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Le présent travail a été realisé au Ldooe de Pharmacodynamie-
Biochimique de I'Unité de Formation et de Recher@ER) Biosciences de
I'Université de Cocody sous la direction du ProéessFrédéric GUEDE-
GUINA. Il s'inscrit dans le programme de mise eteuva de la pharmacopée
africaine pour aider au développement de Médicasn&€raditionnellement
Améliorés (MTA), fiables et a la portée de la beuwdge nos populations.

Notre mission dans ce travail était de trerle pouvoir antiinfectieux
d'une plante utilisée traditionnellement comme diatrhéique qui s’est
effectivement avérée efficace contre les diarrhéésctieuses comme le
choléra, les diarrhées@andidaet a entérobactéries. A partir d’extrait brut,
nous avons par la méthode bioguidée, piégé lesculek actives sur les
germes fongiques dans une fraction chromatographiqu

Nos objectifs spécifiqgues nous ont amenétudlier les activités de
Morinda morindoides contre les germes fongiques comrspergillus
Candidaet Cryptococcugjui sont trés contaminants et a la base des mycose
extrémement mortelles, surtout chez les maladepagsitifs.

Notre méthode de chromatographie prospectious a permis de
confirmer le pouvoir antifongique ddorinda morindoides une rubiacée de

nos brousses.
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RESUME

Les mycoses sont des maladies graves provequetedes champignons microscopiques
pathogénes. Elles représentent un probléeme de pahbléue en ce sens que leur traitement clinique
est particuliéerement difficile, non seulement duinpode vue chirurgical, mais aussi au plan
chimiothérapeutique. A ces difficultés s’ajoutertsdphénoménes de résistances aux antibiotiques
usuels ; sans compter les limites cruelles d’'odigliagnostic en mycologie clinique. Afin d'apmort
une contribution a la prise en charge des mycasess avons évalué l'activité antifongique de
Morinda morindoides, sur la croissanda vitro de Aspergillus fumigatus Cryptococcus neoformans et
Candida albicans et par la suite nous avons déterminé par triptytoicque la composition chimique
de chaque extrait.

Les résultats ont révélés que la fraction 1 compabélcaloides et de stérols possede le potentiel
d’activité inhibitrice le plus élevé avec unesgle 0,151+ 0,1 mg/mL pouiCandida albicans 0,04 +
0,01 mg/mL pouspergillus fumigatus et 0,08+ 0,02 mg/mL poufryptococcus neoformans.

Morinda morindoides possede des composés antifongiques dont il enefautcompte.

Mots clés: Antifongique ; Aspergillus fumigatus; Candida albicans; Cryptococcus neoformans;

Extraits végétaux.

ABSTRACT

The mycoses are serious illnessesecalny pathogenic microscopic mushrooms. They
represent a problem of public health in the sehagetheir clinical treatment is particularly diffikt,
not only from the surgical point of view, but aisothe plan chemotherapeutWith these difficulties
phenomena of resistance are added to usual afg#hietithout counting the cruel limits of tools for
diagnosis in clinical mycology. In order to contrib our share to the assumption of responsibifity o
the mycoses, we evaluated antifungal activityMarinda morindoides, on thein vitro growth of
Aspergillus fumigatus, Candida albicans and Cryptococcus neoformans and thereafter we determined
by triphytochimic the chemical composition of e&oftract.
The results revealed that the fraction 1 compodealkaloids and sterols have a high potential for
inhibitory activity with a Cdy of 0,151 + 0,1 mg/mL foCandida albicans, 0,04 + 0,01 mg/mL for
Aspergillus fumigatus and0,08+ 0,02 mg/mL forCryptococcus neofor mans.

Morinda morindoides possesses antifungals compounds of which it isssaey to take account.

Key words: Antifungal; Aspergillus fumigatus, Candida albicans; Cryptococcus neoformans,; Plant

extract.
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1- Intérét du sujet

Ces dernieres années, on note une nattadescence des pathologies infectieuses
aggravées par I'apparition en pathologie humain&idus de I'lmmunodéficience Humaine
ou V.LH avec ses corollaires de maladies oppaostesi (BOUCHET et al., 1989 ;
CHABASSE, 1994 ; DUPONTt al., 1996 ; KRA, 2001). Ces maladies infectieuses son
I'origine d’un taux important de morbidité et de rabité surtout dans les pays tropicaux et en
Afrique de I'Ouest. (DE SOUZAtal., 1995 ; DUPONTetal., 1996).

