction B) ou alors une fraction ou extrait et le

kétoconazole.

> Protocole expérimental
Les microplaques de 96 puits ont été utilisées pour cette étude. En effet, les cupules de
la colonne 1 (de B1 a H1) et celles de la ligne A (de 1 a 10) contenaient respectivement les
produits A et B avec un volume total de 200 pl. Le volume du milieu de culture et celui des
produits dans ces cupules était fonction de la concentration initiale recherchée. Le reste des
cupules contenait 100ul de milieu. Une dilution bidirectionnelle décroissante d’ordre 2 a été
réalisée, la premicre allant de la colonne 1 a la colonne 10 et la deuxieme de la ligne A a la

ligne H.

Par la suite, 25ul de solution d’inoculum a la charge de 2,5x10* UFC/ml ont été
introduits dans les différentes cupules excepté celles de la colonne 12 qui constituait le blanc.
Les cupules de la colonne 11 ne contenaient pas d’antifongique, elle servait de t¢émoin négatif.
Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 48 heures et la présence ou I’absence

d’inhibition de la croissance était observée par la variation de la coloration du milieu.

Les plus pétites combinaisons de concentrations ne permettant aucune croissance
visible ont ¢té retenues comme les CMI des produits (fractions, extraits ou médicaments)
impliqués dans la combinaison et ont ainsi permis de calculer les différents Indices de
Concentration Inhibitrice Fractionnelle (Fractional Inhibitory Concentration Index : "FICI")

suivant la formule (Berenbaum, 1978):
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FICI=FICa + FICs

Avec :

CMI de la fraction A dans la combinaison
FICa =

CMI de la fraction A sans combinaison

CMI de la fraction B dans la combinaison

FICs =
CMI de la fraction B sans combinaison

Pour déterminer la nature des interactions entre les différents produits, deux méthodes

ont été utilisées :

+ La méthode algébrique : I’interaction s’évalue par I’interprétation de la valeur obtenue
en faisant la moyenne des FICI (Van Vuuren et Viljoen, 2011). Ainsi :
» FICI <0,5 indique une interaction synergique
» 0,5 <FICI <1 indique un effet additif
» 1 <FICI <4 indique une indifférence ou pas d’interaction
» FICI > 4 indique une interaction antagoniste.
X La méthode géométrique : I’interaction entre les produits s’évalue a 1’aide des
courbes dites isobologrammes. Ces courbes sont tracées dans un plan cartésien en plagant les
valeurs des FIC du produit A a I’ordonnée et celles du produit B en abscisse. Ainsi, lorsque :
e [’ensemble des points forme un isobole concave : I’interaction est synergique
e [’ensemble des points forme une ligne droite : I’interaction est additive
e L’ensemble des points forme un isobole convexe : I’interaction est antagoniste
e [’ensemble des points est 1égérement au-dessus de la ligne d’additivité : il n’y a pas

d’interaction ou indifférence (Berenbaum, 1978).

I1.2.3.5 Activité antifongique des extraits et fractions sur les champignons filamenteux

L’activité antifongique sur les moisissures et les dermatophytes a été évaluée par la
méthode d’incorporation a la gélose telle décrite par Grover et Moore (2008) et De
Billerbeck (2000). Dans cette partie de I’étude seuls les extraits ayant montré les meilleures

activités sur les levures ont été utilisées au cours du test.
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Principe
La méthode est basée sur la capacit¢é d’un microorganisme a se développer sur un

milieu supplémenté en antibiotique a des concentrations bien déterminées.

Mode opératoire
» Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture SDA a été préparé dans les tubes a essai suivant les instructions
du fabricant (Titan Biotech LTD, Inde), et dilué dans de I’eau distillée et autoclavé a 121,1°C
pendant 30 min.

> Préparation des solutions stocks d’extraits et d’antibiotique de référence.

Les extraits et les fractions ont été solubilisés dans une solution de DMSO 10%
(volume/volume; DMSO/Eau distillée stérile) afin d’obtenir une solution stock (SA). Les
concentrations des solutions stocks des extraits testées sur les moisissures et les
dermatophytes obé¢issent a une progression géométrique de raison 2, de premier terme 625
mg/ml et de dernier terme 4,88 mg/ml. L’antibiotique de référence, utilisé ici comme témoin
positif était la Griséofulviune. Les solutions stocks de cette molécule était de 250 mg/ml dans
le DMSO 10%.

> Incorporation a la gélose

Le milieu de culture autoclavé dans des tubes a essais a raison de 10 ml de milieu par
tube a essai a été maintenu en surfusion dans un bain-marie. 10ul de chaque solution stock y
ont ¢ét¢ remplacés par 10ul de milieu de culture afin d’obtenir des concentrations variant de
625 mg/ml a 4,88 mg/ml dans un volume final de 10 ml. Aprés homogénéisation, le milieu a
¢té coulé dans les boites de pétri de 55 mm puis laissé a température ambiante sous la hotte
pour solidification.

Le témoin positif a été préparé dans les mémes conditions suivant la méme grandeur
d’ordre de dilution, a la seule différence que les extraits étaient remplacés par les différentes
concentrations d’Amphotéricine B ou de Griséofulvine alors que le témoin négatif a été
préparé sans ajout de solution inhibitrice soit 10 ml de SDA.

> Ensemencement du champignon

Un disque mycélien de 7 mm de diameétre a été prélevé au front de croissance d’une
culture vieille de 4 jours pour les moisissures et de 7 jours pour les dermatophytes a ’aide
d’un emporte-piéce et placé directement au centre des boites de pétri préparées

précédemment. Les boites ont été scellées et incubées a 37°C en position renversée.
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Le suivi de la croissance mycélienne a été fait en mesurant chaque jour a la méme
heure deux diamétres perpendiculaires tracés au revers des boites de pétri au niveau des

explants, pendant 7 jours pour les moisissures et 15 jours pour les dermatophytes, en

effectuant la moyenne de ces 2 diametres diminuée de celui de I’explant (Zacchino et al.,

1998).

D+ D
D= ———Jz;—i——-ADE

D1 et D2 sont les deux diameétres

perpendiculaires

DE est le diametre de I’explant

D représente le diametre de la croissance

mycélienne journaliére

Figure 17: Illustration de la mesure des diameétres de croissance sur la boite de Pétri

L’activité antifongique des extraits a ¢été évaluée en calculant le pourcentage

d’inhibition a partir des diamétres de croissance d’apres la formule suivante:

%I = pourcentage d’inhibition

Dt = diamétre moyen de croissance du champignon dans

ol = x 100 la boite témoin

Dx = diamétre moyen de croissance du champignon dans

la boite test

» Détermination des CMI
Partant des résultats préliminaires, nous avons réalis¢ une série de dilutions suivant
une progression arithmétique entre les deux concentrations consécutives ayant montré¢ d’une
part une croissance et d’autre part une inhibition compléte. La CMI est la concentration en
extrait qui ne permet aucune croissance visible des microorganismes (Hadacek et Greger,

2000).
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> Détermination des CMF

L’étude de la nature fongicide des extraits a été réalisée par subculture. Cette
technique consiste a réensemencer tous les explants n’ayant présenté aucune croissance
visible dans un milieu non supplémenté : I’activité est dite fongistatique s’il y a reprise de

croissance et fongicide dans le cas contraire.

Pour comprendre les résultats obtenus aprés détermination des paramétres d’activité
antimicrobienne (CMI et CMF) des extraits bruts, leur composition en métabolites a été

recherchée par criblage phytochimique.

I1.2.4 Criblage phytochimique des extraits retenus

Identifier les groupes de métabolites que renferment les extraits de plantes médicinales
est important pour une meilleure interprétation de leurs propriétés pharmacologiques. Ainsi,
différents groupes de métabolites secondaires tels que les alcaloides, les composés
phénoliques, les flavonoides, les saponines, les anthocyanines, anthraquinones, les tanins, les
triterpénes, les stérols, les glucosides et les huiles essentielles ont été recherchés selon les

méthodes décrites ci-dessous :

11.2.4.1 Mise en évidence des alcaloides

Cinquante milligrammes d’extrait (ou de fraction) de chaque organe ont été disperses
dans 10ml de H>SO4, 2%. Le mélange a été homogénéisé et porté a ébullition pendant 2
minutes, puis filtré. A Iml du filtrat, 5 gouttes du réactif de Mayer ont été ajoutées. Le
développement d’une turbidité confirme la présence des alcaloides (Odebeyi et Sofowora,

1978).

11.2.4.2 Mise en évidence des phénols

A 1ml de solution alcoolique d’échantillon, 2ml d’eau distillée ont été ajoutés, puis
quelques gouttes d’une solution aqueuse de chlorure ferrique a 10%. La formation d’une

couleur bleue ou verte indique la présence des phénols (Harbone, 1976).

11.2.4.3 Mise en évidence des flavonoides

A une solution aqueuse d’échantillon, Sml d’ammoniaque diluée et quelques gouttes
d’acide sulfurique concentré y ont été¢ ajoutés. Une coloration jaune qui disparait avec le

temps marque la présence des flavonoides (Harbone, 1976).

58



11.2.4.4 Mise en évidence des saponines

Vingt-cinq milligrammes d’échantillon ont ét¢ mélangés a 15 ml d’eau distillée dans
un tube a essais et I’ensemble a été porté au bain-marie pendant 5 min. Apres refroidissement,
la solution homogénéisée a été agitée vigoureusement pendant 10 secondes. La présence
d’une mousse persistante (1 minute) de plus d’un centimétre d’épaisseur indique la présence

des saponines (Harbone, 1976).

11.2.4.5 Mise en évidence des anthocyanines

Cinquante milligrammes d’échantillon ont été introduits dans 15 ml de HCI 1% et le
mélange obtenu a été porté a ébullition. Le changement de coloration du rouge orangé au bleu

orangé caractérise la présence des anthocyanines (Odebeyi et Sofowora, 1978).

I1.2.4.6 Mise en évidence des anthraquinones

Cinquante milligrammes d’échantillon ont été dilués dans un mélange de 2 ml de
chloroforme et 2 ml d’éther de pétrole. L’ensemble a été ensuite homogénéisé et filtré. A 1 ml
du filtrat, on y a ajouté 1ml de NaOH 10%. Le développement d’une coloration rouge est

caractéristique des anthraquinones (Odebeyi et Sofowora, 1978).

11.2.4.7 Mise en évidence des tannins

A une solution alcoolique ou aqueuse d’échantillon, quelques gouttes de chlorure
ferrique ont été ajoutées. La présence des tanins se manifeste par un changement de coloration
de la solution ; la coloration bleue foncée indique la présence des tanins galliques alors que la

coloration verte noiratre traduit la présence des tanins catéchiques (Harbone, 1976).

I1.2.4.8 Mise en évidence des triterpénes et stérols

Cinquante milligrammes d’échantillon ont été dissous dans 2 ml de chloroforme. A
cette solution, 4 gouttes d’anhydride acétique et d’acide sulfurique ont été successivement
ajoutées. La présence des triterpeénes se manifeste par 1’apparition de la couleur rouge

violacée alors que la couleur bleue verdatre indique celle des stérols (Harbone, 1976).

I1.2.4.9 Mise en évidence des glucosides

Un gramme d’échantillon a été dissous dans 5 ml de HCI puis neutralisé par 5 ml de

NaOH a 5%. La solution de Fehling (A +B) a été additionnée goutte a goutte. La présence des
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glucosides se manifeste par 1’apparition d’un précipité rouge brique (Odebeyi et Sofowora,

1978).

11.2.4.10 Mise en évidence des huiles essentielles

5g de la poudre d’échantillon ont été bouillis dans 100 ml d’eau distillée pendant 3h.
La coloration jaune indique la présence des huiles essenticlles volatiles dans 1’échantillon

(Harbone, 1976).

I1.2.5 Analyses statistiques

Le logiciel Microsoft Excel pour Windows a permis de calculer la moyenne des FICI

et de réaliser le tracé des histogrammes et des isobologrammes.

60



CHAPITRE IIT :

RESULTATS ET DISCUSSION




II1.1 Activité antifongique des extraits bruts

I11.1.1 Rendement d’extraction et Screening préliminaire des extraits sur les levures

Les rendements d’extraction des organes de plantes ont été calculés relativement au
poids des extraits obtenus, et par rapport a celui du matériel végétal de départ. Ces extraits ont

¢té soumis a un criblage de I’activité inhibitrice sur les levures a la dose de 10mg/ml. Les

résultats obtenus sont consignés dans le tableau IV suivant.

Tableau I'V: Rendement d’extraction et Screening antifongique des extraits sur les levures

Annonaceae Organes Codes Rendement Candida Candida Cryptococcus
(%) albicans parapsilopsis neoformans
Feuilles AnMI 4,85 - - -
Brindilles AnMtw 1,77 - - -
Annfma Fleurs AnMfp 2,32 - - -
muricate Pericarpe AnMp 2,29 + - -
Pulpe AnMpf 1,09 - - -
Graines AnMs 3,49 - - -
Feuilles AMI 1,65 + - -
Zr;flrl:iit’{ium Brindilles AMtw 0,55 + - -
Fruits AMfr 2,28 + + +
Ecorces de tronc  AMsb 3,02 - - -
Racines AMr 1,94 - - -
Monodora Feuilles MMI1 0,63 + + +
myristica Brindilles MMtw 0,79 n - -
Ecorces de tronc  MMsb 2,58 - - -
Polyalthia Feuilles POl 2,57 + + +
oliveri Brindilles POtw 0,64 + n n
Ecorces de tronc  POsb 1,88 + + +
Polyalthia Feuilles PS1 3,73 + + +
suaveolens Brindilles PStw 0,73 : - -
Ecorces de tronc  PSsb 1,70 + - R
Uvaria Feuilles UBI 1,30 + + +
baumanii Brindilles UBtw 0,97 + ; ;
Ecorces de tronc  UBst 2,67 - - -
Uvariastrum Feuilles Uzl 3,77 - - -
zenkeri Brindilles UZtw 0,59 : ; 3
Uvariodendron  Brindilles UCtw 0,42 - - -
calophyllum
Uvariodendron  Feuilles UMl 1,28 - - -
molundense Brindilles UMtw 0,20 - - -
Uvaria Feuilles UAI 9,07 + + +
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Annonaceae Organes Codes Rendement Candida Candida Cryptococcus

(%) albicans parapsilopsis neoformans
angolensis Brindilles UAt 8,83 + + +
Tiges UAst 13,94 + + +
Uvaria Feuilles UMl 12,97 - - -
muricata Brindilles UMtw 5,30 T T T
Tiges UMs 4,84 + + +
Xylopia Feuilles XAl 3,99 - - -
africana Brindilles XAtw 0,75 n : 3
Ecorces de tronc  XAsb 1,57 + - -
Racines XAr 0,49 + - -
Xylopia Feuilles XAEIl 4,27 + - -
acthiopica Tiges XAEst 0,10 - - -
Graines XAE s 4,87 - - -
Xylopia Feuilles XP1 1,65 + - -
parviflora Tiges XPst 0,67 - - ;
Graines XPs 6,38 + + +
Verbenaceae
Vitex Feuilles Vgl 7,90 + + +
grandifolia Brindilles Vetw 5,70 + n n
Tiges Vst 6,70 + + +
Ecores de tronc ~ Vgsb 6,70 + + +
Racines Vgr 8,15 + + +
Ecorces des Vgrb 11,40 + + +
racines
Vitex rivularis  Feuilles Vil 7,44 + + +
Brindilles Vrtw 5,43 + + +
Tiges Vrst 6,58 + + +
Ecores de tronc  Vrsb 9,60 + + +
Racines Vir 7,80 + + +
Fruits Vrifr 5,21 + + +
Ketoconazole + + +

