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Résumeé

L’émergence de la résistance aux antifongiques commercialisés pour le traitement des candidoses vaginales
est devenue un probleme majeur de santé publique. Dans ce contexte la recherche de nouveaux produits pour
le traitement des candidoses vaginales s’avére importante. Cette étude se propose d’évaluer le potentiel
antifongique d’une recette a base de Alchornea cordifolia et Gardenia latifolia, utilisée pour le traitement des
candidoses vaginales. La méthode de diffusion en milieu gélosé a partir des puits a été utilisée pour évaluer
I'effet antifongique de la recette sur des souches de Candida albicans. La recherche des grands groupes
chimiques dans les extraits a été faite par une analyse phytochimique qualitative sommaire d partir des tests
de coloration. L’étude antifongique a montré qu’a une concentration de 50 mg/mL, I'extrait de la recette
présente une activité avec des diametres de zones d'inhibition allant de 10 d 24 mm. Les extraits de 4.
cordifolia et de G. /atifoliatestés individuellement donnent des zones d’inhibition variant respectivement de
11d29 mmetde9al5mm.Lestests phytochimiques ont révélé la présence des saponines, des tannins, des
flavonoides et des alcaloides, a I'exception de I'extrait de &. /atifolia qui ne contient pas d’alcaloides. La
recette pourrait €tre réduite uniquement aux fevilles de A. cordifolia. Ces résultats préliminaires contribuent
d la justification de I'vtilisation de ces plantes et de la recette dans le traitement des candidoses vaginales.

Mots-clés : candidoses vaginales, recette de plantes, effet antifongique, composés phytochimigues, Togo.
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Abstract

Antifungal activity of a recipe based on Gardenia latifolia and Alchornea cordifolia
used in the treatment of vaginal candidiasis in the maritime region of Togo

The emergence of resistance to antifungals marketed for the treatment of vaginal candidiasis has become a
major public health problem. In this context, the search for a new product for the treatment of vaginal
candidiasis is important. This study proposes to evaluate the antifungal potential of a recipe based on
Alchornea cordifoliaand Gardenia latifolia, used for the treatment of vaginal candidiasis, and highlighting the
phytochemicals responsible for this activity. The well agar diffusion method was used to assess the antifungal
effect of the recipe on strains of Candida albicans. The search for major chemical groups in the extract was
made by a summary qualitative phytochemical analysis from the color tests. The results showed that at
concentration of 50 mg/mL, the extract of the recipe exhibits activity with inhibition zones diameters ranging
from 10 to 24 mm. The extracts of 4. cordifoliaand 6. /atifoliatested individually give inhibition zones varying
respectively from 11 to 29 mm and from 9 to 15 mm. Phytochemical tests revealed the presence of saponins,
tannins, flavonoids and alkaloids, with the exception of &. /atifolia extract which does not contain alkaloids.
The recipe could be reduced only to the leaves of A. cordifolia. These preliminary results contribute to the
justification of the use of these plants and the recipe in the treatment of vaginal candidiasis.

Keywords : vaginal candidiasis, plant recipe, antifungal effect, phytochemicals, Togo.