Parmi ces infections, certaines sont dueles champignons microscopiques. Il existe
environ cent mille espéces connues de champignaoinscalonisent notre espace vital.
Beaucoup d’entre eux vivent en saprophytes etpegss’adaptent au parasitisme chez leur
hote vertébré (BOUCHEEt al., 1989, CHABASSE, 1994). Ces champignons qui iééata
gue saprophytes il y a quelques années ont suthamgement de leur spectre clinique et on
assiste de nos jours a une émergence de leur popaibiogene (DROMER al., 1996 ;
DUPONT et al., 1996). Ainsi les champignons microscopiques tgige Aspergillus
fumigatus Cryptococcus neoformaret Candida albicansont a I'origine de maladies graves
comme les aspergilloses pulmonaires, les cryptasasc méningées et les candidoses
vaginales etc. Ces germes qui non seulement caamiisune nette progression
(CHANDRASEKAR etal., 2001; CHENetal., 2001 ; HSUEHet al., 2002 ; CHENetal.,
2003) mais surtout ont développé vis-a-vis des oadénts usuels (Amphotéricine B,
terbinafine, fluconazole...) une tres forte résistarae qui rend leur traitement difficile. Ces
médicaments modernes qui s’'avérent presque inefficdace a ces maladies sont aussi
inaccessibles a nos populations du fait de leut wed onéreux. Cette situation constitue pour
nos pays en développement une véritable préocoumpat’est pour répondre a cette
préoccupation gu’'a l'instar des chercheurs du mosmate&er, notre laboratoire s’est orienté
vers la recherche et la production de nouvelleséoubks a base de plantes qui seraient
efficaces contre les mycoses, a moindre colt efsadules a tous.

Les études ethnobotaniques que nous aftertuées nous ont amené a recenser dans
notre patrimoine floristique qui du reste, présente trés grande richesse en plantes
meédicinales (ADJANOHOUN et AKE ASSI, 1979), desmiks traditionnellement utilisées
dans le traitement des diarrhées et mycoses degenes. Parmi ces plantddorinda
morindoidess’est montré particulierement efficace et nousdies sélectionné pour mener

notre étude.
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Notre intérét pouMorinda morindoides été suscité par les résultats suivants :

Les extraits totaux aqueux ddorinda morindoidesrelaxent l'activité contractile
duodénale et inhibent également les contractiongjtes initiées par l'acétylcholine.
(BAHI etal., 2000).

Les extraits acétatiques et éthanoliques 70% inhibe® croissancein vitro de
Escherichia coli Salmonella,Vibrio cholerae et Shigella (BAHI, 1993 ; KOFFI,
2003 ; KOUAME, 2006), germes bactériens communémeniliqués dans les
diarrhées.

La fraction chromatographique F5 dBlorinda morindoides manifeste une
cardioinhibition qui se caractérise par un effettiope négatif et chronotrope négatif,
et pourrait contenir des substances cholinomimésigndirectes qui accroissent la
cardioinibition induite par les substances cholimogtiques directes. (NNGUESSAN
etal., 2002).

La fraction chromatographique F5 &&orinda morindoidesnduit une hypotension
dose dépendante réversible et en partie (54%)éehtlar I'atropine. (NGUESSABt
al., 2004).

Les protéines totales dMorinda morindoidesexercent une hypotension dose-
dépendante et réversible a faibles doses sur $sipreartérielle carotidienne de lapin
et une hypotension irréversible a dose élevée. MHB2006).

Le savon fabriqué avec I'huile déorinda morindoidesa une activité effective sur la
croissancein vitro des souches deCandida albicans Trichophyton rubrum
Trichophyton mentagrophytesAspergillus fumigatugTOURE, 2006).

Les extraits deMorinda morindoides possédent une activité antiprotozoaire,
particulierement suEntamoeba histolyticd CIMANGA etal., 2006).

Les extraits aqueux d&lorinda morindoidespossedent également une activité
effective antimalaria. (TONA&tal., 1999).
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2 - Objectifs

Notre objectif global est de faire une itfgcation des substances antifongiques de

Morinda morindoides

Nos objectifs spécifiques sont de trois ordres:

- Préparer les extraits et les fractions d&orinda morindoides en utilisant la
chromatographie prospective

- Evaluer l'activité antifongique de ces extraitsfretctions sur la croissanda vitro de
Candida albicansCryptococcus neoformaret Aspergillus fumigatysafin de déterminer
les valeurs de CMF (Concentration Minimale Fonggidt Céo (Concentration pour 50%
d’inhibition).