-: aucune inhibition a 10 mg/ml; +: inhibition a 10mg/ml

Il ressort du tableau IV que les rendements d’extraction varient avec les solvants
d’extraction, la famille de plante utilisée, les genres, les especes et méme les organes. Dans la
famille des Annonacées, le solvant d’extraction était 1’éthanol a 95° et les meilleurs
rendements d’extraction sont ceux du genre Uvaria, spécifiquement, Uvaria angolensis avec
9,07 % ; 8,83 % et 13,93 % respectivement pour les feuilles, les brindilles et les tiges, et
Uvaria muricata avec les valeurs respectives de 12,97 % ; 5,30 % et 4,84 % pour les feuilles,

brindilles et tiges. Dans la famille des Verbénacées, un seul genre a été étudié, le genre Vitex
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avec deux espeéces, rivularis et grandifolia dont les organes ont été extraits par le mélange
méthanol-chlorure de méthyléne. Tous les rendements sont supérieurs a 5,43%, les meilleurs
étant ceux de I’écorce des racines de V. grandifolia avec 11,43% et celui de I’écorce du tronc
de V. rivularis avec 9,60%. Etant donné que la technique d’extraction par macération repose
sur la différence de solubilité des phytomolécules vis-a-vis du solvant d’extraction, alors nous
pouvons dire que les feuilles, les brindilles et les tiges du genre Uvaria seraient plus
concentrées en métabolites extractibles par 1’éthanol ainsi que 1’écorce des racines de V.
grandifolia dont les métabolites seraient plus solubles dans le mélange méthanol-chlorure de
méthyléne aux vues des meilleurs rendements obtenu. Ces résultats, s’expliqueraient par la
différence d’affinité des métabolites secondaire vis-a-vis du solvant d’extraction utilisé. En
effet, selon Bruneton (1999) les rendements d’extraction des plantes varient en fonction de
I’espece de plante, de I’organe et du solvant d’extraction. La détermination de ce rendement
d'extraction permet d’apprécier 1’extrait total de chaque espece et organe de plante permettant
ainsi I’estimation de la quantité de la partie de la plante a récolter en cas de nécessité pour

permettre 1’utilisation rationnelle de ces especes de plantes (Kpemissi, 2007).

Pour ce qui est du screening préliminaire d’activité des différents extraits sur les
levures, il ressort également de le Tableau IV que I’inhibition des levures testées (Candida
albicans, Candida parapsilopsis, Cryptococcus neoformans) varie en fonction des plantes,
des organes et méme du microorganisme. En effet, des 55 extraits testés donc 44 Annonaceae
ct 11 Verbenaceae, 35 extraits ont inhibé la croissance d’au moins une des trois levures
testées a savoir 24 extraits pour la famille des Annonaceae (AnMp, AMI, AMtw, AMfr, MMI,
MMtw, POI, POtw, POsb, PSl, PSsb, UBI, UBtw, UAI, UAt, UAst, UMtw, UMs, XAtw,
XAsb, XAr, XAEIl, XPl, XPs) et tous les 11 extraits pour la famille des Verbenaceae (Vgl,
Vgtw, Vgst, Vgsb, Vgr, Vgrb, Vrl, Vrtw, Vrst, Vrsb, Vrr). Pour ce qui est des Annonaceae,
11 des 24 extraits actifs ont inhibé au moins une des trois souches et les 13 autres ont inhibé
les trois germes tandis que pour les Verbenaceae, tous les 11 extraits actifs ont inhibé les trois
levures. Ces résultats pourraient s’expliquer par la qualité et méme la quantité de métabolites
secondaires contenus dans ces différents extraits. En effet, selon Parekh ef al. (2005), les
effets bénéfiques des plantes médicinales résultent des métabolites secondaires qui y sont
présents. Gottlieb (1990) a montré que la quantité et la qualité de ces métabolites est fonction

de la plante et des organes.

63



Les 13 extraits des Annonaceae et les 11 des Verbenaceae ayant inhibé toutes les trois
levures ont donc été sélectionnés pour la détermination des paramétres d’activité antifongique

(CMI et CMF).

I11.1.2 Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Concentration Minimale Fongicide

(CMF) des extraits éthanoliques et des fractions dérivées des Annonaceae

Les parameétres d’activité antifongique contre les trois levures pathogenes, C. albicans,
C. parapsilopsis et Cr. neoformans ont ét¢ déterminés suivant le protocole standard décrit

précédemment. Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau V suivant.

Tableau V: CMI et CMF des extraits et fractions (mg/ml)

Annonaceae Organes Codes Candida albicans Candida Cryptococcus
extraits et parapsilopsis neoformans
fractions MIC MFC MIC MFC MIC MFC

Anonidium mannii  Fruits AMfr 10 >10 10 10 10 10

Monodora Feuilles MMl 5 >10 5 >10 5 >10

myristica MMI I >10 >10 >10 >10 >10 >10
MMI H >10 >10 >10 >10 >10 >10
MMI H20 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Polyalthia oliveri Feuilles POl 10 >10 10 >10 2.5 5
POLT >10 >10 >10 >10 >10 >10
POlH 10 >10 >10 >10 5 5
POl H20 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Brindilles  POtw 10 >10 10 >10 >10 >10
POtw H >10 >10 >10 >10 >10 >10
POtw H20 >10 >10 >10 >10 >10 >10
Ecorces POsb 10 >10 10 >10 10 >10
de tronc POsb H >10 >10 >10 >10 >10 >10
POsb H20 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Polyalthia Feuilles PSl 10 10 10 >10 10 >10

suaveolens PSIH >10 >10 >10 >10 >10 >10
PSI H20 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Uvaria baumanii Feuilles UBI 0, 625 1,25 10 >10 10 >10
UBII >10 >10 >10 >10 >10 >10
UBIH >10 >10 >10 >10 >10 >10
UBI H20 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Uvaria angolensis  Feuilles UAI 10 >10 5 >10 10 >10
UAIH 10 >10 10 >10 10 >10
UAI H20 10 >10 10 >10 5 >10

Brindilles ~ UAtw 5 >10 5 >10 5 >10
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Annonaceae Organes Codes Candida albicans Candida Cryptococcus

extraits et parapsilopsis neoformans
fractions MIC MEC MIC MEFC MIC MEFC
UAtw H >10 >10 >10 >10 >10 >10
UAtw H20 5 >10 5 >10 5 >10
Tiges UAst 10 >10 5 >10 5 >10
UAstH 2.5 5 2.5 >10 2.5 5
UAst H20 10 >10 5 >10 5 >10
Uvaria muricata Brindilles ~ UMtw 5 >10 10 >10 5 >10
UMtw H 5 >10 5 >10 10 >10
UMtw H20 5 >10 5 >10 5 >10
Tiges UMst 10 >10 5 >10 5 >10
UMst H 10 >10 5 >10 2.5 >10
UMst H20 5 >10 5 >10 5 >10
Xylopia parviflora  Graines XPs 10 10 10 >10 10 >10
XPs H >10 >10 >10 >10 >10 >10
XPs H20 >10 >10 >10 >10 >10 >10
Ketoconazole 10 10 5 10 5 10

I: précipité interface; H: fraction hexanique; H,0: fraction aqueuse

Il ressort du tableau V que le fractionnement des 13 extraits sé¢lectionnés (AMfr, MMI,
POI, POtw, POsb, PSI, UBI, UAI, UAtw, UAst, UMtw, UMst, et XPs) par partition liquide-
liquide entre ’hexane et I’eau distillée a donné 27 fractions avec un rapport de 2 fractions par
extrait. Des précipités a 1’interface de 1’eau et de I’hexane ont été obtenus avec les extraits des

feuilles de Monodora myristica, Polyathia oliveri et Uvaria baumanii.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits a donné des
CMI comprises entre 0,625 mg/ml et >10 mg/ml et celle des fractions entre 2,5 et >10 mg/ml
ceci en fonction de la plante et du microorganisme. Le genre Uvaria est le plus actif car tous
les extraits de Uvaria baumanii, Uvaria angolensis et Uvaria muricata ont inhib¢ les trois
levures avec des CMI variant de 0,625 a 10 mg/ml. La meilleure CMI a savoir 0,625 mg/ml a
été obtenue avec l’extrait des feuilles d’Uvaria baumanii sur C. albicans. Par ailleurs,
I’activité antifongique des fractions issues de ce genre s’est avérée satisfaisante comparée aux
autres plantes. En effet, exceptés I’interface, la fraction hexanique et aqueuse des feuilles
d’Uvaria baumanii ainsi que la fraction aqueuse des tiges d’Uvaria angolensis qui n’ont
présenté aucune inhibition sur les germes testés, toutes les autres fractions ont inhibé les trois
levures testées dans ce travail. Tout comme avec les extraits bruts, la meilleure fraction est
issue du genre Uvaria ; il s’agit de la fraction hexanique des tiges d’Uvaria angolensis (UAst

H) qui a inhibé les trois levures avec une valeur de CMI de 2,5 mg/ml. Pour ce qui est des
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autres extraits impliqués, aucune fraction n’a produit d’activité sur les levures testées excepté
la fraction hexanique des feuilles de Polyalthia oliveri (POl H) qui a inhibé C. albicans et Cr.

neoformans avec des CMI de 10 mg/ml et 5 mg/ml respectivement.

Ces résultats permettent de constater d’une part qu’il y a une amélioration de ’activité
antifongique de certains extraits avec le fractionnement a I’instar des extraits d’Uvaria. En
effet, pour le fractionnement de ’extrait éthanolique des tiges d’Uvaria angolensis (UAst)
dont les CMI allaient de 5 a 10 mg/ml, les métabolites actifs semblent étre concentrés dans la
fraction hexanique (UAst H) qui a inhib¢ les trois levures a 2,5 mg/ml. C’est ainsi le cas des
fractions aqueuses des brindilles et tiges d’Uvaria muricata (UMtw H>O et UMst H>0O), la
fraction hexanique des tiges de cette méme plante (UMst H) qui ont vu la valeur de leur CMI
diminuer, conséquence de I’amélioration de leur activité par rapport a leurs extraits d’origine.
D’autre part, une réduction de 1’activité de certains extraits a été notée. C’est le cas des
fractions issues des extraits de M. myristica, P. oliveri, P. suaveolens, U. baumanii and X.

parviflora (CMI >10 mg/ml).

Les résultats obtenus ici vont en droite ligne avec ceux obtenus précédement. En effet,
Lamidi ez al., (2005) ont montré que les extraits bruts de Polyalthia suaveolens, I’une des
plantes impliquées dans cette étude avaient une bonne activité antifongique alors que les
fractions obtenues n’ont pas présenté d’activité. Cette constatation peut étre expliquée par le
fait que les composés contenus dans 1’extrait brut agissent en synergie pour produire 1’effet
inhibiteur observé. Toutefois, les fractions hexanique et aqueuse des tiges de Uvaria
angolensis et Uvaria muricata ont présenté une amélioration de 1’activité inhibitrice sur les
pathogenes testés ici. Cette différence d’activité des fractions comparée a celle des extraits
bruts pourrait étre liée a la concentration du principe actif. En effet, ’activité d’un extrait de
plante change aprés fractionnement car il permet de concentrer le principe actif responsable
de D’activité (Harbone, 1984 ; Nwodo ef al., 2010). La différence d’activité entre ces
fractions pourrait également s’expliquer par la nature des molécules contenues dans chacune
d’elles. En effet, la capacité de solubilisation et d’extraction des solvants a 1’égard des
phytomolécules différe d’un solvant a I’autre (Bolou et al., 2011). Selon Cowan (1999), au
cours de I’extraction liquide-liquide, les phytomolécules sont réparties entre les solvants en
fonction de leur polarité et de leur solubilité. Il est donc possible de penser que les substances
antifongiques contenues dans les extraits d’U. angolensis soient plus solubles dans 1’hexane

que dans I’eau.
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La fraction hexanique des tiges d’Uvaria angolensis (UAst H) ayant montré une
meilleure activité de toutes les fractions testées et une amélioration de son potentiel inhibiteur
sur les levures étudiées par rapport a I’extrait d’origine a été retenue pour 1’étude de son effet

sur les trois levures en combinaison avec le Ketoconazole.

I11.1.3 Résultats de la combinaison entre le kétoconazole et la fraction UAst H d’U.

angolensis

L’effet de la combinaison entre le kétoconazole et la fraction hexanique d’U.
angolensis est resumé dans les tableaux VI.
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Il ressort du tableau VI que la combinaison entre la fraction UAst H et le
Ketoconazole donne une interaction synergique sur les trois levures testées car les valeurs
moyennes des FICI obtenues sont inférieures a 0,5 (Van Vuuren et Viljoen, 2011). La

meilleure valeur des FICI, 0,29 + 0,15 étant obtenue sur Candida parapsilosis.

L’isobologramme ci-dessous illustre ’interaction synergique entre le kétoconazole et

la fraction hexanique UAstH sur C. parapsilosis.
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Figure 18: Isobologramme présentant 1’interaction synergique entre le kétoconazole et la

fraction hexanique UAst H sur C. parapsilosis
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Cette étude de l'interaction entre la fraction hexanique UAst H de D’extrait de U.
angolensis et le kétoconazole a eu pour but d’améliorer leur activité antimicrobienne afin de
pouvoir limiter le phénomeéne de résistance observé chez ces levures vis-a-vis des traitements
disponible (Pankey et al., 2005). En effet, les médicaments antifongiques disponibles pour le
traitement des infections fongiques sont limités par plusieurs facteurs tels que la résistance et
les effets secondaires indésirables. Ainsi, il est important de rechercher de nouveaux agents
plus actifs et I’étude des combinaisons est I’un des moyens pour y parvenir. Ces résultats
montrent une amélioration de 1’activité de 1’extrait de U. angolensis et du kétoconazole en
combinaison et donc qu’une interaction synergique entre les extraits de plantes et les
médicaments est possible. Ces résultats corroborent ceux obtenus par plusieurs auteurs qui ont
montré que les extraits de plantes augmenteraient I’activité antimicrobienne des médicaments
et vis-versa (Betoni et al., 2006; Esimone et al., 2006; Horiuchi et al., 2007 ; Adwan et
Mhanna, 2008).

Cette augmentation de I’activité est probablement due a I’effet combiné des
métabolites présents dans 1’extrait de plante et I’antifongique (Olgica et al., 2012). En effet,
les extraits de plante contiennent un grand nombre de métabolites secondaires (phénols,
flavonoides, tannins, coumarines, alcaloides, terpénoides...) qui affectent le métabolisme des
microorganismes (Cowan, 1999). Selon Duke ef al. (2003), ils inhibent la croissance des
levures par différents mécanismes en agissant directement ou indirectement sur le méme site
au niveau de la cellule fongique (membrane, paroi, ADN). Cependant, le mécanisme de
synergie entre les différents composés des extraits et les antifongiques est encore inconnu.
Néanmoins, Sibanda et Okoh (2007) et Horiuchi et al. (2007) ont suggéré que les
métabolites secondaires attaqueraient la paroi cellulaire microbienne et augmenteraient la
perméabilit¢ de la membrane cytoplasmique, facilitant ainsi I’entrée des agents toxiques
(antibiotique, antifongique) dans la cellule. Cette double attaque de plusieurs agents sur
différents sites d’action chez le microorganisme conduit théoriquement a un effet synergique
ou additif (Esimone et al., 2006). Ceci pourrait expliquer I’effet synergique observé avec la

combinaison testée sur les trois isolats de levure.