1. Introduction

Les infections vaginales notamment les candidoses vaginales se manifestent suite d un déséquilibre de la
flore vaginale et peuvent causer des affections séveres. Ces infections vaginales sont généralement dues a
des levures saprophytes qui vivent en commensalisme sur les muqueuses du tube digestif (bouche, estomac,
intestin, rectum) et la muqueuse vaginale chez la femme [1]. Le déséquilibre peut &tre causé par de nombreux
phénoménes physiologiques (la menstruation, la grossesse et la ménopause), la prise réguliére des
antibiotiques, le diabéte et I'obésité [2]. Les maladies fongiques notamment les candidoses vaginales
représentent aujourd’hui un probléeme majeur de santé publique affectant toutes les couches de la société.
Les études réalisées aux USA en 2007, ont montré que les candidoses vaginales sont trés fréquentes et
représentent 12 millions de consultation par an. Prés de % de femmes souffrirait d’'une candidose vaginale.
Les candidoses vaginales non traitées peuvent évoluer vers des complications comme [linfécondité,
I'infertilité et la grossesse extra-utérine [3]. D’autres études antérieures ont montré qu’elles affectent
environ 75 % des femmes d un moment de leur vie génitale dont 40 @ 50 % ont un ou deux épisodes en
fonction des grossesses et de I'activité sexuelle [4, 5]. De plus 5 % des femmes souffrent de candidoses
vulvo-vaginales récidivantes (définies par quatre épisodes par an) [5 - 7]. Des antifongiques sont disponibles
pour le traitement des candidoses vulvo-vaginales mais lo majorité des populations des pays en
développement n’ont pas accés d ces médicaments compte tenu de leurs cots élevés. De plus, des résistances
sont notées face d 'vtilisation de ces antifongiques conventionnels et le nombre d'infections par des souches
intrinséquement résistantes aux médicaments a rapidement augmenté [8, 9]. Malgré l'introduction constante
de drogues de synthése nouvelles et efficaces sur le marché, les plantes médicinales, qui sont la base
historique des soins de santé thérapeutiques, représentent une alternative économique, accessible et
applicable a diverses pathologies en particulier dans les pays en développement [10]. Par conséquent,
parallélement au développement des médicaments de synthése, une attention particuliére s'est portée sur
les produits naturels aux propriétés antifongiques, qui a stimulé la recherche d'alternatives thérapeutiques
[11, 12]. Des thérapies communément appelées alternatives, complémentaires et artisanales sont utilisées
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depuis des siécles, et des travaux ont étudié les espéces végétales ayant des potentiels médicinaux pour
évaluer la faisabilité, la durabilité et I'accessibilité de I'vtilisation des médicaments naturels [13, 14]. Les
plantes produisent une variété de composants médicinaux qui peuvent inhiber la croissance des agents
pathogénes, et un nombre considérable d'études a été mené pour évaluer I'activité d'extraits et d'huiles
essentielles de plantes médicinales [15, 16]. Au Togo des études ont été faites pour évaluer les propriétés
pharmacologiques des extraits de plantes [17, 18] mais rares sont celles qui ont été consacrées aux plantes
utilisées dans le traitement des candidoses vulvo-vaginales. Ainsi la présente étude vise a évaluer le
potentiel antifongique d’une recette a base de deux plantes vis-a-vis des souches de Candida albicans
impliquées dans des candidoses vaginales, afin de contribuer @ la valorisation de la recette et des plantes
entrant dans sa préparation.

2. Matériel et méthodes
2-1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des fevilles de Gardenia /atifolia et d’ Alchornea cordifolia. Ces organes de
plantes ont été récoltés a Ghatopé et a Adiakpo, des localités situées a 35 km de Lomé dans la préfecture de
Zio en septembre 2019. Les plantes ont été identifiées et confirmées au Laboratoire de Botanique et Ecologie
Végétale de la Faculté des Sciences de I'Université de Lomé.

2-2. Souches fongiques

Les souches fongiques utilisées ont été isolées des prélevements vaginaux au Centre Hospitalier Universitaire
du Campus de Lomé. Il s’agit de : Candida albicans PN512, Candida albicans PN513, Candida albicans PV519,
Candida albicans PN522, Candida albicans PV523. La souche de référence Candida albicans ATCC 10231 a
également été utilisée.

2-3. Extraction

Les feuilles ont été lavées a I'eau de robinet et séchées au laboratoire sous climatisation pendant deux
semaines. Elles ont été broyées en poudre d I'nide d’un mixeur électrique. L’extraction a été réalisée svivant
les travaux antérieurs [19, 20]. Cent (100) g de poudre de &. /atifolia et d’A. cordifolia puis de la recette
(mélange de poudre des deux plantes en quantité égale) ont été macérés dans 1000 mL de mélange éthanol/eau
(70/30) pendant 48 h d la température ambiante sous agitation continue. Le macérdt a été filtré a I'nide de papier
Whatman n°1. Le filtrat obtenu a été évaporé & I'aide d’un rotavapor de marque Heidolph sous vide & 40 °C puis
congelé & -25 °C et ensuite lyophilisé & I'aide d’un lyophilisateur de marque Lyoquest pour I'obtention d’extrait
sous forme de poudre. L’extrait sec obtenu est conservé au réfrigérateur entre 2 et 8 °C jusqu’aux tests.