- Enfin, chercher a mettre en évidence par tri phytamue et chromatographie sur couche

mince, la nature des principes actifs qui seralanst les fractions les plus actives.
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1- GENERALITES SUR LES MYCOSES

1-1- Nomenclature des mycoses

Les mycoses, ou infections fongiqgues sdes maladies provoquées par des
champignons microscopiques. Traditionnellement, legections causées par les
actinomycetes aérobiebl¢cardia ActinomaduraStreptomyces)jui sont des bactéries, sont
traitées en mycologie médicale.
Il n'existe pas de regles générales unanimememnraees concernant la nomenclature des
mycoses. Le plus souvent, le nom de l'infectiongigne est formé a partir du nom du
champignon responsable, en lui ajoutant les sufffixeose » : candidose, cryptococcose,
aspergillose, histoplasmose, etc...Dans certainsl@anomination de la mycose dérive du
nom de la partie du corps atteinte par adjonctionsdffixe « mycose » : dermatomycose,
onychomycose, otomycose, etc...Ces deux systemesnh@as entierement satisfaisants car
ilIs manquent de précision sur la localisation dafdction ou sur I'espece fongique
responsable.
La désignation des mycoses peut se faire de d&autranieres. Par exemple, certaines
infections fongiques sont dénommeées par le nomadéeur de leur découverte : maladie de
Gilchrist, maladie de Darling. Ou encore, par umnaarticulier, d’origine diverse : pied de
Madura (mycétomes fongigues ou actinomycosiqueas)y] d’athléte (mycose des pieds a
dermatophytes ou &andidg. Ces deux autres modes de désignation des myauses
permettent pas non plus de déduire spontanémapeke en cause ou I'organe atteint.
Plusieurs travaux émanent du Conseil de recherckdiddle, de la Société Internationale de
Mycologie Humaine et Animale et de I'Organisationomdliale de la Santé ont permis
d’établir une nomenclature des infections mycosigeedes infections causées par certains
actinomycetes qui a recu l'agrément d’'une larget g la communauté mycosique
internationale. Elle est basée sur la terminolay@/ante : « infection- suivie du nom de
I'organe atteint- a- suivi du nom du champignomexemple : infection péritonéaleGandida
albicans abces cérébral Scedosporium apiospermupneumopathie invasive Aspergillus
fumigatus (BOIRON, 1996)
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1-2- Habitat des champignons pathogenes

Les agents des mycoses peuvent avoir ugie® endogéne ou exogene.
Les champignons d’origine endogéne sont représestsentiellement pa&andidaalbicans
Cette levure vit exclusivement dans le tube digeil’homme et de certains animaux. La
peau, contrairement aux muqueuses, n'est portees€. dalbicans que dans des cas
pathologiques. Par contre, une dizaine d’autreéaespdeCandida(C. tropicalis C. krusej
C. parapsilosis C. pseudotropicalisC. glabrata etc...), et quelques especesGisotrichum
sont habituellement saprophytes des muqueuses ¢égiements, mais se trouvent également
dans la nature.
L’origine exogene caractérise I'immense majorités das de champignons pathogenes ou
potentiellement pathogenes. D’une maniere générigde,sont retrouvés dans le sol
(Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformarsperillus fumigatusagents des
mucormycoses) et quelquefois dans les niches éqoleg constituées par des substances
organiques variées. (BOIRON, 1996 ; BOUCH&HI., 1999).

1-3 Distribution géographigue des mycoses et de Isuagents

Certaines mycoses sont cosmopolites: idasd, cryptococcose, aspergillose,
dermatophyties etc... La nature des espéces forgjimsponsables d’'une méme affection
peut, pour quelques mycoses, varier suivant lasmégdermatophytes).
D’autres mycoses ont une répartition géographigaigel mais néanmoins nettement
délimitée : chromoblastomycoses, mycétomes, obsendns les régions tropicales et
subtropicales du globe.
Enfin, quelgues mycoses sont régionales : la caididmycose est endémique dans le sud-
ouest des U.S.A., 'Amérique Centrale et quelquaatsEde I'Amérique du Sud; la
paracoccidioidomycose seévit exclusivement en AmériGentrale et en Amérique du Sud ;
I'histoplasmose &listoplasma duboisine s’observe qu’en Afrique Noire.
La circulation intercontinentale des hommes fawoligbservation de mycoses d’'importation
dans des régions ou elles n'existent pas normaleméistoplasmose ET mycose
d’'importation en France par ordre de fréquencefjgdéose aPenicillium marneffeill est
rare, néanmoins, que les mycoses fassent souchgquleltes sont introduites
occasionnellement dans un pays ou elles n’exigtasit Cet apport peut toutefois modifier la
flore fongique régionale (champignons des teigmahdphytiques) (CHABASSEet al.,
1999).
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1-4 Adaptation a la vie parasitaire et pouvoir patiogéne