Ainsi, D’efficacité de 1’activité antifongique et 1’interaction synergique observées
indiquent I’aspect bénéfique de la combinaison des extraits de plantes et des médicaments.
Cette approche pourrait étre une alternative qui limiterait la prolifération des infections
fongiques en réduisant I’émergence de la résistance aux antifongiques disponibles. En effet,

les extraits contiennent un mélange de différents composés bioactifs qui agissent sur la cellule
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microbienne avec des mécanismes bien différents (Owoyale et al., 2005). Développer la
résistance face a cette combinaison thérapeutique devient plus difficile pour Ie
microorganisme en comparaison aux antifongiques constitués d’un seul principe actif et
administrés en monothérapie. De plus, cette combinaison permettrait aussi de réduire les
effets secondaires indésirables observés avec certains antimicrobiens (antifongiques)
(Shanmugam et al., 2008 ; Matias et al., 2011), de réduire le temps de médication, la dose
de médicament synthétique utilisée dans le traitement (Inui ez al., 2007 ; Farzad et al., 2011)
et d’augmenter le spectre d’action des antimicrobiens (antifongiques) disponibles

(Eliopoulous et Moellering 1991).

II1.1.4 Activité antifongique des extraits au méthanol-chlorure de méthyléne des

Verbenaceae sur les levures

71



L

TND/AND Moddey =rdy ¢ (op1o13uo} S[ewWIUI UOIIEIUIOUO)))

JND U9 30 (SIINIQIYUI S[EWTUTW UOTJRIIU20U0))) [IND Ue sewmidxa sjeinsaI sa] 12 (7661) STOON PIepuels 9[000j01d o] WO[OS SAINAS] SI OIUOI SJSA) 99 JUO SHEIX SO

4 01 S 4 01 S I 01 01 9]0ZBU0039 ]
I S00°0 S00°0 14 20°0 S00°0 4 20°0 10°0 g sunugyoydury SIUAIIIY
z 8L°0 6£°0 4 8L°0 6£°0 I 6£°0 6£0 IA sunij
I 61°0 61°0 4 61°0 60°0 I 61°0 61°0 1A sauroey
ouoqy
I 96°T 96°T 14 8L°0 61°0 4 6£°0 61°0 qQsIA $9100H
4 [4N3 961 14 6£°0 60°0 4 96°1 8L°0 ISIA 331,
4 8L0 6£°0 I 6£°0 6£0 4 6£0 61°0 MUIA so[[IpuLg
14 6£°0 60°0 I 6£°0 6£°0 14 6£°0 60°0 HA S9[[INd,] SMDINALL X271
moﬁowh
I 6£°0 6£°0 I 61°0 61°0 14 6£°0 600 QIBA SOp $901007
I 8L0 8L°0 I 6£°0 6£°0 14 96°T 6£0 BA souroey
ouoa}
14 951 6£0 I 60°0 60°0 14 e 8L0 QsSA op sa100g
4 951 8L°0 4 8L°0 6£°0 I 96°1 96°1 1SSA Sa3IL,
4 6£°0 61°0 4 96°1 8L°0 4 6£0 61°0 MSA So[[IpuLIg
14 8L0 61°0 4 8L°0 6£°0 4 6£0 610 IBA S9[[Md vijofipun.s xap
vy AND TIAD vy AND TIAD vy AND TIND
sunuti0foau 1) sisojisdpand <) sunoqy <) syea)xy sauediQ S9[e1939A s009dsg

([u/3ur) saInA9| s9[ ans sanbrjoueyiow s)rENXI SOP JIND 10 [IND ‘1IA NEIqRL



11 ressort du tableau VII que les extraits possédent un potentiel antifongique avec des
CMI variant de 0,09 a 1,56 mg/ml en fonction des extraits et des microorganismes.
Concernant les extraits de V. grandifolia, 1’extrait de 1’écorce du tronc (Vgsb) et celui de
I’écorce des racines (Vgrb) sont tres actifs respectivement sur C. parapsilosis et C. albicans
car ont donné une meilleure CMI, 0,09 mg/ml sur ces germes. Ensuite, avec une CMI de 0,19
mg/ml, viennent 1’extrait des feuilles (Vgl) et celui des brindilles (Vgtw) sur C. albicans et
Cr. neoformans, celui des brindilles (Vgtw) sur C. albicans et Cr. neoformans, et I’extrait de
I’écorce des racines (Vgrb) sur C. parapsilosis. En profil général de 1’espece grandifolia,
I’extrait des écorces des racines (Vgrb) est le plus actif car a inhibé les trois levures avec des
valeurs de CMI comprises entre 0,09 et 0,39 mg/ml dont 0,09 mg/ml sur C. albicans, 0,19

mg/ml sur C. parapsilosis et 0,39 mg/ml sur Cr. neoformans.

Pour les extraits de V. rivularis, le profil d’activité est semblable a celui des extraits de
Vitex grandifolia. La meilleure CMI, 0,09 mg/ml, a été¢ obtenue avec I’extrait des feuilles
(Vrl) sur C. albicans et Cr. neoformans, de méme que 1’extrait des tiges (Vrst) et celui des
racines (Vrr) sur C. parapsilosis. Avec une CMI de 0,19 mg/ml, 1’extrait des brindilles (Vrtw)
est actif sur C. albicans tandis que ’extrait de 1’écorce du tronc (Vrsb) est actif sur C.
albicans et C. parapsilosis et 1’extrait des racines sur C. albicans et Cr. neoformans. Les
extraits ayant une activit¢ moyenne (CMI de 0,39 mg/ml) sont les extraits des feuilles sur C.
parapsilosis, des brindilles sur C. parapsilosis et Cr. neoformans, ainsi que ceux des fruits sur
C. albicans, C. parapsilosis et Cr. neoformans. Dans 1’ensemble du profil antifongique des
extraits de ’espéce rivularis, les extraits des racines suivi de ceux des feuilles se sont avérés
les plus actifs sur les trois levures avec des CMI de 0,09 a 0,19 mg/ml pour les racines et de

0,09 a 0,39 mg/ml pour les feuilles.

Ces résultats montrent que le degré de fongicidie varie en fonction du spécimen
végétal, de I’organe extrait, et méme du germe pour ’extrait du méme organe d’une espece
donnée. Au fait, partant de la classification de la fongicidie basée sur la valeur du ratio
CMF/CM], tous les extraits testés peuvent étre considérés comme ayant un effet fongicide sur

toutes les levures car le ratio CMF/CMI est inférieure ou égale a 4 (Carbonnelle et al, 1987).

D’apres la litterature, les résultats obtenus a 1’issue de cette étude sont les premiers
mettant en exergue l’activité antifongique des extraits organiques de ces espéces sur les
levures. Les résultats obtenus sont differents de ceux de Cabral ef al. (2009) qui ont obtenu

une faible activité antifongique de 1’huile essentielle de Vitex rivularis contre les espéces du
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genre Candida. Cette différence d’activité pourrait s’expliquer par le fait que les composés
antifongiques synthétisés par V. rivularis seraient majoritairement non volatils contrairement
aux huiles essentielles constitués en majorité de composés volatiles. Azokou et al. (2013) ont
montré que I’activité antilavicide des extraits éthanoliques des feuilles et de 1’écorce du tronc
de V. grandifolia sur les larves d’Anopheles gambiea, avec des LCso de 180 ppm sur les
souches sensibles et 370 ppm sur les souches résistantes. Néanmoins, de nombreuses études
d’activités antifongiques d’autres especes du genre Vitex dont V. negundo, ont été publiées a

ce jour (Rani et Sharma, 2013).

Globalement, ces résultats montrent que les extraits au méthanol-chlorure de
méthyléne des especes V. grandifolia et V. rivularis ont profile d’activité¢ similaire et donc
contiendront des composés qui pourront servir de base a la découverte de nouveaux
médicaments antifongiques. En plus, ces extraits ont montré des activités plus prometteuses
sur les levures par rapport aux extraits éthanoliques des Annonaceae et pour cela, ils ont été
choisis pour étre testés sur les champignons filamenteux pour éventuellement estimer

I’étendue de leur spectre d’action.

ITI.1.5. Activité antifongique des extraits au méthanol-chlorure de méthyléne des

Verbenaceae sur les filamenteux
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11 ressort du tableau VIII que les CMI varient de 0,09 a 6,25mg/ml en fonction des

extraits et des microorganismes.

Concernant V. grandifolia, I’extrait des feuilles est trés actif contre M. audouinii, M.
canis, T. mentagrophytes et A. flavus avec une CMI de 0,09 mg/ml, de méme que I’extrait des
brindilles et 1’écorce du tronc sur M. langeroni et ’extrait de I’écorce des racines sur E.
flocossun et M. gypseum. Avec une CMI de 0,19 mg/ml, I’extrait des brindilles a montré une
bonne activité sur M. canis et T. mentagrophytes. L’extrait de 1’écorce du tronc et celui des
racines ont été trés actifs sur 7. mentarophytes et E. flocossun respectivement. L’extrait de
I’écorce des racines a été cependant trés actif sur 7. mentagrophytes. Une activité modérée
(CMI=0.39mg/ml) a été obtenue avec les extraits des feuilles de M. gypseum et T. rubrum,
des brindilles sur E. flocossun et A. flavus, C. tropicalis, le tronc sur M. gypseum, I’écorce du
tronc sur E. focossun, M. canis, M.gypseum, T. mentagrophytes et A. flavus, les racines sur M.
gypseum et T. mentagrophytes, I’écorce des racines sur M. audouinii, M. langeroni et T.
terrestre. L extrait de 1’écorce des racines est celui ayant inhibé tous les germes testés avec
des CMI inférieures ou égales a 0,78 mg/ml. Les plus faibles effets inhibiteurs dans nos
conditions expérimentales (CMI=1,56 mg/ml) ont été obtenus avec les extraits des brindilles
et des tiges sur 7. rubrum, de méme, une activité pareille a été obtenue des extraits des

brindilles sur 7. terrestre.

Pour V. rivularis, I’extrait des feuilles (Vrl) s’est montré tres actif contre E. flocossum,
M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T. terrestre et A. flavus avec une CMI de 0,09
mg/ml, de méme que I’extrait du tronc (Vrst) sur E. flocossun et T. rubrum, 1’écorce (Vrsb)
sur T. terrestre, les racines (Vrr) sur M. audouini, et celui des fruits (Vrfr) sur M. audouinii et
M. gypseum. Avec une CMI de 0,19 mg/ml, I’extrait des brindilles (Vrtw) est actif sur M.
audouinii, M. gypseum et T. terrestre, 1’extrait de 1’écorce du tronc sur 7. mentarophytes,
I’écorce du tronc sur M. audouinii, M. gypseum, M. langeroni, T. mentagrophytes et A.
flavus ; Dextrait des racines sur 7. rubrum et T. terrestre. L’activité modérée a été obtenue
avec les extraits des feuilles sur 7. rubrum, des brindilles sur M. canis, M. langeroni, T.
rubrum A. flavus et C. tropicalis, I’écorce du tronc sur E. focossun, et les fruits sur M.
langeroni et T. terrestre, tous ayant leurs CMI a 0,39 mg/ml. L’extrait des feuilles de V.
rivularis a montré de effets inhibiteurs faibles (CMI=1.56) sur M. audouinii et M. langeroni.
C’est aussi le cas de I’extrait de brindilles et de ’extrait des fruits sur E. flocossun et T.
mentagrophytes, 1’extrait de tronc sur M. audouinii et M. langeroni et I’écorce de tronc sur M.

canis.
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Les résultats de ces travaux corroborent ceux de Cabral et al. (2009) qui ont obtenu
une trés bonne activité antidermatophytique de 1’huile essentielle de Vitex rivularis avec des
CMI allant de 0,16 a 0,64 pg/ml. En outre, les extraits d’autres Vitex tel que V. negundo et V.
trifolia se sont révélés actifs sur plusieurs agents infectieux dont les champignons (Rani et

Sharma, 2013).

De I’ensemble des résultas incluant I’activité sur les levures et les filamenteux, il
ressort que tous les extraits de V. grandifolia et V. rivularis étudiés ont inhibé toutes les trois
levures testées ainsi que les 9 filamenteux montrant ainsi que ces deux especes ont un large
spectre d’action antifongique. Les extraits des feuilles de V. rivularis (Vrl) ont été tres actifs
sur 5 germes : C. albicans, Cr. neoformans, M. gypseum, T. mentagrophytes, A. flavus (CMI
< 0,39 mg/ml) ; ceux des tiges (Vrst) sur 3 germes, C. parapsilosis, E. flocossun et T.
rubrum ; I’écorce sur T. terrestre, les racines (Vrr) sur 6 germes, C. albicans, C. parapsilosis,
Cr. neoformans, M. audouinii, M. gypseum et A. flavus et ceux de I’extrait des fruits (Vrfr) sur
C. neoformans, M. audouinii et A. flavus. Les extraits des feuilles de V. grandifolia (CMI <
0,39 mg/ml) ont été actifs sur C. albicans, Cr. neoformans, M. audouinii, M. canis, T.
mentagrophytes et A. flavus, ceux des brindilles sur C. albicans, Cr. neoformans, M.

audouinii and M. canis, T. mentagrophytes, T. rubrum et A. flavus.

Globalement, les extraits de V. rivularis et de V. grandifolia présentent une bonne
activité antifongique sur les germes testés, avec une trés grande variabilité en fonction de
I’espece végétale, des organes et du champignon test¢é. Compte tenu de son profil
antifongique, 1’extrait des racines de V. rivularis a été fractionné et quelques produits purs ont

été isolés et 1’élucidation de leurs structures est en cours.