2-4. Test antifongique
2-4-1. Préparation des solutions d’extraits

Une solution-mére de concentration 100 mg/mL a été préparée en dissolvant 100 mg d’extrait sec dans 1 mL
de mélange éthanol/eau. Cette solution a été ensuite diluée au %2 et au ¥4 pour I'obtention des concentrations
de 50 mg/mL et 25 mg/mL. Les solutions d’extraits ont été stérilisées par filtration & I'aide de seringues-filtre
sur membrane millipore 0,22 m. La stérilité des solutions d'extraits a été vérifiée en ensemencant des
aliquotes de chaque solution sur les milieux Mueller Hinton et Sabouraud-Chloramphénicol qu'on incube d
37°C pendant 24 d 48 heures.
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2-4-2. Préparation de I'inoculum

Les souches de Candida albicansimpliquées dans les candidoses vaginales isolées des prélévements vaginaux
des patients sont mises en culture pure. Ainsi d base des cultures jeunes de 18 & 24 heures de ces Candida
obtenues aprés repiquage sur gélose Sabouraud chloramphénicol, on prépare une suspension microbienne.
La suspension microbienne est préparée en introduisant une colonie dans 10 mL d’eau physiologique stérile
a une turbidité correspondante a 0,5 Mac Farland.

2-4-3. Tests de sensibilité

Les tests de sensibilité des souches sont réalisés sur gélose Sabouraud chloramphénicol. La suspension
microbienne précédemment préparée est utilisée pour ensemencer des boites de Pétri par la technique
d’inondation. Des puits de 6 mm de diamétre sont faits dans la gélose et ces puits sont ensuite inoculés avec
50 UL d’extraits aux concentrations de 25 mg/mL et 50 mg/mL pour chaque extrait. La nystatine (100 jug/mL)
et le mélange éthanol/eau sont utilisés respectivement comme contrdles positif et négatif. Les hoftes sont
ensuite laissées & la température ambiante pendant 1 heure pour la pré-diffusion puis incubées & 37 °C
pendant 24 heures. L'activité antifongique est estimée par la mesure d la régle graduée, du diamétre de la
zone d’inhibition autour des puits [21].

2.5. Tests phytochimiques

La recherche des grands groupes chimiques dans les extraits végétaux est faite par une analyse
phytochimique qualitative sommaire a partir des tests de coloration de Harbone [22]. Cette analyse a permis
de rechercher les composés tels que les saponines, les alcaloides, les flavonaides et les tanins.

2-5-1. Mise en évidence des tanins

o Jechnigue 1 : Réaction av chlorure ferrigue 1 %
Dans un tube a essai contenant 2 mL de solution d’extrait 2 mL d’eau distillée ont été ajoutés puis une a deux
gouttes de chlorure ferrique 1 % (1g de FeCl; + 65 mL H,0 distillée). L’apparition d’une coloration bleve,
bleue-noire ou noire, indique la présence des tanins galliques ; la coloration verte ou verte-foncée indique la
présence des tanins catéchiques.

o Jechnigue 2 : Réaction d l'acétate de plomb 10 %
Une quantité de 1 mL de solution aqueuse d’acétate de plomb a 10 % a é1€ ajoutée d 2 mL de solution d’extrait.
La formation d’un précipité bleu, bleu-noir, blanchdtre ou brundtre indique la présence des tanins.

2-5-2. Mise en évidence des flavonoides

e Méthode 1: Dans un tube d essai, on a ajouté a 2 mL de la solution d’extrait, quelques gouttes d’une
solution de soude au 1/10. La coloration jaune-orange caractérise la présence des flavonoides.

e Méthode 2 : Deux a 3 gouttes d’une solution diluée de perchlorure de fer (FeCl;) sont ajoutées a 2 mL
de solution d’extrait dans un tube d essai. L'observation d’une coloration verddtre indique la
présence des flavonoides.
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2-5-3. Mise en évidence des alcaloides

e Méthode 1 : Les alcaloides ont été identifiés par le réactif de Mayer (10 g de Kl et 2,70 g de HgCl,
dissous dans 20 mL d’eau). L'ajout de quelques gouttes de ce réactif a 2 mL de la solution d’extrait
entraine la formation d’un précipité blanc ou blanc- jaune en présence des alcaloides.

e Méthode 2 : Le réactif de Bouchardat (solution de 2 g d’iode bisublimé et 2 g de KI dans 100 mL d’eau
distillée) est également utilisé pour mettre en évidence la présence des alcaloides dans les extraits.
[l se forme un précipité brun-noir, brun- terre ou jaune brun avec les alcaloides.