Les champignons regroupent un nombre dérable d’especes, estimé entre 100.000 et
250.000, largement répandues dans la nature 1,|l€aoou I'eau et éventuellement sur des
organismes vivants de nature animale ou végétalec& nombre, peu d’espéces fongiques
sont impliquées dans la pathologie humaine et wétiée. Leur nombre est estimé a moins de
300, mais il s'éleve chaque année car de plus es plespeces considérées comme
saprophytes peuvent de provoquer une infectiom@dsion de modifications générales ou
locales du terrain de I'hote.
Seules quelques espéces peuvent étre considérdamecod’authentiques parasites
(dermatophytes anthropophiles Microsporum audouinji Microsporum ferrugineum
Trichophyton schoenleinilrichophyton concentricum, Epidermophyton floccosum
Un groupe de champignons, parfois trés infectieerferme des especes dont le niveau
d’adaptation parasitaire est plus variab{@occidioides immitis, H. capsulatumlastomyces
derbatitidis Sporothrix schenckiiLa primo-infection est quasiment obligatoire emne
endémique et dans la plupart des cas, elle rasigugment inapparente ou ne se traduit que
par des manifestations pathologiques discrétesguéagison est habituellement spontanée :
toutefois un inoculum important, une souche palidcement virulente ou un état
d'immunodépression, peuvent conduire a une infagiatente.
Enfin, de trés nombreux agents des mycoses sontedpgces opportunistes. Leur
prolifération dans les tissus est un événementsimeael qui n'est rendu possible que par des
modifications générales ou locales du terrain Hété (facteurs favorisantsiC. albicans C.
neoformangsA. fumigatusetc.... (BOIRON, 1996).

1-4-1- Modes de contamination et de dissémination

Des champignons endogénes possedent aictéxa saprophytique obligatoire, mais qui
n'est pas toujours permanef. albicanspénetre par la mugueuse du tractus digestif (mais
peut aussi occasionnellement étre introduit patdiimédiaire des cathéters).
Les champignons exogénes, sont généralement vésipat I'air et/ou les poussieres. lls sont
le plus souvent inhalé#\( fumigatusH. capsulatumC. immitis etc...), mais d’autres voies
d’entrée dans I'organisme, variant avec I'espeogiffue en cause, existent : micro-effraction
cutanée (dermatophytes), inoculation dans les tégtsnS. schenckii agents de la

chromoblastomycose, agents des mycétomes).
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Certains champignons sont susceptibles d'utiliskrsipurs voies de pénétrationsC.
neoformansenvahit souvent I'organisme par voie respirataigs peut aussi pénétrer par la
peau ; la porte d’entrée habituelle Be dermatitidisest pulmonaire, mais son inoculation
cutanée n’est pas rare (KOENIG, 1995).

La dissémination releve généralement d’'un passagehdmpignon dans les vaisseaux :
septicémie d’origine veineuse par envahissementgressif. L'absorption digestive
(pinocytose) par les entérocytes joue probablemantble, de méme que le transport des
microorganismes par les cellules phagocytaires roph@ges ou polynucléaires).

Certains champignons peuvent persister vivants maifs dans I'organisme pendant des
années et exercer un jour leur pouvoir pathogeistdplasma.

La contagion interhumaine n’existe pas pour les oags systémiques. La transmission
interhumaine ou de I'animal a ’lhomme n’existe quoair quelques mycoses superficielles :
dermatophyties a agents anthropophiles, candidasiéate. (BOUCHETetal., 1999).

1-4-2- Colonisation des muqueuses

Les infections débutent généralemepardir des muqueuses des tractus respiratoire,
digestif ou uro-génital, car la peau saine esttbabbement résistante a la colonisation et la
pénétration de la plupart des agents pathogenes.

Pour exercer son pouvoir pathogene, le champigmmh gbuvoir atteindre les surfaces
épithéliales a travers le mucus superficiel sans &iminé par le flux muqueux, résister a
I'action inhibitrice de microorganismes commensaairsi qu'aux moyens de défenses
spécifiques et non spécifiques de I'hbte et adreugrcellules.