I11.1.6 Activités antifongiques des fractions et composés purifiés

Les fractions et les produits obtenus de 1’extrait des racines de V. rivularis ont été
évalués sur quelques levures, moisissures et dermatophytes. Les résultats de ces tests sont

présentés dans le tableau IX suivant :
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Tableau IX: CMI et CMF des fractions et composés purs (mg/ml)

Fractio C. albicans C. parapsilosis Cr. neoformans T. rubrum A. flavus
ns CMI CMF R CMI CMF R CMI CM Rm CMI CMF R CMI CMF R¥n
F/I F/ F
Composés purifiés
vrl 0,02 0,09 4 nd nd nd 0,01 0,02 2 nd nd nd 0,01 0,01 1
Vr2 nd nd nd nd nd nd nd Nd nd nd nd nd nd nd nd
Vr3 0,01 0,04 4 nd nd nd 0,01 0,02 2 nd nd nd 0,01 0,02 2
Vr4 0,02 0,09 4 nd nd nd 0,02 0,09 4 nd nd nd 0,02 0,02 1
vrs 0,01 0,02 2 0,09 039 4 0,09 039 4 0,09 0,19 2 0,09 0,39 4
Vro 0,09 0,19 2 0,01 0,04 4 001 0,04 4 0,02 0,02 1 0,01 0,04 4
vr7 0,01 0,02 2 0,09 0,09 1 0,01 0,04 4 0,09 0,09 1 0,01 0,04 4
Vr8 0,01 0,04 4 0,04 0,04 1 0,012 0,02 2 0,01 0,01 1 0,02 0,04 2
Vr9 0,02 0,09 4 0,02 0,04 2 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Vril0 0,04 0,04 1 0,01 0,02 2 0,01 0,01 1 0,09 0,09 1 0,02 0,04 2
Fractions
F’1 nd nd nd 0,048 0,097 2 nd nd nd 0,024 0,048 2 0,048 0,097 2
F2 0,02 0,02 1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0,02 0,02 1
F’3 0,01 0,01 1 nd nd nd 0,02 0,04 2 nd nd nd nd nd nd
F’4 0,01 0,01 1 0,04 0,09 2 nd nd nd 0,02 0,09 4 0,01 0,02 2
F’5 0,02 0,09 4 0,02 0,09 4 0,02 0,02 1 0,04 0,19 4 0,02 0,02 1
F’6 0,04 0,04 1 nd nd nd nd nd nd 0,01 0,02 2 0,04 0,19 4
F7 0,01 0,01 1 0,04 0,04 1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
F’8 0,02 0,04 2 nd nd nd 0,04 0,09 2 0,01 0,04 4 nd nd nd
F’9 0,04 0,19 4 0,04 0,19 4 0,04 0,19 4 nd nd nd 0,04 0,04 1
F’10 nd nd nd nd nd nd 0,02 0,04 2 0,04 0,19 4 nd nd nd
F’11 0,01 0,02 2 0,04 0,04 1 0,01 0,01 1 0,02 0,04 2 0,04 0,04 1

L’activité antifongique des fractions et composés isolés a été évaluée sur trois levures
(C. albicans, C. parapsilosis, Cr. neoformans), un dermatophyte (7. rubrum) et une
moisissure (4. flavus). 1l ressort du tableau IX que les CMI ont varié¢ de 0.01 a 0.39 mg/ml en

fonction des extraits et des microorganismes.

Vrl a été tres actif sur Cr. neoformans et A. flavus avec une CMI de 0,01mg/ml, de
méme que Vr3 sur C. albicans, Cr. neoformans et A. flavus ; V15 sur C. albicans ; Vr6 sur C.
parapsilosis, Cr. neoformans et A. flavus ; V17 sur C. albicans, Cr. neoformans et A. flavus
V18 sur C. albicans, Cr. neoformans et T. rubrum et Vr10 sur Cr. neofomans. Les fractions
F’3, F’7 et F’11 ont été trés actives sur C. albicans ; F’11 sur Cr. neoformans ; F’6 et F’7 sur
T. rubrum et F’4 sur A. flavus. Avec une CMI de 0,02 mg/ml, les composés suivants se sont
montrés tres actifs, Vrl sur C. albicans ; Vr4 sur C. albicans, Cr. neoformans et A. flavus ;
V18 sur A. flavus ; V19 sur C. albicans et C. parapsilosis ; ainsi que les fractions F’1 sur T.
rubrum ; F°2 sur C. albicans et A. flavus ; ¥’3 sur Cr. neoformans ; ¥’4 sur T. rubrum ; F’5
sur C. albicans ; C. parapsilosis et Cr. neoformans ; ¥’8 sur C. albicans ; F’10 sur Cr.

neoformans et F’11 sur T. rubrum.
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Au regard du tableau IX, I’amélioration de 1’activité des fractions comparée a celle des
extraits pourrait étre liée a la concentration du principe actif. En effet, Harbone (1984) et
Nwodo et al. (2010) ont reporté que le fractionnement d’un extrait pourrait conduire a
I’amélioration de son activité biologique car ce dernier concentrerait les principes actifs
responsables du potentiel observé. En comparaison aux extraits, 1’activité¢ des composés Vrl,

V13, Vr4, Vr5, Vr6, Vr7, Vr8, V19 et Vrl10 illustrerait parfaitement cette affirmation.

Les extraits testés ont été potenticllement actifs sur la quasi-totalité des germes. Des
combinaisons de quelques-uns de ces extraits, en fonction de leurs activités avérées pourraient
produire une synergie pour une bonne thérapie antifongique. Cependant, des études plus
approfondies des molécules pures isolées pourraient mener a la mise sur pied d’une thérapie a
large spectre d’action, avec des activités équivalentes ou supérieures a celles des

antifongiques de référence.

Comme préalable a 1’identification des principes actifs de cet extrait de V. rivularis, un
screening phytochimique a été effectué pour mettre en évidence la présence de certaines

classes de métabolites secondaires doués d’activités biologiques.

IT1.2 Profil phytochimique des extraits de V. grandifolia, V. rivularis, et fractions active

de U. angolensis (UAst H)

Les diftérentes classes de métabolites secondaires des extraits bruts obtenus ont été

regroupées dans le tableau XII suivant :
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De ce tableau X, il résulte que, tous les extraits testés contiennent une grande diversité
de métabolites secondaires. En effet, ils contiennent 4 classes de composés phénoliques
(flavonoides, saponines, anthocyanines, tannins), les alcaloides, les triterpénes et les huiles

essentielles.

Cette composition phytochimique justifierait les potentialités antifongiques observées.
En effet, de multiples travaux ont montré que ces différents métabolites secondaires mis en
¢vidence possedent des propriétés antifongiques (Ekundayo et Adeboye, 2011 ; Tasleem et
al., 2011;). Ils agiraient suivant plusieurs mécanismes au niveau de la cellule fongique.
D’aprés Okusa (2012), les phénols favorisent la formation de complexes avec des
macromolécules telles que les protéines et les polysaccharides, inhibant ainsi leurs fonctions
par oxydation des composés a travers la réaction avec les groupements sulthydryles. De plus,
les phénols possédent des noyaux aromatiques avec un ou plusieurs groupements hydroxyles
pouvant entrainer la formation des réactions d’ubiquitination favorisant leur activité
antimicrobienne (Singh ef al., 2007). Les saponines agiraient a la surface des cellules
fongiques et altérent la perméabilité de la paroi fongique facilitant ainsi la perte des
constituants vitaux de la cellule ou ’entrée des agents toxiques dans celle-ci. Ils inhibent
aussi la croissance des hyphes, favorisent la dégradation de la membrane cellulaire ce qui
entrainent une exposition des composantes cellulaires et par conséquent la mort (5. Les
flavonoides favorisent la rupture de la membrane cytoplasmique et I’inhibition de la synthése

de ’ADN. (Onwuliri et Wonang, 2005)

La présence des alcaloides dans les feuilles de V. rivularis justifierait assez bien leur
utilisation comme boisson tonique, réle que pourrait jouer également les feuilles de V.
grandifolia de méme que les brindilles et les écorces des deux especes. La richesse en
composés polyphénoliques laisserait présager beaucoup d’autres propriétés thérapeutiques,
entre autres anti-inflammatoire et anti-allergique, vasoconstrictrice, veinoactive et anti-AVC
(activité vitaminique P), antioxydante et antiradicalaire, antithrombotique, antimitotique,
antihépatotoxique et anticancéreuse, hypocholestérolémiante et antidiabétique, anti-
ostéoporétique et anticataracte, anxiolytique et inhibitrice enzymatique, anti-ulcéreuse et
régénératrice des tissus, antidiarrhéique et gastroprotectrice, anti-carie dentaire, bref de vraies

panacées (Cowan, 1999 ; Sati et Joshi, 2011)
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1I11.3 Fractionnement de I’extrait des racines de V. rivularis

Etant donné que I’extrait des racines de V. rivularis (V1r) a présenté de fagon globale
la meilleure activité antifongique, il a été sélectionné pour le fractionnement en vue de

concentrer et si possible d’identifier les principes actifs.

Les différentes fractions collectées ont été analysées par chromatographie sur couche
mince (CCM). Le tableau XI ci-dessous résume le profil des fractions et composés purs

obtenus.

Au regard du tableau XI, 169 fractions ont été obtenues. Ces derniéres ont été
regroupées en 30 fractions (F1 a F30) puis en 10 composés purs (Vrl a Vr10) et 11 fractions
(F’1 a F’11) en fonction de leur profil CCM.

Les fractions a I’hexane pur ont conduit a un concentré huileux vert, non cristallisé.
Le systeme solvant Hexane-Acétate d’Ethyle (20:80 v/v) a permis d’obtenir deux composés
purs (Vrlet Vr2) et trois fractions (F’1 a F’3 partiel) de couleur jaune. Le systéme solvant
hexane-acétate d’éthyle (10:90 v/v) a permis d’obtenir deux composés purs (Vr3 et Vr 4 le
composé majoritaire: 7,64 mg) ainsi que trois fractions (F’3 a F’5) toutes de couleur jaune.
Le systéme acétate d’éthyle (100%) donne un composé pur (Vrd a 2,65 mg) de couleur
blanche et une fraction F’6. Le systéme solvant acétate d’éthyle-méthanol (95:5 v/v) a donné
deux composés purs Vr 6 (traces) et Vr7 (0,60 mg), tous deux de couleur blanche puis deux
fractions F’6 et F’7. Le systéme solvant acétate d’éthyle-méthanol (90 :10 v/v) a conduit a
deux composés purs Vr8 (2,72 mg) et Vr9 (1,85 mg), de couleur brune puis deux fractions
F’8 et F’9. Le systéme solvant acétate d’éthyle-méthanol (85:15 v/v) a donné une fraction
F’10 alors que le systeme solvant acétate d’éthyle-méthanol (82:18 v/v) a donné un composé
pur Vrl0 de couleur brune et la fraction F’11. Les autres systémes solvant acétate d’éthyle-

méthanol (80:20, 70:30 et méthanol pur v/v) ont donné une seule fraction, F’11.

La variation de couleur des cristaux (jaune, blanc, brun) laisse présager au moins trois
composés distincts apres identification. Les fractions de F’1 & F’11 ont été de couleur jaune
(F’1 a F’5), claire limpide (F’6 et F’7), violette (F’8) et brune (F’9 a F’11). Le poids total des
fractions a été de 27,9364 g (22,05 g + 5,8165 g), soit un pourcentage de 66,64% pour
41,92g d’extrait au départ.
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Tableau XI: Fractionnement de 1’extrait des racines de V. rivularis

N° | Fractions Masses | Rendem | Systeme Systeme d’élution | Observation
. ) ent solvant
collectées Fraction
(mg) (%) (%) (%)
1 F’1: F1-F4 F’1:0,819| 1,95 Hex/AE: 20/80 | Hex/AE: 17/83 Fraction F’1
2 | F’2: F5-F7: 65- |F’2:0,20 | 0,4 Hex/AE: 20/80 | Hex/AE: 17/83 Composé Vr1+F’2
79
3 | F’3: F8-F11: 56- | F’3:0,66 | 1,57 Hex/AE: 20/80 | Hex/AE: 17/83 Fraction F’3
60
4 | F7:81 Hex/AE: 20/80 | Hex/AE: 8/92 Composé Vr2+F’3
5 | F10:84 Hex/AE: 10/90 | Hex/AE: 2/98 Composé Vr3+F’3
6 F6-F9 :80-83 F’4:7,64 | 18,22 Hex/AE: 10/90 | Hex/AE: 2/98 Fraction F’4
7 | F14-F15: 61-66 Composé Hex/AE: 10/90 | Hex/AE : 2/98 Fraction F’4
8 | Fl6: 88 Hex/AE: 10/90 | Hex/AE: 2/98 Composé Vr4 +F°4
9 | F17-F18:90;91 F’5:3,01 | 7,18 Hex/AE: 10/90 | Hex/AE: 2/98 Fraction F’S
10 | F19: 91 F’6: 2,65 | 6,33 AE pur: AE/MeOH: 95/5 | Composé Vr5+F’6
11 | F20: 92 AE/MeOH: AE/MeOH: 91/9 | Composé Vr6 +F’6
95/5
12 | F21: 93 F’7:0,60 | 1,43 AE/MeOH: AE/MeOH : 91/9 | Composé Vr7+F’7
95/5
13 | F23: 94 F’8:2,72 | 6,48 AE/MeOH: AE/MeOH: 87/13 | Composé Vr8+F’8
90/10
14 | F24: 94 F’9: 1,85 | 4,41 AE/MeOH: AE/MeOH: 85/15 | Composé Vr9+F’9
90/10
15 | F22-F27:92-96 F’10: 1,61| 3,84 AE/MeOH: AE/MeOH: 82/18 | Fraction F’10
85/15
16 | F28:97 AE/MeOH: AE/MeOH: 80/20 | Composé Vr10+F’10
82/18
17 | F29: 147-157 F11: 0,64 AE/MeOH: AE/MeOH: 78/22 | Fraction F’10
80/20
18 | F29’: 158-164 0,27 AE/MeOH: AE/MeOH: 60/40 | Fraction F’11
70/30
19 | F30:165-169 MeOH pur MeOH pur
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES




CONCLUSION

Au terme de ce travail donc 1’objectif général était d’évaluer le potentiel antifongique

des extraits de plantes des familles des Annonacées et des Verbenacées, il ressort que :

Les extraits de la famille des Verbenaceae se sont avérés plus actifs que ceux des
Annonacées au regard des CMI obtenus qui variaient de 0,09 mg/ml a 1,56 mg/ml contre
0,625 mg/ml a 10 mg/ml. L extrait des racines de V. rivularis s’est distingué¢ comme le plus

actif avec des CMI comprises entre 0,09 et 1,56mg/ml

Onze fractions (F’1 a F’11) et dix composés (Vrl a Vrl0) ont été obtenu a I’issu du
fractionnement de 1’extrait des racines de V. rivularis. L’ activite des fractions variait de 0,01
a 0,048 mg/ml et celle des composés de 0,01 a 0,012mg/ml en fonction des microorganismes
testés. La combinaison entre la fraction hexanique des tiges d’U. angolensis (UAstH) et le
kétoconazole a donné une interaction synergique sur C. albicans, C. neoformans et C.

parapsilosis.

L’¢étude phytochimique de V. rivularis a permis d’isoler dix composés actifs. Par
ailleurs la présence des métabolites secondaires polyfonctionnels tels que les alcaloides, les
polyphénols (flavonoides, saponines, tannins, anthraquinones), les terpénoides, les stérols, les
xanthoprotéines, les huiles essentielles, les lipides, ainsi que les sucres réducteurs a été mis en

évidence dans les extraits et fractions actifs.