2-5-4. Mise en évidence des saponosides

Une quantité de 1 mL d'eau distillée a été ajoutée d 2 mL de chaque solution d’extrait, puis la solution est
agitée pendant 1 minute. On observe en présence des saponosides I'apparition d'une mousse qui persiste
durant 5 minutes. Le test est considéré comme positif si I'épaisseur de la mousse dépasse 1 cm.

3. Résultats et discussion
3-1. Rendements d’extractions

Les rendements d’extractions sont consignés au Tabhleav 1. Les rendements obtenus a partir de 100 g de
poudre des fevilles sont de 10,52 % pour I'extrait hydroéthanolique de la recette, 11,8 % pour I'extrait
hydroéthanolique de A/chornea cordifolia et 9,4 % pour I'extrait hydroéthanolique de Gardenia latifolia. Le
meilleur rendement a été obtenu avec I'extrait de fevilles de Alchornea cordifolia. Le calcul des rendements
permet d’envisager la quantité d’organes d prélever en cas de besoin pour une éventuelle étude similaire.
Ce qui rendrait I'vtilisation rationnelle et donc durable des espéces visées [19].

Tableau 1 : Rendements des extractions

Extrait Rendement (%)
Recette 10,5
Alchornea cordifolia 11,8
Gardenia latifolia 9,4

3-2. Activité antifongique des extraits des deux plantes et de la recette

Les diamétres des zones d’inhibition des extraits et témoins testés sont présentés au Tableav 2. L'extrait
des fevilles de 4. cordifolia d 50 mg/mL a inhibé la croissance de toutes les souches de C albicans utilisées
avec des diameétres de zones d'inhibition variant de 11 a 29 mm alors qu’d la concentration de 25 mg/mL, il
n'a inhibé que la croissance de 4 souches sur 6 avec des diameétres de zones d’inhibition allant de 10 d 25 mm.
L'extrait des fevilles de 6. /atifolia a inhibé seulement la croissance de 2 souches a la concentration de
50 mg/mL et a ét€ inactif sur toutes les souches d 25 mg/mL. L’extrait de la recette @ 25 mg/mL n’inhibe que
la croissance de la souche de € a/bicansPV522 avec un diamétre de zone d'inhibition de 20 mm, alors qu’d la
concentration de 50 mg/mL, il a inhibé la croissance de toutes les souches testées a I'exception de C albicans
PV513 avec des diamétres de zone d’inhibition allant de 10 @ 24 mm. La nystatine testée comme drogue de
référence a inhibé la croissance de toutes les souches de C albicans utilisées avec des diamétres de zones
d’inhibition variant de 17 a 29 mm. Le témoin négatif n’a inhibé la croissance d’aucune souche. L'analyse des
résultats montre que I'extrait des fevilles de Alchornea cordifoliatesté seul est plus actif que celui de la
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recette. L’extrait des fevilles de Gardenia /atifolia « montré une faible activité par rapport a la recette. De
plus, les activités observées pour les extraits sont dépendantes des concentrations testées. Des travaux
antérieurs ont porté sur I'activité antifongique d’extraits de 4. cordifolia. Les résultats de la présente étude
se rapprochent de ceux de [23] qui, en évaluant I'activité antifongique de I'extrait d’acétate d’acétyle de
A. cordifolia ont trouvé qu'il inhibe la croissance d’'une souche clinique de C albicans et de référence
C albicans ATCC 18804 avec respectivement des diamétres de zones d’inhibition de 13 mm et 18 mm d la
concentration de 10 mg/mL et de 15 mm et 20 mm d la concentration de 20 mg/mL. L’extrait hydroéthanolique
des fevilles de A. cordifolia a également montré une activité antifongique sur des souches fongiques de
Fusarium sp et Phytophtora sp [24]. Lactivité antifongique de 6. /atifolia n’a pas été élucidée dans la
littérature mais cependant I'activité antibactérienne a été étudiée par des travaux antérieurs [25, 26]. Ainsi,
Tamilselvi e a/, ont trouvé que I'extrait éthanolique de &. /atifolia est actif sur des souches de Staphylococcus
aureus[25]. Mohan ef a/, ont démontré que I'extrait méthanolique de 6. /atifolia est actif sur des souches de
Staphylococcus avreus ATCC 25923, Bacillvs subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Psevdomonas
aeruginosa ATCC 27853 et Klebsiella pnevmoniae ATCC 700603 [26]. La recette testée a montré une activité
antifongique sur les souches utilisées mais son activité a été inférieure d celle de I'extrait de Alchornea
cordifoliatesté seul. Ces résultats montrent que la recette pourrait &tre réduite a I'unique extrait des feuilles
de Alchornea cordifolia. Mais il serait intéressant de mener des études complémentaires pour mieux cerner
I'activité de la recette.