Les champignons opportunistes, comthealbicans peuvent proliférer lorsque le nombre des
bactéries est réduit par les antibiotiques. Leeflendogéne agit par compétition en accaparant
les produits nutritifs ou en produisant des sulzsannhibitrices telles que les colicines ou
des acides (bacilles de Ddderlein protégeant nemmamt la muqueuse vaginale d’une
prolifération deCandid3.

C. albicansest la seule espece parmi les champignons capgelpeoduire des protéinases qui
hydrolysent les deux types d’IgA. L'adhérence ddteceespece aux muqueuses, mais
également aux mucines qui tapissent le tractusstiiggprocede du déroulement séquentiel

d’événements physicochimiques aux cours desquasviennent la charge de surface des
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levures, des interactions hydrophobes, puis desactions plus spécifiques impliquant de
véritables ligands de la surface cellulaire (adigsi (GRILLOT, 1996).

1-4-3- Pénétration et dissémination dans I'organise

Hormis le cas de champignons pénétrants danganisme par voie traumatique, le
deuxiéme facteur essentiel conditionnant la pathicgé du germe, est sa capacité a pénétrer
a travers les issus.
Dans certains cas, la pénétration reste limitée aahules épithéliales (candidose,
dermatophyties). Dans d’autres cas, la pénétraiinplus profonde et le champignon est
susceptible de provoquer une infection systémiquegénéralisée (candidose profonde,
cryptococcose méningeée, aspergillose invasive).
La dissémination releve généralement d’'un passagehampignon dans les vaisseaux :
septicémie d’origine veineuse par envahissementgressif. L'absorption digestive
(pinocytose) par les entérocytes joue probablernaentble, de méme que le transport des
microorganismes par les cellules phagocytaires fophages et/ou polynucléaires).
Un autre mode de pénétration existe par linteraiéeli des macrophages, qui peuvent
phagocyter les champignons et les entrainer damstidsus profondsQ. immitis, H.
capsulatum
La pénétration tissulaire exige des équipementsneatiques complexes, en particulier
lorsqu’il s’agit de tissus composés de scléropnetei tels que l'ongle, les épithéliums
oesophagiens ou vaginaux (kératinaséayénases, élastases des dermatophytes, protéases de
C. albican3. Malgré de nombreux travaux portant sur la mogamese, en particulier sur la
transformation levure-mycélium, aucune influenceéppndérante de facteur externe
déclenchant n’a pu étre mis en évidence.
La capacité de croitre et de se développer dartstes de I'hote conditionne 16 élément
essentiel du caractéere pathogéne des champignéngr&lement, leur croissance est lente et
devient plus rapide au fur et a mesure de la ltm@rale composants nutritifs au cours de la
lyse des tissus. Les enzymes produites par le dgaop peuvent accélérer le processus.
Actuellement, seul le fer a été identifié commen@at essentiel du développement des
germes pathogénes. La quantité disponible de ésnefit est limitée par la présence de
transferrine et de lactoferrine, mais il semble Qualbicanssoit capable, comme certaines
bactéries, de synthétiser des sidérophores pouganipenser la restriction ferrique.
(GRILLOT, 1996).
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1-5- Interférence avec les mécanismes de défensd’déte

Les mécanismes de défense de I'hote sonedlouble nature : d’abord non spécifiques

puis spécifiques au microorganisme en cause.

1-5-1- Mécanisme de défense non spécifique : répernaflammatoire

La réponse inflammatoire est la plus inigate des mécanismes non spécifiques de
défense de I'hote. Elle est activée par la pénétrat'éléments fongiques au sein des couches
profondes de la peau ou des mugueuses, ou dan®rdesies profonds constituant
habituellement un milieu stérile (poumon, appauéihaire, systeme nerveux central, etc...).
La réponse inflammatoire comporte d’abord, la pobiden des composés chimiques solubles,
toxiques pour les germes (lysozymes, cytokinesyii@ton, complément et protéines de phase
aigué). Puis, les cellules phagocytaires intenaaifpolynucléaires neutrophiles, exercant un
réle central dans la défense contre l'infectiongigne, macrophages).
Les autres cellules jouant un réle dans la répomse spécifique sont les polynucléaires
basophiles, les mastocytes, les polynucléairesn@piiles, les plaquettes et les cellules

« tueuses naturelles ».