Ces résultats supportent 1’usage traditionnel de ces plantes. Néamoins, une étude plus
approfondie des composés isolés de 1’espéce de racine de Vitex rivularis est indispensable en

vue de développer un nouveau traitement contre les infections fongiques.
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PERSPECTIVES

Ce travail n’étant qu’une introduction dans la recherche d’une nouvelle thérapie

contre les mycoses et les dermatophytoses, nous envisageons dans les prochaines étapes de :
- Elucider les structures chimiques des composés actifs

- Combiner ces composés entre eux et avec les antifongiques disponibles pour la

recherche d’une combinaison synergique

- Déterminer le profil toxicologique des composés d’intérét et des combinaisons ayant

montré les interactions synergiques ;

- Evaluer I’activité antifongique in vivo des composés et des combinaisons, ainsi que

leurs propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.
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ANNEXES

Annexe 1: Concentration Minimale Inhibitrice obtenue aprés combinaison de UAst H et le

Ketoconazole
Puits de C. albicns Puits de C. neoformans Puits de C. parapsilosis
CMI CMI1 CMI
Conc Conc Conc Conc Conc Conc

UAstH Keto UAstH Keto UAstH Keto
All 2,50 0 All 2,50 0 Al2 5 0
B9 0,62 0,15 B9 0,62 0,15 B9 0,62 0,15
C10 1,25 0,31 C9 0,62 0,31 c9 0,62 0,31
D10 1,25 0,62 D8 0,31 0,62 D9 0,62 0,62
ES8 0,31 1,25 ES8 0,31 1,25 E9 0,62 1,25
F9 0,625 2,50 F9 0,62 2,50 F6 0,07 2,50
G10 1,25 5 Gl 0 5 Gl 0 5
H1 0 10

All et A12: CMI de la fraction hexanique des tiges de U. angolensis (UAst H) sur C.albicans, Cr. neoformans
et C. parapsilosis; H1 et G1: CMI du ketoconazole (Keto) sur les levures testées; B9, C9, C10, D8, D9, D10,

E8, E9, F6, F9 et G10: Differentes combinaisons considerées comme CMI.
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Annexe 3: Révélation des fractions par (1) le rayonnement U.U, (2) la vapeur d’iode et (3)

par les vapeurs d’acide sulfurhique.

Révélation UV des fractions

Révélation des fractions a la vapeur d’iode



Révélation a la vapeur d’acide sulfurique

Ces trois étapes intégrées permettent d’affiner la séparation : les positions sur le
chromatogramm, (Rf), la couleur des taches, leur nombre sont autant d’éléments permettant

de séparer ou rassembler les fractions.

Les cristaux précipitent et sont récupérés, lavés et référenciés. Les produits des
lavages sont récupérés et rechromatographiés pour leur positionnement. Les différentes
fractions finales et les composés sont séchés, pesés, reférenciés et conservés dans un

emballage étanche pour la suite des manipulations.



Annexe 4 : Spectres ACD/NMR des composés isolés

le composé majoritaire VR4 APT2

This report was created by ACD/INMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
07/04,2006 *0:37:39

VRAMEOD S13DEPT13E MeDD (CAStunbol etumba 2

" Le VEAMECD CIADEFT135 MeOD [Ci\Stumbet stumbo 2| Date 11 Sap 3012 00:47:28
11 Sep Z012 047 26 File Name LASFECTRES\DJIMELIYRASFID
ney (WH: Nnciens 132 Number of Translents 248 Origin spect
iginal Paints Count IZ7G0 Dwner shmbe Paints Count 2760 | putse clopt1as
Recaiver G. 163 | SWzyelical (Hz) 1798551 Solvent METHANOL-d4
Spoctrum ONfsot (Hz] _7516.2003 m Type DEPT13§ Swoop Width 17985.08 Te 7o (cagroa C) 26,160
VR4 103 e VerticalScaleFactor = 1 5 2
= =
10+ !
] 8
E h
= ]
R
E s+
= ]
n
A
2
%
z o
r
o
T T P A R S P i e g T ey e e
128 120 118 10 108 T 65 &) 55 S0 45 !
Chemesl Shit (ppm)
This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
MNo. | (ppm) (Hz) Height
1 16.65 12564 | 0.3205
2 2010 1517.2 | -0.2252
3 30.39 22833 | -0.2361
4 33.73 25458 0.2885
5 3597 | 27148 | -0.2236
6 41.00 30041 | -0.2394
7 4732 | 35711 | 0.2398
8 4760 | 35825 | 03835
9 47.89 | 36139 | 04233
10 | 4817 | 36353 | 0.3687
11 | 4845 | 36567 | 0.1630
12 49.14 37088 | 1.0000
13 §0.40 38032 | 06478
14 67.12 5065.6 0.9938
15 67.31 5079.9 0.7201
16 77.03 5813.2 0.8126
17 120.75 9112.5 0.7105




VR4 Carbone 2

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/

No. | (pprm) (Hz) Height
1 1665 | 12564 | 0.0155
2 19.66 1483.7 0.0100
3 20.11 1517.7 0.0098
4 23.01 1736.2 0.0129
5 2596 18580 | 0.0079
5] 27.58 20814 0.0139
7 28.29 21352 | 0.0170
:] 30.39 22933 0.0073
a 31.13 23483 | 0.0072
10 3373 25452 0.0038
11 35.99 27159 0.0063
12 | ares | 28586 | 00189
13 41.00 30841 0.0112
14 46.75 3528.2 0.1594
15 47.04 3549.6 0.4596
18 47.25 35656 | 0.0227
17 47.32 35711 0.8856
18 47 .60 35925 | 1.0000
19 47.89 36139 | 0.8238
20 48.17 36353 | 0.3950
21 4845 3656.7 | 01239
22 49.14 3708.8 0.0087
23 50.40 3803.8 0.0075
24 67.13 50662 | 0.0143
25 67.32 50805 | 0.0084
26 69.90 5275.3 0.0234
27 76.52 5774.8 0.0323
28 77.04 5813.8 | 0.0118
28 53.84 63275 0.0203
30 | 12075 | 91125 | 0.0084
il 166.57 | 12571.0 | 0.0181
32 | 205.06 | 154751 | 0.0087

VR4 Carbone

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/

07101/2005 10:35:33
VRAMEODN CA3CPH WManin G Stumba) stimbne 2
[ comment VRAMEOD C13CFD MeOD (C:\Stumbo} stumbo 2 [ Date 10 Sep 2012 22:33.0¢
:33:04 File Name LASFECTRES\DJIMELIWRA2\FID
Nucleus 13C Number of Transients 7160 Origin spect
Owrner stumbo Foints Count 32763 | Pulse Sequence 2gpg30
| SWicyelical) (Hz) 17985.61 Solvent METHANOL -dd
Speoctrum Tyre STANDARD Sweep Width (Hz) 1798306 Temperature (degree C) 271680
. [ uy
[VR4.002 esp VerticalScaleFactor = 1 g-g3q3e
[
T¥F7TT¥
0.06 3
= 0.05-;
[ e
5
= 0.043
B E
B -
T E
E 0.033 o~
4 E b
3 T
0,02—é z i @
e §
oot 4| |
3 L L v : L L
168 160 132 144 136 80 64

Chemical Shift {ppm)



VR4 COSY

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to

www.acdlabs.com/nmrproc/
e 5 mm QNP 1H/15N/13C/31P 7801110027

L] [MH:

i

(300.13, 75.48)

Points Count

spect
(2048, 1024)

Spactrum Type

HMBC

VR4.006.esp

L

e N

-8

—

T[T T

T T
4.5 4.0

F2 Chemical Shift (ppm)

L LR L AR AR AR RE LA R

F1 Chemical Shift {ppm)



VR4 HMBC

This report was created by ACDIMMR Processor Academic Edition. For more information go to

wherw acdlabs comfmnmrproc/
i 04134 BER Ty 5 oo (CIRPE 1 15

I

BCHAIE FAQ 1 MODFT

A ccpasi s Tive

Date 11 Sep 2U1s e an

Fite Name LASPECTRES\DJMELINWRMNS\SER Froquency (MHI) {300.13, TS.AT)

P grecte {4H, 13} Plaurralmer ool T fenrpls Pl AR frgian g

Ordcglnal Podnts Coet (G120 | = =ty Podvits Cornt (GAT An7a)
MotHD

Sweeap Widrh (HI)

{1856.49, 124187.79)
P B H B Rl 0 {0 pavenlaci} sty 2

Temperarure (degree C) 26,150

VRA.D0S. asp

femeal Shit o)

.
g

Fi1

VR4HSQS

F7 Chemical Shift (ppm)

R R R R e R R R R R e e R R R R e R R R R R R R e R NEREEEE:
5.0 4.5 a4 25 2.0 1.5 1.0



VR4 PROTON 2

This repori was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
Me. Ippm} (Hz) Height Mo. | (ppmi (kz) Height Ho. | {ppm) {Hz] Height Me. | ippn) (Hz) Height Mo, | (ppm (He) Height
1 0.92 2756 | o508 |[ 11 146 407.1 | oozae || 21 -8z 5477 | oqeze || 31 2.40 7197 | ooz || 41 480 1440.6 | 0.012€
2 0.99 2083 | 01451 12 1.50 443.1 | 00i7c || 22 .84 551.1 | o260 || 32 | 242 1264 | 00235 || 42 | 488 1454.9 | 0.0817
3 1.22 3653 | 02036 || 13 159 4731 | 00092 || 23 ©.88 5642 | 00128 || 33 | 244 7318 | 00123 || 43 | 487 14607 | *.000C
4 143 ¥4 utgss || | e 4gs4 | val || 2 LW sid | wwtue || se | was 9440 | voots || 44 | 493 1460.7 | w.uo/
5 1.23 368, 02003 15 185 495, 0.0 25 .93 580.4 0.0114 35 AT 951.6 0.0081 45 551 1655.2 0.017C
B 1.32 J96.6 0.0057 16 169 507. 0.0 26 187 591.9 0.0128 36 .21 9625 0.0061 A6 583 1750.3 0.0294
7 1.54 401.1 00050 17 172 517, 0.02 27 ) 596.3 | 0.0148 ar .E5 1154.1 | 00095 a7 584 17625 | 0.0268
8 1.36 407.9 0.0054 18 174 522.4 0.0362 28 20 B03.8 0.0251 38 68 1164.8 00086
g 1.37 4124 0.0044 18 175 524.9 0.028E 29 204 6121 0.0083 38 3.87 1191.6 00181
10 121 423.9 00152 0 179 535.9 0.0328 30 218 655.0 0.0474 40 4.59 1377.5 0.0150
[ e m [ Annotation Layar Ho. Created By | Created At [ Modfied By | Madifizd At ]
Lt [ [331.336  |Methand 1 Labu de phyloti] ver. 07/0172005 10.31:£5] |

VR4 PROTON

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. Fer more Information go to www.acdlabs.com/nmrproc/

NTCA2005 10FE3A17

VRAMEOD PROTOM M20C [C:Stunbe) etumbo 2

isition T X [ comment VEAMEOD PROTON A5 2 11 Gep 2012 00:43:36
Late Stamp 11 Sep 2012 00:48:36 File Name L\SPECTRES\D.IMELIVRA\FID Frequency (MHz| 30013
MNucleus iH Number of Transients G DOrigin spect Original Points Caunt 2700 Cwirner stumbo
| Points Count 33768 Pulse 2030 iver Gein 287.40 SWicyclicall (Hz) 61723 Soivent ME"HANOL-g4 |
Spectrum Offset(Hz] 18534263 pecirum Type STANDARD Sweep Width (Hr) E1T2 65 Temperature (degres ) 26160
V4001 esp VerticalScaRiFactor = 1 [Merrano] 898 &4
i ;
T e oot
cosd
5 A =
B :
™
£ oo
E .04
E ]
3
T em ! g
I T
=g 9
e a8 L
[
552 i
b
c.o1 J' § .{{ {
) ¥ ! !
T T T T T T T T T T T T T
a0 16 an 26 an 8 1.0

Cherical Shill [pam)




VR11 PROTON 2

Thiz report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www acdlabs com/nmrproc/

Mo, | ippen} (Hz) Hoght || Mo | ippm) (kz) Haight || Mo. | [ppm! {Hz) Haght || Na.  {ppm: (Hz) Height || Na. | (ppm) (Hz) Haight
1 0.85 266.7 0.0016 1E 1.37 412.0 3.0014 20 1.34 8511 0.0058 43 244 7T 0.0030 BT 482 1466 0.0138
2 0.02 2755 0.0352 1€ 1.41 423.7 03.0041 30 1.38 SE4.E 0.0031 44 340 0306 0.0013 || S8 | 486 1457.7 0.0124
a 0.94 202.2 0.0019 17 142 427.5 2.0023 3 1.32 S00.1 0.0023 45 341G 947.0 0.0021 58 406G 14584 0.02c2
4 0.96 269.0 0.0030 18 1,45 433.5 3.0081 32 1.97 582.1 0.0033 S 3.18 8954.0 0.0027 )] 455 14368 0.0070
5 0.99 298.3 0.0333 15 1.50 4431 0.0033 33 1.98 596.3 0.0038 47 321 9629 0.0020 61 502 15067 | 0.0021
-] 1.08 3248 u.udig 20 1.59 4757 00024 34 21 B34 00061 48 326 Yr9E 0.0020 B2 583 17499 | 0.00es
¥ 147 3497 0.0023 21 1.62 487.0 0.0036 35 204 B12.5 00018 4% 27 9813 0.0024 B3 584 17324 0.00E3
-] 22 365. L0486 25 | 1465 485, L0032 36 2 35, L0017 50 27 SE2.§ 0.0020 B4 783 237889 | 0.0034
] 367, L0444 23 69 07. L0043 37 & 3. L0018 51 37 10.7 | 0.0030
i 369, L0447 24 J2 7. .0063 38 2. 346 L0023 52 14 525 | 0.0030
1 : 385, 0017 28 T4 21. 0087 3% £ 55 L0608 53 6 ETAl 0.0026
12 1.30 3889 L0018 26 1.75 5251 0070 40 2.3 14 0037 54 BB 11650 | 0.0032
12 1.32 970 0.0021 27 1.79 5357 | 0.0079 || 4 2.39 7188 | 0.0042 55 397 11912 | 0.0048
14 1.36 4075 0.0017 28 1.83 54534 1.0052 42 242 THA 0.0055 56 451 13833 | 0.0046

M, (pprm Acnelalicn Layer No. | Crealed By | Cizaled At Modified Sy Modfied At
| [3.31 . 236 WMetharol | Ljbo de phytochin ven 07/01/2005 10:44:15
2 [4.87 . 49| Metharol 1 Libo ge phytochin ven 03/01/2005 10:44.15

VR11 PROTON

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more informeation go te www.acdlabs.com/nmrproc!
O7IJW2D05 10:44:49

VR11 MECD4 PROTON MeOD {C:\Swmbo} stambo 3

| Acquisition Time (s2c) 53084 /Fi11 MEQD4 PROTON MeOD (C-\Stumbo}stumba 3 | Date 07 Sep 2012 09.17:20
Dato Stamp 07 Sep 2012 08 17:20 Fiio Name LASPECTRES\CIIMELIWR 1 \FID Froguena | 300.13
Nucleus 1H Mumber of Transients 1t Onigin spest Criginal Points Count 4263 Owner stumbd
Points Count 32768 Pulse 2330 Recoiver Gain 408,40 SWeyclical) [Hz) e17284 Solvent METHANOL -1
Specirum Offset (Hz) 13234263 | Spectrum Type STANDARD Sweep Widti (Hz} G172 65 Temperaiure (degree G 28160
R11.001.e5p VerticalScalsFactor = 1 Watrano] [nenzn s qRE B8
. o e i
& & &ERT
0.0269
E 3
] E
00204 -
= 3 L~
g ]
E 3 o
= ] «
g 00154 i
T 3
s 3
z 3
0010 — e
3 s& It
: ] M s
i
0.0053 = i = -8
: 1 7
B SR MR R i BN B AR RS R e e N I B B R I e B B A L AL R AR RS R RE AR L
a0 : . L3 4.8 t y 2 2! § 1.0

Chermical S (prm)