Tableau 2 : Diamétres des zones dinhibition des différents extraits et témoins testés en mm

Souches C. albicans C. albicans C. albicans C albicans  C. albicans C albicans
Extraits ATCC10231 PV512 PV513 PV519 PV522 PV523
EFAC 50 mg/mL 25 14 15 24 29 11

25 mg/mL 15 0 0 11 25 10
EFGl 50 mg/mlL 0 0 0 0 15 9

25 mg/mlL 0 0 0 0 0 0
R 50 mg/mL 12 10 0 11 24 11

25 mg/mL 0 0 0 0 20 0
Nystatine 23 17 16 20 29 23
Témoin négatif 0 0 0 0 0 0

EFAc : Extrait des feuilles de Alchornea cordifolia ; EFGI : Extrait des feuilles de Gardenia latifolia ; ER : Extrait
de la Receffe.

3-3. Composés phytochimiques

L’étude phytochimique a permis de caractériser les composés chimiques présents dans les extraits testés. Les
résultats sont consignés dans le Tableav 3. Les résultats montrent que les extraits testés renferment de
saponines, de tanins, de flavonoides et d’alcaloides a I'exception de I'extrait des fevilles de &. /atifolia qui ne
contient pas d’alcaloides. Ces résultats obtenus pour I'extrait de A. cordifolia sont similaires a ceux rapportés
par des travaux antérieurs [20, 24] qui ont frouvé que I'extrait des fevilles de 4. cordifolia contient des
alcaloides, des tannins, de flavonoides, et des saponines. Il a également été démontré que le décocté aqueux
des feuilles de 4. cordifoliarenferment des tanins et des flavonoides [27]. Les tests phytochimiques effectués
sur I'extrait hydroéthanolique des fevilles de &. /atifolia ont révélé la présence des saponines, des tanins et
des flavonoides mais pas d’alcaloides. Ces résultats sont en concordance avec ceux d’autres auteurs [26 - 28]
qui ont frouvé de saponines, de tanins et de flavonoides dans les extraits de fevilles et fruit de &. /atifolia.
Les mémes composés ont été retrouvés dans les extraits des deux plantes excepté les alcaloides qui sont
absents dans I'extrait de &. /atifolia. Or, I'extrait des fevilles de A. cordifolia a montré une forte activité
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inhibitrice par rapport @ I'extrait de &. /atifolia. L'activité antifongique obtenue chez A. cordifolia a été
attribuée aux alcalordes. En effet, plusieurs travaux ont montré activité antimicrobienne ou antifongique des
alcaloides et d’autres composés présents dans les extraits testés [29, 30].

Tableau 3 : Les grands groupes de composés présents dans les extraits testés

Composés phytochimiques EFAc EFGI
Saponines + +
Alcaloides + -
Flavonoides + +
Tanins + +

+ : Présence ; - : Absence ; EFAc : Extrait des feuilles de Alchornea cordifolia ; EFGI - Extrait des feuilles de
Gardenia latifolia.

4. Conclusion

La présente étude a évalué I'activité antifongique d’une recette de deux plantes (A/chornea cordifolia et
Gardenia latifolia) et de I'extrait hydroéthanolique de ces deux plantes médicinales utilisées dans le
traitement des candidoses vaginales sur des souches cliniques et de référence de Candida albicans. 1 extrait
hydroéthanolique de la recette testée /n vifro inhibe la croissance des souches de C albicans utilisées avec
une activité rédvite comparée a celle de I'extrait hydroéthanolique de A. cordifolia testé seul. L'extrait
hydroéthanolique de &. /atifolia testé a montré une faible activité par rapport d la recette et a I'extrait de
A. cordifolia. Ces résultats démontrent I'activité antifongique de la recette et contribuent a la justification de
son utilisation dans le traitement des candidoses vaginales. Toutefois, des études complémentaires et
toxicologiques sont nécessaires afin de mieux cerner son mécanisme d’action et son innocuité.
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