1-5-2- Mécanismes de défense spécifique: réponseamunitaires humorales et
cellulaires

Les lymphocytes T et B, ont recours a @tamisme impliquant la reconnaissance et la
mémorisation des microorganismes étrangers, qulienlgur action et permet une réponse
rapide a la présentation répétée d’'un antigene.
L’immunité humorale ne semble pas jouer un réle ingportant lors de l'invasion fongique.
Les anticorps peuvent, toutefois, intervenir pasaspsation et /ou activation du complément.
Leurs présence, parfois utile dans un but diagnostraduit plus I'immunisation que
Fimmunité.
La fréquente survenue d’infections fongiques cleszplatients dont les défenses immunitaires
a médiation cellulaire sont altérées, illustre déercentral des lymphocytes T et du couple
macrophages/lymphocyte T dans les mécanismes das#étontre l'invasion fongique (voir
facteurs favorisants) : candidose superficielleyptmcoccose, infection a champignons

dimorfiques.
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1-6- Facteurs favorisants
1-6-1- Facteurs généraux

Les facteurs généraux favorisants les sgg&sont multiples. On peut citer :
I'hypoprotidémie, le diabéte, le taux de fer etzitec sériques qui peuvent jouer un réle dans
I'établissement d’'une infection fongique ; le ra@les hormones (les femmes résistent mieux
gue les hommes a de nombreuses mycoses) ; le&dstrqui exercent un effet dépresseur a
divers niveaux du systeme immunitaire (diminutiogs déponses inflammatoires aigué et
chronique, interférence avec I'élimination des soétrangers, altération de la cicatrisation
des plaies et diminution de la production d’anfg®)r, la chimiothérapie, provoquant une
déplétion des leucocytes ; les immunosuppressausment utilisés en cancérologie et dans
le cadre des transplantations, qui interferent aiisumunité cellulaire et/ou I'immunité
humorale. (BOIRON, 1996 ; CHABASS#al., 1999).

1-6-2- Rupture des barrieres cutanée et muqueuse

Une immunité excessive, la chaleur et défets irritants de l'urine peuvent altérer
I'épithélium (candidoses superficielles du périeéde I'aine).
Les excoriations cutanées ou mugueuses, mMémes esnirpeuvent favoriser le
développement de mycoses superficielles et soasréas.
Dans les régions tropicales, des plaies par intonlavec implantation de débris végétaux
contaminés par des éléments fongiques peuventaélarigine d’infections sous-cutanées
(chromoblastomycose).
En milieu hospitalier, les techniques invasivesrent aussi la voie aux infections. L'usage
tres répandu des cathéters intraveineux, en pheticaentraux pour chimiothérapie et
alimentation parentale, peut étre responsableeatiidns fongiques graves (septicémie).
Les sondes urinaires peuvent aussi étre a l'oridgiiméections fongiques, restant localisées et
pouvant disparaitre par simple retrait de la sonde.
La plupart des médicaments antitumoraux provoqueses ulcérations au niveau de
'oropharynx et du tube digestif. L'infection sect@ire des ulcérations digestives par des
Candidaconstitue le point de départ pour la dissémimatie la maladie (BOUCHE®t al.,
1999 ; CHABASSEetal., 1999).
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1-6-3- Perturbation de la flore endogéne

L’emploi d’antibiotiques a large spectre diantiseptiques modifie la flore microbienne
endogene et favorise la colonisation de la boutchduerectum par différentes levures du
genreCandida La suppression des bactéries anaérobies et d¢ @amloration de Gram
positive, qui ont le méme récepteur d’attachemetitilaire, et les modification quantitatives
du microbisme, semblent favoriser le développerfamgique.(CHABASSEetal., 1999).

1-6-4- Perturbation de la fonction des neutrophilesdes monocytes et des macrophages

La germination des spores s’avere étren@nanisme essentiel de la dissémination de
I'aspergillose et le macrophage alvéolaire sembtergour réle fondamental la prévention
de ce phénomene. Il n’est efficace que sur lesespoon germées. Les polynucléaires peuvent
étre deéficients sur le plan qualitatif (granulons&to septique chronique) ou, plus
frequemment, sur le plan qualitatif (chimiothérapigpaisantes). Plus rarement, on peut
rencontrer des neutrophiles fonctionnellement déé&wx (leucémie aigué). L'insuffisance
neutrophile peut aussi avoir pour origine des ariemadu complément, telle qu’une
génération anormale de facteurs chimiotactiquestroghiles. D’autres anomalies des
neutrophiles peuvent provoquer une diminution dgpdonisation. Les neutrophiles des
patients atteints de diabéte sucré ont une capadidimination des Candida
significativement réduite qui restaure, au moingipilement, lorsque le diabéte est équilibré.
Il a été démontré que certains antibiotiques, tels les aminosides, altérent la fonction
neutrophile et que 'amphotéricine B peut aussitiahla migration des neutrophiles.
Le réle des monocytes a été confirmé chez desnpatateints de granulomatose familiale
chronique, dans laquelle I'aspergillose invasive g complication courante. Dans cette
maladie, les monocytes produisent en quantité fisamte du peroxyde d’hydrogene et
d’autres produits potentiellement microbicides détabolisme oxydatif. Des troubles de la
fonction monocytaire (anomalies du chimiotactisrhee'activité respiratoire) ont aussi été
observés dans la candidose cutanéo-muqueuse aeoniq
Des anomalies de la fonction des macrophages alivésl ont été évoquées dans les
infections pulmonaires Aspergillus(CHABASSEetal., 1999).
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1-6-5- Altération des défenses immunitaires a médian cellulaire