VR12PROTON

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. Fer mere information go to www.acdlabs.com/nmrproc:
Ma, {ppm} (Hz) Haight Mo {ppm) (Hz) Haight Mo {ppr1) (Hz} Faicht Ma. | {ppm) Hz) Height ha. (ppm} (Hzi Haight
0.85 255.7 C.o01E 132 1.42 4275 0.0032 a5 1.684 £509 0007 37 2.38 50 00043 49 a89 116689 90021
0.92 275.5 C.0450 14 144 4367 0.0{78 26 1.83 644 00040 a8 2.40 7183 0.0050 50 a.87 1121.8 0.0057
0.99 298.3 C.0428 15 .50 445.5 0.0047 27 1.93 S804 00035 39 242 7264 00072 51 461 13837 0.0035
1.1¢ fakli-) L.U0Eq 16 1.9 iy ULy 24 1,497 SY1.8 U a0 244 319 D.ou3 B2 4.8 14470 0.0098

1

2

3

o —_—

5 1.22 365.3 C.0620 17 1.62 48E6.8 0.0044 28 1.99 £959 00045 41 315 9463 0.0024 53 4.86 14589 | 00215
5] 30

7 3

8

1.23 367.8 C.0577 18 1.65 484.9 0.0041 am E03E ooors || 42 518 954 6 00031 54 4.87 14602 | 00226
1.23 369.1 C.0581 19 1.69 508.3 0.0057 1 204 E125 0ome || 43 3.2 9638 0.0021 55 4.95 14869 | 0.0076
1.50 3887 0022 20 1.72 517.3 0.0081 32 211 E332 00017 44 5.27 9813 00018 56 502 1806.7 | 0.0017
a 1.32 1068 £ 0028 21 174 5220 00110 i3 213 E3R1 nong 45 3.a7 0111 0.nndn 57 583 17503 0.NN&E

10 1.36 A07.9 £.0017 22 1.75 525.1 0.0090 a4 2.15 €162 00028 16 2.84 1°52.7 0.0031 58 5.8/ 1752.5 0.0081
1 137 412.0 C.O01E 23 1.70 BIET 00102 a5 217 €600 o008 || 47 2.86 1°67.3 0.0028
12 1.1 4239 £.0052 24 1.83 547.9 0.0068 34 2.1 E552 00064 48 5.88 1652 | 0004
Mo, ‘ppm} Annctation Layer No. ! Created At Modifiec By Modifizd At
1 [3.31. 3.36 Mathanol i) ven. 07/01/2005 10 45.58
2 [4.87 . 400 Methanol 1 wen. 07012005 10 4558

VR12 PROTON

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.cominmrpros/

07112005 10:46:11
VR1ZMEOD FROTCN MeOD {C:\Sumbo} stumbo 8
Acquisiti £ t 12MECD PROTON MeCD {C:\Sturrbol sturbo €| Date 07 Sep 2012 10,0000
Data Stamp L7 Sep 2012 0 040:00 Eile Name LASPECTEES\DJME _IWRIWVFID Frequency jMHz) 20043
Nucleus H Number of Transiants 16 Onigin spadt Original Paints Count 32768 Owner stumbo
Paints Count 22TE Fuise Zg3) iver Gain 382 00 SWicyclical) (Hz) B17284 Soilvent METHANCL-dd
Spectrum Offsef(Hz) 18534263 Specirun Type STANDARD Sweep Width (Hz} GATE B Tewperaluie ree Cf 25 160
[VRIZ001.00p VarucaIScaleFa@
538 g8 &3
54 wWoT
%‘ 0.015
8
s -
i & 8
A .8
E 2.012 Fo ?‘; i
o =
0.005 J = % & ! -
: DLl ] &
E - T
| LR
3 R AR o LI IS B i L iy
B2 55 50 45 4.0 is 30 2 22 158 10 0.5
Chemical Shift (ppm)
VR 14 PROTON 2
This repert was created by ACD/NMR Pr Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
Me. pEM} (Hz) Hedgkt Me. | {ppm) (Hz) Height Mo, {ppmi {H=} Height Ma. | (ppmi (Hz) Height Ma. | (ppm) (Hz} Haight
1 0.65 255.7 00014 1+ 1.37 4113 0.0014 a7 183 547.0 0.0050 42 218 BE5.2 0.0407 g3 307 11016 0.0050
2 0.92 273.8 00094 15 141 423.9 0.0045 28 1.684 580.8 0.0066 41 2.38 T14.8 0.0038 54 461 13833 0.0038
3 0.99 293.3 0.0375 16 142 427.5 0.0027 29 .66 589.7 0.0027 42 240 T19.3 0.0043 53 462 14466 0.0090
4 1.08 Yo L1 1/ 1,448 A5 LU 1.654 Ed L UL 43 242 6.4 0006 53 487 1460 & 00294
5 1.13 333.8 0.0014 18 1.30 449.1 0.0042 1 1.83 579, 0.0030 44 244 719 0.0052 57 495 14867 [ 0.0072
5] 116 343.5 0.0024 19 1.58 475.7 0.0024 32 187 581, 0.0035 43 315 6.3 0.0021 53 502 15069 | 0.0016
7 1.22 3631 0.0541 20 1.62 486.6 0.0038 33 1.89 5E6. 0.0040 43 kAL 954 4 0.0029 53 583 17503 | 0.0076
8 1.23 3678 0.0483 29 1.65 484 8 0.0034 34 2M BL3E 0.0066 47 33 BE3.0 0.001% 3] 584 17525 [ 0.0070
g 1.23 363.9 0.0503 22 1.69 S07.7 0.0047 35 204 612.1 0.0018 43 3.27 9£0.9 0.0017
10 128 p4g nmir 23 1.72 517.3 0.0071 36 211 A3 N 00016 43 337 AM0T 00053
11 124 3833 00013 2L 1.74 5227 0.0094 ar 213 [zl 0.0018 51 384 11337 0.002%
12 1.32 3838 0.0021 28 1.76 651 0.0078 38 216 B46.2 0.0026 Bi 388 11571 0.0023
13 1.38 4079 0.0015 28 1.79 s3.7 0.coa7 39 217 BELT 0.0028 52 3.808 11650 0.0028
Ma, {ppmi Annotation Layer No. Modifizd By Macified At
1 13.51 . 3,36 Nethanol 1
2 |4.67 . 491 | Nethanal 1




VR14 PROTON

This report was created by ACD/NMR Provessor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.cominmrproc/
70112005 10:47:51
VR AMEOD PRIDTON Me2D [CSumbe) etumba &

[VR"4 001.asp

Mormalized Intensity
o
=]
=
1

C.005:

| VR1:MEOD PRCTOM Me0D C:\Stambol shumbo 8 | Date 07 Sep 2012 10:38:24
0:38:24 Fity Name LASPECTRES\DJMELIWR 141110 Fregquency (MHz) 200.13
Number of Transients 18 Ovriggin spect Origins! Paints Count 32768 Owner stumbe.
Pulse 30 Recelver Gain 3620 SWfeyelical) (Hz) 617264 Solvent METHANOL-34
Spectrinn Type STANCARN | Swean Width (Hr) 6177 56 7 {dagree €) 25 160
VerticalScalqFisitorc: {
g,_
5 Wlethanci 2 HEy &8
b o e =1
| i T

VR16 PROTON2

as

T
an

Chiznivad Shill ipgan)

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/

Na. {ppm} Annaotation Layer Na. Created By Created At Modified By Madified At
1 [3.31..3.36] Methanol 1 Labo de phytochir] ven. 07/01/2005 10:48:35
2 [4.85 .. 4.91] Mathanol 1 Lbo de phytochid ven. 07/01/2005 10:48:35
Nao. (ppm) (Hz} Height
1 0.92 2765 | 0.0395
2 0.99 2081 0.0375
3 1.08 325.2 0.0022
4 1.23 368.7 | 0.054D
5 1.30 388.7 | 0.0025
<] 1.32 3975 0.0031
7 1.36 407.7 0.0020
8 1.4 423.7 0.0052
] 1.46 4369 | 0.0085
10 1.50 4490 | 0.0051
11 1.59 478.7 0.0031
12 1.62 4H87.2 0.0053
13 1.65 4944 | 0.0048
14 1.69 507.9 | 0.0085
15 1.74 5220 | 0.0128
18 1.79 536.6 0.0120
17 1.84 551.1 0.0087
18 1.68 564.1 0.0046
19 1.93 580.4 | 0.0043
20 1.99 596.3 | 0.0052
21 2.01 603.6 0.0082
22 2.04 6121 0.0022
23 2.13 639.2 | 0.0022
24 2.15 646.0 | 0.0031
25 247 651.1 0.0031
26 2.18 655.0 0.0045
27 2.40 7189 | 0.0058
28 2.42 7266 | 0.0075
29 3.10 9303 | 0.0016
30 315 946.8 0.0032
a3 318 953.4 0.0041
32 3.27 981.1 0.0027
33 3.37 1011.8 | 0.0039
34 3.84 1153.5 | 0.0038
35 3.88 1165.0 0.0039
36 3.87 1192.3 0.0066
a7 4.60 1381.8 | 0.0070
38 4.81 14451 | 0.0122
39 4.95 1484.9 | 0.0061
40 5.01 1505.0 0.0017
41 5.83 1751.2 0.0080




VR16-PROTON

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdiabs.cominmrproc!
DH01/2005 10:48:56
VR0 MEDD SROTON MeOE {SuStumbe} stumbes 11

| Acquisition Time (sec| 53084 I VRIE M| s m 125822012 1051:12
Dato Stamp 12 Sep 2042 “051:12 Filo Nama LASPECTRES'DUIMELIWR 15U CVFID Frequancy (MH: 300.13
Nucleus H Number ol Transiems 15 Origin spect Original Points Gount _3.(6H Owner slumbo
Points Count 32738 Pulse Sequence 2330 Recoirer Gain +D3.40 SWicyclies) (Hz) B172.84 Solvent METHANOL-d
4
Spactrum Offsat (Hz] 1853 4781 Type STANCARD | Sween Width (Hz) 6177 65 Tomperature ) 26 160
[VRIB.01C.esp VericalScaleFactor =1
® & 8
= T L ]

E c.o10-
g ]
g %
E ] 1
2 ]

C.005—— | :

1 ! g
] ‘11} L 5
1 A MR TR S SRR A R T G TR A (L SR RE K Ko B L R0 2 26 DT L0 0 OF o (KD B NE S i S R NS T i LA I BT PC RN B 2 AL B B S0 S e T A B
6.0 35 50 40 ot . 3 2, 15 Ki|
Chemizal Shift (ppm)
VRU APT2
This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/

Mo, (ppm) (Hz) Height

1 16.64 25118 | -0.2188

2 16.67 25151 0.9227

& 19.65 29652 | 0.4033

4 20.10 3033.3 | -0.3471

5 23.02 34735 | 1.0000

6 2594 36148 | -0.2024

7 27.53 41541 | 05135

8 2754 | 41563 [ -0.1429

9 2833 | 42759 | 0.2808

10 30.38 45855 | -0.7040

1 3.1 46853 | -0.6440

12 31.47 47491 | -0.3264

13 | 3369 50839 | 03252

14 | 3593 54231 | -0.5010

15 41.00 6188.2 -0.8999

16 47.33 71422 | -0.2844

17 | 4746 71619 | 0.2938

18 | 4747 71641 | -0.3779

18 47.60 7183.9 03641

20 47.61 71850 [ -0.5892

21 | 47.74 72048 | 0.3949

22 | 4775 72069 | -0.4156

23 | 47.89 72267 | 0.4353

24 48.03 7248.7 0.2820

25 48.18 7270.6 0.1072

26 | 4913 74144 | 0.7491

27 | 50.39 76043 | 0.1743

28 67.11 101281 | 0.9958

29 67.30 101566 | 0.4355

30 7703 116243 | 0.5243

3 120.73 | 18220.7 | 0.6363




VRU APT

This reporl was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more infi ion go lo www.acdlak |

proc!
070472008 10:52:03

10:45:20 Dzte Stamp 13 Sep 200 0045 20
Frequsncy (MHz} 180.92 Nuclaus 130 Numbac of Transfents 10240
Ovingr oot Points Count 32768 Pyise Sequence deptils
Sulvent METHANOL-l4 Offsei (Hz)  15091.5684
Tomparature (degres €] 18 500
VRLLS00.001 20 VerticalScaleFactor = 1 5 g 5
% 7 : e 7
2 T
B
T

Mormalized Intensity

120 118 1ic 106 100 €5 a0 &5 &0

0
Cramical Shitt {ppr)




Annexe 5: Publication issue du travail

Available online at http:/www.ifgdg.org e —
International Joxamal
Int. 7. Biol. Chem. Sci. 11(1): 15-31. February 2017 of Biological and
Chemaical Scacmees

ISSN 1997-342X (Online), ISSI 1991-8631 (Print)
Original Pape http://ajolinto/index php/ijbes http:/findexmedicns. atro.who.int
& I ] Phpyny iy

Anti-yeast potential of some Annonaceae species from Cameroonian
biodiversity

TAFFOU, Jean Baptiste HZOUNDA FOKOU, Elisabeth ZEUK OO MENKEM.,
Lauve Rachel TCHOKOUAHA YAMTHE., Alvine NGOUTANE MFOPA,
Marguerite Simo KAMDEM., Vincent NGOUANA. Ide Flavie KENFACK TSAGUE and
Fabrice Fekam BOYOM ™

Antimicrobial and Biocontrol Agents Unit. Faculty of Science, University of Yooundé 1, P.O. Box 812,
Yaounde, Cameraon.
g - - - — - - Sax P -
Corresponding author, E-mail: fabrice. bovom@@fibrighimail.ore,; Tel.: +237 677 276 583

ACKNOWLEDGMENIS
The authors ackmowledege the support of Seeding Labs through the Instrumental Access Grant (SL2012-
2t I'IFR.

ABRSTRACT

An increased incidence of candidiasis and cryptococcosis has been recorded within the last two
decades, mainly due to the increase in number of imnmmmocompromised patients. Moreover, the emergence of
rcsistant pathogenic weast strains coupled with the shortcomings of the available antifungal drigs have
emphasized the need of new drugs. Within this framework. this study aimed at investigating extracts from
fourteen Annonaceas plants species in vifio against the major causative agents of mycoses. namely Candida
albicans. Condida parapsilosis and Crypfococcus neoformans. Plant extracts and partitioned fractions were
screened by broth dilution method. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal
concentrarion (MFC) of extracts were determined by microdilution method and subculture. Also. the effect of
combined active hexane fraction (UaAst H) of Uvaria angelensis stem extract with the reference ketoconazole
was studiced. MIC values ranged from 0.625 mg/ml. (for the leaf extract of Lhvarta banmanni- UBL) to =10
mg/ml.. Traction TTAst TT showed the broadest spectrmiim activity with MTC value of 2.5 mg/mT. against all the
tested yeasts. Moreover., TTAst H exhibited synergistic interaction on <. albicans. Cr. neoformans and C
parapsilosiy when combined wilth ketoconasole, Overall. the resulls achieved in (his study are promising and
indicate that plants species from Annonaceae family are possible sources of potent and synergistic anti-yeast
extracts.
= 2017 nternational Formulae Group. All vights reserved.