Les lymphocytes T jouent un réle centraingl le mécanisme de défense contre
I'invasion fongique, comme en témoigne la fréequenterenue de mycoses chez les patients
dont les défenses immunitaires a médiation ceflilsont altérées (candidose).
Le SIDA, ou le déficit immunitaire est surtout cddlire, illustre parfaitement cette sensibilité
aux infections fongiques. Les transplantations ghoes, la maladie de Hodgkin, la
sarcoidose sont d’autres situations comportantdficitide I'immunité cellulaire favorables

au déeveloppement de mycoses. (BOIRON, 1996).

1-7- Classification clinique et aspects pathologisgas des mycoses
1-7-1- Mycoses superficielles

Elles concernent l'atteinte primitive deuches superficielles de la peau et des
muqueuses et l'atteinte des phanéres, en Franee,cdmdidoses de la mugqueuse
oesophagienne et du reste du tube digestif soss@ts dans les mycoses superficielles. Les
inoculations dermiques profondes ou sous-cutan@@sctassées dans les mycoses viscérales
profondes. (BOIRON, 1996).

1-7-2- Dermatophyties (BADILLET, 1991).

Les dermatophyties, ou teignes, sont degoses dues a des champignons
(dermatophytes) ne se développant que dans la eaurhée épidermidique et les phanéres,
au dépends de la kératine. Les facteurs favorisanotd représentés par les facteurs
climatiques (chaleur, humidité), immunologiquesD&] corticothérapie), et I'hygiene et le
mode de vie (sport). Elles se présentent sous fofgmdermomycoses de la peau glabre, de
teignes du cuir chevelu et des poils, et d’'onyaise{nte des ongles). Pour les dermatophytes
qui pénétrent dans I'épiderme par effracti@piflermophytonTrichophyton Microsporun).
L’invasion cutanée se fait de proche en prochealfagon excentrique (herpes, circiné). Pour
les dermatophytes qui attaquent les chev&ligrbsporumet Trichophyton), la pénétration se
fait sous la cuticule du cheveu au niveau de kwstfolliculaire ; la progression des filaments
est descendante et s’arréte au bulbe ; les cheparasités se cassent a des niveaux différents
selon I'espece du dermatophyte en cause et sopardie €liminés (plaques d’alopécie). Les
dermatophytes peuvent également étre responsaldesnahifestations allergiques et,

exceptionnellement, d’infections profondes.
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Certaines espéces de dermatophytes sont cosmepadliaitres ne se rencontrent que dans
certaines régions particuliéeres. On distingue Ispéees anthropophilesTrichophyton
rubrum, Microsporum audouinii, Epidermophyton flosan), parasites obligatoires de
'homme et se transmettant d’'un individu a l'aup& contact direct ou indirect (objet de
toilette, piscine, saunas, etc...); les especes Hil@spMicrosporum canis, Trichophyton
ochraceun), parasites des animaux et occasionnellement niigebles a 'homme ; les
especes telluriques, saprophytes du sol et tragdi@s a 'homme a I'occasion de contacts
avec la terre (travaux de jardinage, genoux de#ispenfants) ou par lintermédiaire

d’animaux.