Keywords: Annonaceae. Tixtract. Antifuingal. Combination, Synergism.
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INTRODUCTION
The HIV pandenuc has greatly
mereased the incidence of fungal infections
over the last two decades (Khan et al., 2012:
Ckonkwo et al. 2013). As the most
implicated. Candida species are respounsible
for a variety of infections from superficial to
systemic (Nucci and Marr, 20035; Romeo et
al.. 2013} Candida albicans 1s the most
frequently isolated (Ruhnke. 2006), and is
responsible for over 50% of candidennas
(Hachem et al. 2008). Iollowed by C.
parapsilosis (10%-20%), C. glabrata (20%-
30%). C. wopicalis (17.3%) and C. krusei
(1%-3 %) (Horn et al., 2009). In addifion.
HIV mfection has been associated with more
than 80% of cryptococcosis cases worldwide
(Murza et al. 2003; Perfect et al.. 2010) with
100% mortality rate (Corbett et al.. 2002)
when untreated. The treatment of candidiosis
and cryptococcosis is limited to drugs from
Tew classes such as polyenes (amphotencin B,
AMB). pyrimidime analognes (finorocytosine).
azoles and 1.3-betaglucan synthase inhibitors
(echinocandins). ITowever, the development
of resistant pathogens along with high toxicity
of these drugs have significantly impawed the
control of fungal mfections worldwide,
stimulating the search for new, safe and more
efficient dimg candidares
Plant-derived products for drugs
discovery program have gained attention of
scientific community since decades. In fact.
medicinal plants have been the sources of
variety of biologically active compounds for
centiries and are used extensively as crude
materials or as pure compounds for treating
various conditions (Dias et al., 2012). Within
this context, Camecroonian medicinal plants
have been investigated against a wide range of
microorganisms (Fokon er al.. 2014: Sidjy et
al.. 2011; Kammalac et al., 2015: Kamdeni et
12015; Menkem et al., 2015; Menkem et al.,
2016). However. Amnonaceae  species
although widely mvestigated for their

antiprotozoal activities. have gained less
mtersst as potential sources of anfifungal
drugs. To fill this gap in. this study was
designed to assess the anti-yeast activity of
extracts from Annona muricata, Anonidium
mannii, Meonodora niwistica,  Polvalthia

oliveri.  Polyvalthia  suaveolens,  Uvaria
angolensis,  Uvaria  baminanni.  Uhvaria
muricata, Lhariastrum zenkeri.

Ihvariodendron calophyllum. Uvariodendron
molundense,  Xviopia  aeihiopica. Xylopia
parvifiora  and Xviopia qfficana. using
Candida albicans, Candida parasilosis and
Cryptococcus neoformans isolates as targets.

MATERIALS AND METHODS
Plant collection

Plant materials from Annonaceas
Tamily were harvested and identified as
Amnona muricata Lmn, Anonidium  mannii
Gaertm (D. Oliver) Engl & Diels, Monodara
myristica (Gaerlu.) Dunal. Polvalthia oliveri
HEngl. Polvaithia sneveolens Fngl. & iels.
Charia angolensis Engl. & Diels. Uvaria
muricata Tngl. & Diels. CTharia banmanni
Engl. & Diels. Tvarfasrum zenkeri Engl. &
Duels. Uvariodendron ealophviium R.E Fries.
Thariodendron molundense (Engl. & Diels).
Xvlopia wethiopica (Dunal) A Rich, Xviopia
africana (Renth) Oliv, Xv/opia parviflora A
Rich. Vouchar specimens were deposited at
thc National Herbarium of Camcroon,
Yaoundé under specific reference numbers.
Plants reference numbers. traditional uses,
collection site, previous scientific studies and
parts used are sumunarized in Table 1.

Yeasts isolates

Yeast isolates were provided by the
Laboratory of Climcal Biology of (he
Yaounde  Central  Hospifal  (Yaounde,
Cameroon), and consisted of clinical isolares
of C. albicans, C. parapsilosis and Cr.
neoformarns. These veasts were maintained at
room temperature {25-27 °C) and cultured at
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37 °C for 24 h on Sabouraud Dextrose Agar
(Oxo1d) slants prior to use.

Extracts/fractions preparation and
preliminary anti-veast screening

One hundred grams of powder from
each plant part were macerated in 1500 mL of
ethanol (Merck) for 72 h at room temperature
(25-27 °C). Filtrates obtained uvsing filter
papers (Whatman no 1) were evaporated to
dryness using a rotary evaporator at 80 °C
(Biichi 011, Flawil Switzerland). Stock
solution for each extract was prepared at
100mg/mL using 10% DMSO. As positive
control, ketoconazole (Janssen-cilag) was
prepared at 200 mg/mL in sterile distilled
water. Each solution was sterilized by
filtration through 022 pm sterile filter
(Acrodisc Syringe Filter).

All extracts were screened by broth
dilution method {CLSI, 2008) at 10mg/mL
96-well microtiter plates. To achieve this, 10
ul. of each stock solution of extract were
added in triplicate wells followed by 90 pL of
yeast inoculum prepared at 2.5x10° CFU/mL
m sabouraud dexirose broth (Difco) medmm.
Wells containing 10% DMSO without extracts
were used as negative control while
ketoconazole was tested as positive control.
Plates were incubated at 37 °C for 48 h and
extracts showing 100% inlibition of fungal
growth against the three tested yeasts
ascertamned by macroscopic observation were
selected and progressed.

Fifteen grams of each selected extract
were added to 150 mL of water and further
fractionated by liquid-liquid partition between
water and hexane (v/v) to vield hexane and
aqueous fractions. Hexane fractions were
dried using rotavapor while aquecus fractions
were freeze dned to obtained powders. In
some few cases. interface precipitates were
obtamned and also tested for hbiological
activity. Stock solution for each fraction was
prepared at 100 mg/mL using 10% DMSO.

Determination of Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) and
Fungicidal Concentration (MFC)
MIC values for the selected extracts
and fractions were determined according to
the CLSI M27-A3 protocol (CLSL 2008) with
little modifications. Briefly, a serial two-fold
dilution of each extract using sabouraud
dextrose broth medim (Difco) supplemented

Minimum

with 2% glucose was done in 96-wells
microtiter plates starting with 10 mg/mL
down to 004 mgml. One hundred
microliters of fungal inocula at the final
concentrations of 2.5 x 10° CFU/mL were
then added into each well of the plate to
achieve a final volume of 200 pL. Plates were
incubated at 37 °C for 48 h. Ketoconazole was
tested as positive control at  three
concentrations (10, 5. and 2.5 mg/mL). MIC
values were determined as the lowest extract
concentration exerfing complete visible
inhibition of the yeasts based on turbidity in
plate wells through macroscopic observation.
MFC values were determined by transferring
50 pL aliquots of the clear wells (MIC wells)
mio 150 uL of freshly prepared broth medium
and mcubated at 37 °C for 48 hours. The MFC
was defined as the lowest concentration of test
sample which did not produce turbidity,
indicating no microbial growth. All tests were
performed in triplicates. The MIC cutoff value
for fraction progression was = 2.5 mg/mL
against all the tested yeasts.

Phytochemical screening of the selected
fraction

The most active fraction was subjected
to phytochemical screeming to detect the
presence of secondary metabolites with
potential antifungal activity, namely saponins,
tannins, alkaloids,
triterpenes, anthocyanins, essential oils and
steroids as described by (Odebeyi and
Sofowora. 1978).

flavonoids., phenols,
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Table 1: Ethnobotanicz] and scientific information on the mvestizated plants.

Plants and Locallcemm  Collection Traditional indications Scientific findings Organs used
reference numbers on name site
Annora muricata Gravielaor  Yaoundé Malaria, sedatrve, digestive, antipyretic,  anthelmunbic, antiplasmodial, antiparasitic,  Leaves, twigs, flower,
12BTHHNC SOTLEOP. Boil congh, diarrhea. dermatosis, antimicrobial. antipyretic, sedative, pertcarp. pulp of fruir,
bvpertension, theumatism znd styptic, antispasmodic, seeds
werms snd parases. bypotensive. anticonvulsant, cigestive,
headacae, fever. toothache, asthma antitumor and anticancer (Tchokouaka et
al.. 2015; Piro e: ., 2005)
Anenidium mannii ! MountKalla  Male mfertilitv, complication of Artimycobacterial Leaves, twigs
Gaertm 43582HNC pregnancy znd childbirth, (Donfack et al, 2014)
treatraent of abscess
Monodora miristica  Medjeng, Yaounde Witcheraft, stimulant, stormachic, Artimalarial (L€). Cviotomic (Bakamga-  Leaves. twigs, stem back
1927/SRFK pebé, ding, headaches, sares. siomach-aches, febrile.  Viaetal, 2014), Antibacterial zad
tkoma, ozsk pams, eye disezses and haemorthoids antifingal activites (Tatsadjien eral,
2003)
Palyaithia oliveri / MountKalla  Malana Antiplasmodial (Boyom etal, Leaves, twigs, stem back
194165RF/Cam 2009
Palyaithia Afrumengen  MountKalla  Dysmenorthea Artimalanial activiry (Cushnte and Lamb,  Leaves, twigs, stem back
suaveolens 2005]
1227/5EF/CAM
Tharia angolansis / MountKalla  Abdomanal pams, dysemrery, digestive Artiplasmodial, antinuerobial Hufford et Leaves. twigs, stem
16797/3RF/CAM al., 1987)
Lvaria banmarmi ! MountKalla  Fanugue, abscess Antimycobacterial (Donfacketal, 2014)  Leaves, twigs
6427/SEF/Cam
Lvaria muricata ! MountKalla  Abdomunal pams, dysenrery, digestive Leaves, twigs, stem
HNC
6415/SEF/CAM
TAFFQU et al./ I ] Biol. Chem. Sci. 11(1). 1331 2017
[variastrum cenkeri | MoumEalla  Gua-stock Antimycobactersal Leaves, twigs
57335HNC (Donfack ot al., 2014)
[ariodendron Obomaossod  MouwKalla  Gua, malaria Antifmgal 2nd Antioxsdant sctvity Leaves,
calopiylium {Horucht et al , 2007) Torgs
28T34/SFRICAM Antiplismod:a! activies (Hofford etal,  Stemback
1987)
eariodendron Ojobiobe  MouwKalla  Gua, rmbiria Antifongal and Antioxidant activities Leaves, twigs
mohmdense (Horwch: et al., 2007)
41635HNC
Xilopia azthiopica  Netsham, Kribi Buguli nleer. Cough, Antiplsmod:a! (Boyom et al., 2004), Leaves, fwigs
WBT25/SFR/Cam,  tkoh, elur, canminative, and as a postpartum toric.  Cytotoxic, anfiproliferatrve (Bakamga-Via
ebongo Stomach ache treatment of bronchitis, et al. 2014), Antibactersal and antifungal
mbonj:, biliovsness and dysentery aciivities (Tafsadjien et al., 2003)
kembarz,
akwi
Xylopia africana korenp Kribi Broxchits, dysentery and Cytotoxic, anfiproliferative zctvities Leaves, twigs, roots,
38322HNC, febrile pats, Asthmz, (Bakarnga-Viaeral, 2014) stemn otk
stomach aches and
thenmatism
Xylopia panifora Mbatowow.  Krtht Stomach disorders and Cytotoxie, anfiproliferatrve zctvities Leaves. stem, seeds
42351HNC od;obt barrenness, Headache, (Bakarmga-Via etal . 2004)
analgesic and antispasmodic
pusposes

lent sexnples werz 13=x1fed and voucher specimers dposited at a2 National Herbarum of Camercen, Vaounde
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Study of combinations of the promising
fraction with ketoconazole

The antifungal effect of combined
fraction with ketoconazole was assessed by
broth microdilution checkerboard technique.
Checkerboard tests were used to determine
fractional inhibitory concentration indexes
(FICIs) of combinations against each test
microorganism.  The checkerboard broth
microdilution method based on CLSI
recommendations (CLSI, 2008) consisted of
diluting the fraction and drug in the two
directions of a 96-wells microplate. Mixed
concentrations i wells ranged from 1/8 =
MIC to 8 = MIC and 1/128 = MIC fo 8 x
MIC for the fraction and dmg respectively.
The fungal moculum was added to give an
ultimate concentration of 2.5 x 10° CFU/mL
m a final volume of 100 pL. Plates were
therefore incubated at 37°C for 48 h and each
test performed in duplicate. Changes in the
Fractional Inhibitory Concentration Indexes
(FICIs) were calculated using the following
formula, and the type of interaction was
determined according to previously described
criteria.
FICI(X1/X2) = (MICX1 n
combination/MICX1 alone) + (MICX2 in
combination™MICX?2 alone) (Tobudic et al.
2010). According to the adopted criteria. a
combination was considered synergistic
when the FICI was = 0.5, additive when it
was = 0.5 to = 1, indifferent when it was =
1.0 to = 40, and antagomistic when the
obtained FICT was = 4.0,

RESULTS

Yields of plant extraction and anti-yveast

petential of fourteen Annonaceae plants
Plant samples were extracted by

maceration using ethanol. and the yield of

extraction calculated relative to the weight of

the starting plant material. Exfracts were

screened for activity against yeasts. The data
collected are summarized in Table 2.

The plants extraction yields wvaned
from 010 to 13.94% and were highly
dependent on the plants species and parts
used. The preliminarv antifungal screening
also showed varying susceptibility of the
tested veasts. Amongst the 44 extracts
prepared from 14 plants, only 13 (29.54%)
inhibited the growth of all the tested yeasts,
namely C. albicans, C. parapsilosis and Cr.
negformans at 10mg/ml. mcluding AMfr,
MM POl POtw, POsb, PSI, UBI, UAL
UAtw, TUAst UMutw, Uldust. and XPs.
These promising extracts derived from
different types of plant organ. including fruit,
leaf, twig, stem, stem bark. and seed. They
were selected and subjected to liquid-liquid
pariition coupled with MIC/MFC
determination.

Determination of Anti-yeast activity
parameters of promising extracts and
their fractions

Table 3 below summarizes the activity
parameters (MIC and MFC) of 29 fractions
derived from the 13 selected crude extracts
against three pathogenic yeasts, namely C
albicans, C. parapsilosis, and Cr.
negformans.

The activities displayed spanned from
0.625 mg/mL to =10 mg/ml depending on
the plant extracts and yeast species. The
highest potency was exhibited by the crude
leaf extract of Uwvaria banmanni (UBI)
agamst C. albicans with an MIC value of
0.625 mg/ml. and MFC of 125 mg/mL.
Besides, UBl only showed moderate effect
against C. parapsilosis and Cr. negformans
with MIC of 10 mg/mL and MFC > 10
mg/mL. The other few active crude extracts
inhibited the yeasts with MIC values ranging
from 2.5 mg/mL to =10 mg/mL. and MFC
from 5 mg/mL to =10 mg'ml. Amongst
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those, the more promising were MMI from
the leaf of M. myristica, UAtw and UMutw
from the twig of U. angolensis and U
muricata tespectively and that showed MIC
values of 5 mg/mL against the three yeasts.
Extract POl from P. oliveri significantly
mhibited Cr. neoformans with an MIC of 2.5
mg/mL. and MFC of 5 mg/ml. but only
showed moderate action against C. albicans
and C. parapsilosis (MIC= 10 mg/mL).

As shown in Table 3. water/hexane
partition of the 13 extracts (AMfr, MMI1 PO,
POtw. POsb, PSl. UBI, UAl UAtw, UAst
UlMtw, UMst, and XPs) yielded 29 fractions
that were equally tested for biological
activity, meluding 3 interface precipitates,
MMI T POL I and UBL I respectively from A
myristica (leaf). P. oliveri (leaf), and U7
banmanni (leaf). The MIC values of these
fractions ranged from 2.5 to =10 mg/ml The
most active was the hexame fraction from the
stem of U angolensis (UAst H) that
exhibited potent fungicidal effects against C
albicans and Cr. neoformans (MIC= 2.5
mg/mL; MFC= 5 mg/mL), and to a certain
extent against C. parapsilosis (MIC= 2.5
mg/mL; MFC = 10 mg/mL). In this particular
case, the partition of the mother crude extract
has delivered a two-fold more potent hexanic
fraction and an aqueous fraction with mother
extract-like activity (MIC of 5 mg/mlL; MFC
> 10 mg/mL agamnst C. parapsilosis and Cr.
negformans, and MIC of 10 mg/mL; MFC =
10 mg/ml against C. albicans). Besides, it
was noticed that fractionation did not show
any overall activity improvement from the
other partitioned extracts. Consequently,
fraction UAst H from the stem of U
angolensis  was  selected for further
phytochemical screening and combination
studies.

Phytochemical
fraction TUAstH
Qualitative phytochemical screening
using standards methods has revealed the
presence of a number of secondary
metabolite classes in fraction UAst H that
might sustain the observed activity agamnst
yeasts. These metabolites included phenols,
flavonoids, triterpenes, steroids, saponins,

screening of

anthocyanins, tannins, and essentials oils.

Fraction TAst H and ketoconazole
combination studies

Fraction UAst H and ketoconazole
were combined at their respective MIC
values using the checkerboard format and
tested against C. albicans, C. parapsilosis,
and Cr neoformans. Fractional inhibitory
concentration indexes (FICT) were calculated
and the type of interaction between the two
reactants determined. The results obtained
are summanized in the Table 4 below.

From the results presented in Table 4,
the FICI values were found to range from
0.26 to 0.75 agamst C. albicans, from 0.28 to
0.75 aganst Cr. neoformans, and from 0.15
to 0.51 against C parapsilosis. Owerall,
synergistic interactions could be achieved
with most of the combinations, resulting in
average FICT of 047019 0382021 and
0.29+0.15 on C. albicans, Cr. neoformans,
and C. parapsilesis and significant reduction
m MIC values of both UAst H fraction and
ketoconazole. Besides, only three additive
interactions were observed agamst C
albicans, and one each agamnst C
parapsilosis and Cr. neaformans. Moreover,
the reduction of ketoconazole's MIC ranged
from 2 to 32-fold. and from 2 to 64 fold for
UAstH.
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Table 2: Extraction yield and results of anti-veast screening of ethanolic extracts.

Plant species Part Codes Extract C. C. Cr.
Yield (%0) albicans  parapsilesis  neoformans

Leaf AnMl 485 - - -
Twig  AnMiw 157 , . -
Flower AnMfl 232 - - -
Annand Pericarp  AnMp 229 + - ;
muricata
Pulpof  AnMpf 1.09 - - -
fruat
Seed AnMs 349 - - -
Leaf AMI 1.65 + - -
Anonidium Twig AMtw 0.55 + . g
mramd Fruit AMfr 2.94 + - +
Stem AMshb 233 - - -
bark
root AMr 1.80 - - -
Meonodora Leaf MM 0.63 + + +
myristica Twig MMitw 079 + £ =
Stem MMsh 2.58 - - -
bark
Polyalthia Leaf POl 257 + + +
oliveri Twig POtw 0.64 + + +
Stem POsb 1.88 + + +
bark
Polyalthia Leaf Psl 373 + + +
suaveolens Twig PStw 073 . 5 g
Stem PSsh 1.70 + - -
bark
Tvaria Leaf UBI 1.30 ¥ F #:
banmanni Twig UBtw 0.97 + = :
Stem UBsb 232 - - -
bark
Lvariastrum Leaf Uzl 3.77 - - -
zenkeri Twig UZtw 0.59 - - -
Uvariodendron Twig UCtw 0.42 - - -
calophyilum
Uvariodendron Leaf UMl 1.28 - - -
molundense Twig UMtw 0.20 - - -
Lvaria Leaf UAl 9.07 + + +



angolensis

Uvaria
muricarta

Xyvlopia
africana

Xvlopia
aethiopica

Xvlopia
parviflara

Ketoconazole
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Twig
Stem
Leaf
Twig
Stem
Leaf
Twig
Stem
bark
root
Leaf
Stem
seed
Leaf
Stem

Seed

UAtw
UAst
UMul
UMutw
UMust
XAl
XAmw
XAsb

XAr
KAFI
XAFEst
XAEs

XPl

XPst

XPs

883

13.94

12.97
5.30
4.84
3.99
0.75
1:57

0.49
427
0.10
1.98
1.65
0.67
6.38

+

+

-: no inlibition at 10 mg/ml; +: 100% inhibitien at 10mg/ml

Table 3;: MIC and MFC of extracts and fractions (mg/mL).

Plant species

Anonidium

mannii

Monodora

myristica

Polyalthia

oliveri

Part

Frut

Leaf

Leaf

Twig

Extract/fraction

AMfr

AMfrH
AMf H0

MM
MMII

MMI H

MM H,0

POl
POLI
POLH

POl H,0

POtw

POtw H

C. albican C. parapsilosis Cr. neoformans
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
10 =10 10 10 10 10
=10 =10 =10 =10 =10 =10
=10 =10 =10 =10 =10 =10

5 =10 5 =10 5 =10
=10 =10 =10 =10 =10 =10
=10 =10 =10 =10 =10 =10
=10 =10 =10 =10 =10 =10
10 =10 10 =10 x5 5
=10 =10 =10 =10 =10 =10
10 =10 =10 =10 5 5
=10 =10 =10 =10 =10 =10
10 =10 10 =10 =10 =10
=10 =10 =10 =10 =10 =10
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POmw H,0 =10 =10 =10 =10 =10 =10
Stem POsh 10 =10 10 =10 10 =10
bark POsb H >10 =10 =10 =10 =10 =10
POsbh H,0 =10 =10 =10 =10 =10 =10
Palyalthia Leaf Psl 10 10 10 =10 10 =10
suaveolens PSIH =10 =10 =10 =10 =10 =10
PsSl H,0 =10 =10 =10 =10 =10 =10
Uvaria Leaf UBEl 0.625 125 10 =10 10 =10
banmanni UBLI =10 =10 =10 =10 =10 =10
UBIH =10 =10 =10 =10 =10 =10
UBL Hy0 =10 =10 =10 =10 =10 =10
Uvaria Leaf UAlL 10 =10 5 =10 10 =10
angolensis UAlH 10 =10 10 =10 10 =10
UAL H,0 10 =10 10 =10 5 =10
twig UAtw 5 =10 5 =10 5 =10
UAmw H =10 =10 =10 =10 =10 =10
UAtw Hx0 5 =10 5 =10 5 =10
stem UAst 10 =10 5 =10 5 =10

UAstH 25 5 25 =10 25 5
UAst Hy0 10 =10 5 =10 5 =10
Uvaria twig UlMutw 5 =10 10 =10 5 >10
muricata UMutw H 5 =10 5 =10 10 =10
UMutw H,0 5 =10 5 =10 5 =10
stem Ulust 10 =10 5 =10 5 =10
Uhust H 10 =10 5 =10 25 =10
UhMust H;0 5 =10 5 =10 5 =10
Xylopia Seed XPs 10 10 10 =10 10 =10
parviflora XPsH =10 =10 =10 =10 =10 =10
XPs H,0 =10 =10 =10 =10 =10 =10

Ketoconazole 10 10 5 10 5 10

I interface precipitate; H: hexane fraction; Hy): aqueous fraction
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Table 4: Effect of combined UAst H fracrioa and ketoconzzole o . elbicans, C. parapsiiosis anc Cr. Neoformars

Calbizans  FICLFICKeto It C7. meoformans FICT Int C. parapsilcsis FICI
+FIC UALE) (FIC Keto (FIC Keto
+FICUALH) —  SFCUAYE)
HC HC FIC  FCKzo FIC  FlCKeto
UAtH  Ken UAstH UAstH

(5o 026 5 05 103 028 5 013 003 013
050 003 033 A 05 006 031 S 03 006 0.18
050 006 0.36 A B 006 018 5 013 0.13 023
(30 023 SR (AL 115 037 5 013 025 03
0 05 0.0 § 05 00 075 A0 0% 031
(1 030 073 A

Average of 04019 § Average of 038021 S Average of 029015

FIC Tndex FIC Index FIC Index

FICE: Fraciaral Inbirtory Coneentretion [ndex: Int inveracrion: 4 acditvity; S synenay: Reto: ketoconzznle: UAst E: heanie fraction of Charia angolensis siem eximact
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DISCTUSSION

Plants species from Annonaceae family
are worldwide distributed and used all over
the tropics in traditional medicine for the
treatment of parasitic and microbial diseases,
mcluding fungal and bacterial mfections. As
reported by Tsabang et al (2012), Annonaceae
plants are widely used by Camerconian
traditional healers to cure malana and related
symptems, and many other infections.
Moreover, phytochemical studies of this
family have revealed chemical components
which could offer new alternatives for the
treatment and control of several infectious
diseases (Frausin et al, 2014). Of note,
secondary metabolites with antimicrobial
activity from classes of alkaloids, flavonoids,
tanmins, phenolic compounds, anthocyanins,
saponins, triterpenes, steroids, and
acetogenins have been reported from many
Annonaceae plant species (Leboeuf et al .
1980; Lewis and Ausubel, 2006; Taha et al
2013; Frausin et al., 2014; Liaw et al., 2016).

From the present investigation,
fourteen different plants species from eight
genera were investigated for their potential to
inhibit the growth of Candida albicans,
Candida parapsilosis and Cryptecoeccus
negformans. The results showed that few
extracts and fractions could inhibit the tested
yveasts. Of particular interest, the hexane
fraction (UAst H) obtained from the
water/hexane partition of the stem extract of
Uvaria angolensis exhibited potent inhibitory
effects against the three pathogens, more
likely due to 1its comtent m secondary
metabelites that have been shown to possess
antifungal activity. This active fraction has
also exhibited remarkable synergistic activity
i combination with Ketoconazole (FICI from
0.29-0.47) against the three pathogens.

The qualitative phytochemical
screening of fraction UAst H has revealed the
presence of phenols, flavonoids, triterpenes,
steroids, saponins, anthocyamns, tannins, and

essentials oils. These compounds have the
potential to exhibit potent activity against
veasts alone or in combination. For instance,
phenolic compounds isolated from natural
sources possess antifungal properties of
mterest. Particularly, phenolic acids have
shown pronusing in vifre and in vive activity
against Candida species. However, studies on
their mechanism of action alone or in
synergism with known antifungals are still
scarce (Teodoro et al., 2015). Also. flavonoids
used 1n combination with fluconazole recently
showed significant synergistic activity in virro
against Candida fropicalis strains resistant to
fluconazole (Da Silva et al . 2014). Similarly,
condensed tannins from Sryphnodendron
adstringens showed in vitre and in vive effect
on Candida tropicalis growth and adhesion
properties (Morey et al. 2016). Steroidal
saponins have also been shown to exert
significant activity against Cr. neoformans
and Aspergillus fumigatus (Yang et al., 2006).
Limited studies have indicated that phenols,
saponins and flavonoids mught exert their
antimicrobial  action  through membrane
perturbations (Tsuchiva et al 1996; Majorie,
1999; Cushnie and Lamb, 2005). As well
essential oils that are complex volatile
compounds, synthesized naturally in different
plant parts durmg the process of secondary
metabolism have great potential in the field of
biomedicine as they effectively destroy
several bacterial, fungal and wviral pathogens.
The presence of different tvpes of aldehvdes,
phenolics, terpenes, and other antimicrobial
compounds means that the essential oils are
effective against a diverse range of pathogens.

A tentative explanation of the observed
synergistic action of fraction UAst H in
combmation with ketoconazole might be the
disruption of cell membrane coupled with the
impairing effect of ketoconazole on the
synthesis of membrane ergosterol (Ghannoum
and Rice, 1999). Furthermore, these results
are consistent with previous studies where
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plant extracts were reported to increase in
viftro efficacy of available antimicrobial drugs
against bacteria and fungi (Betoni et al., 2006;
Esimone et al.. 2000; Hommuchi et al., 2007).
Opportunistic fungal infections elicited
by Candida, Cryptococcus,  and Aspergilius
are life-threateming in immunocompromised
patients (with AIDS, cancer, or organ
transplant) (Liu and Lian 2003). The
currently prescribed antifungal drugs belong
to five major drug classes. namely 1) polyenes
(ex. Amphotericin B; interacting with fungal
ergosterol, thereby disrupting the cytoplasmic
membrane); 2} azoles (ex. Ketoconazole,
inhibiting

in ergosterol

fluconazole; 14a-lanosterol

demethylase biosynthesis
pathway), 3) allylamines (ex. terbinafine,
butenafine; inhibiting squalene epoxidase in
ergosterol synthesis pathway), 4)
echinocandins (ex. caspofungin,
anidulafungin: imhibiting synthesis of f-1.3-
glucan, which 15 a required component of the
cell wall of many fungi), and 5) flucytosine
(ex_ flucytosine; incorporated into RNA and
thus inhibiting DNA synthesis) (Ren, 2004).
Unfortunately, each of these drug classes have
at least one major shortcomings such as
significant  dose-limiting
Amphotericin B, rtapid development of
resistance for the azoles. limitation of the use
to dermatophytoses for terbinafine, and lack
of effectiveness in cryptococcosis for
caspofungin) (Marr et al.. 2001, 1998; Liang
and Wang, 2004). This has emphasized the
need to discover new antifungal agents,

toxicities  for

preferably with new meodes of action. In fact,
plant extracts can be used as synergistic
enhancers even if they don’t have any
antimicrobial properties alone. They can
enhance the effect of standard drugs when
they are taken concurrently (Horiuchi et al.,
2007). Many attempt to formulate such
combinations either with commercially
available antifungals, of potent
phytochemicals have been described (Sibanda

and Okoh, 2007; Adwan and Mhanna, 2008).
In addition to the results described in this
study, recent findings also support that plant
extracts from Annonaceas have the potential
to be further developed as drugs to control
fungal diseases. For instance, methanol,
chloroform. and aqueous extracts of dnnona
squamosa leaves recently showed activity
against five different strains of fungi
(dlternaria  alternata, Candida albicans,
Fusarium solani, Microsporum
canis, and Aspergillus niger) (Kalidindi et al |
2015). Also, antifungal activity of ethanolic,
methanolic. and aqueous extracts of Annona
muricata was rtecently reported against C
albicans and Cr. neaformans (Vinothini and
Growther. 2016). These previous findings
further emphasize the potential of Annonaceae
extracts as sources of potent antifungal agents.

Conclusion

The results from this nvestigation
suggest that plants species from Annonaceae
family can be uvsed as promising sources for
antifungal drug discovery. Moreover, the
synergistic interaction of fraction UAst H
from C[wvavia angelensis with ketoconazole
agaimnst the tested yeasts further suggest the
possibility of development of novel
synergistic antiveast therapies from such
extracts. However, in an optic to develop new
drugs against opportunistic mycosis, further
detailed studies of the selected fraction are
required.
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