1-7-3- Candidoses

Les candidoses sont des mycoses humaeweplus fréquentes. L'espece la plus
fréquente,C. albicans est un saprophyte du tube digestif, alors qu'dimine d’autres
especes d€andida(C. tropicalis, C. kefyr, C. guilliermondii, C. kreis etc...) peuvent se
retrouver sur la peau ou dans le tube digestif.eDant pathogenes sous l'influence de divers
facteurs favorisants, leur dissémination est géarent d’origine endogéne et se fait a partir
du tube digestif par contiguité vers les voies gées, respiratoires, ou la peau, ou par voie
hématogene vers les organes profonds. (GRILLOT6)Y199
Les Candidasont des levures filamenteuses responsables deses/cutanées (intertrigos :
fessier, périanal, inguinal, interdigital, axillajmperléche, onyxis, abcés divers), mais aussi de
mycoses des muqueuses (muguet buccal des nousrissales vieillards, vaginite chez les
femmes enceintes, balanite), de mycoses digestiemndidoses oropharyngées et
oesophagiennes au cours du SIDA), de mycoses lwgndimonaires, de mycoses viscérales
(abceés cérébraux, rénaux, pleuraux, etc...). On wbsdepuis quelques années a un
accroissement des infectiongCandidg notamment des infections candidosiques profondes
d’origine nosocomiales. (LARONE, 1995).
Les facteurs favorisants des candidoses incluenfaigeurs physiologiques (age, grossesse),
des facteurs locaux (macération, humidité, trawsmads, brdlures), des altérations de
'organisme  (endocrinopathies : diabete, immunoeggion: SIDA, affections
intercurrentes : infection, cancer, etc..), desefas iatrogénes (médicaments : antibiotiques,
corticoides, immunosuppresseurs, etc...., chirurggestive et cardiague, transplantation

d’organes, cathéters intraveineux, prothéses, tLARONE, 1995).
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1-7-4- Pityriasis versicolor

L’agent fongique responsable &&ilassezia furfur levure faisant partie de la flore
cutanée normale de 'lhomme. Lipophile, elle seotete normalement dans les oreilles et le
nez, et peut provoquer, a la faveur de divers tastdavorisants (humidité, chaleur,
modification hormonale : grossesse, hypercorticismie..., modification de l'immunité
cellulaire : SIDA) une mycose cosmopolite carastipar des taches irrégulieres beiges a
brune siégeant sur le tronc, les membres, les épaatl le cou. Elle peut également étre
responsable dePityriasis capitis (atteinte pelliculaire du cuir chevelu), de demsnit
séborrhéique (affection chronique de la peau grsi€ggant au niveau du visage). furfur
peut provoquer des atteintes systémiques, en piatichez les patients recevant par voie
intraveineuse des traitements riches en lipidescildture, elle se développe sur milieu de
Sabouraud contenant de I'huile d’olive ou d’araeniBADILLET, 1991).

1-7-5- Mycoses sous-cutanées
- Chromoblastomycose

Cette mycose verruqueuse, d’origine trdique, siege au niveau des membres et
s'observe fréguemment dans toutes les zones ttepicat subtropicales. Des cas de
localisation cérébrale par dissémination hématogenété signalés de facon exceptionnelle.
Elle est provoquée par plusieurs champignons r{@ié&snatiés), principalement des genres
Phialophora (P. verrucos® Fonsecaea (F. pedrosoi, F. compacja Cladosporium
(C.carrionii), Wangiella (W. dermatitidig, présents sur les bois morts, les sols forestiers
(BOIRON, 1996).

- Sporotrichose

Cette mycose cutanéo-lymphatique est ténaée par des Iésions gommeuses laissant
sourde un pus épais. L'agent responsable est umpigaon dimorphique Sporothrix
schenckii qui ne se retrouve que dans quelques foyers edrigoe Centrale, en Afrique du
Sud et en Asie. Présent sur les débris végétaagtges), I'inoculation cutanée est
généralement d’origine traumatique. Pus raremestfdenes pulmonaires sont dues a des
contaminations par inhalation. Des métastases pdefo (cérébrales) peuvent étre observées
en cas d'immunodépression (BADILLEEXal., 1987).
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- Mycétomes

Les mycétomes sont des tumeurs inflammegolyfistulisées a évolution trés lente,
endémiques en zone tropicale, caractérisées pmésence de grains parasitaires dans le pus
qui s’échappe de fistules. D’inoculation traumagiq(epines), ils siégent souvent aux
membres inférieurs, mais peuvent aussi atteindrarlembres supérieurs et le thorax. Les
agents responsables sont, soit des champigndedufella mycetomatis, M. grisea,
Leptosphaeria senegalensis, Pyrenochaeta romead&porium apiospermynetc), soit
des actinomyceétes. (KWON-CHUN& al., 1992).

1-7-6- Mycoses profondes

Ce terme est utilisé par opposition aumeersuperficiel et concerne l'invasion des
organes ou visceéres profonds (synonymes: mycoseéndles profondes, mycoses
systémiques). La terminologie suivante devrait é&itdisée : mycoses septicémiques,
lorsqu’une ou plusieurs hémocultures sont positivesycose viscérale profonde, lorsqu’un
viscere ou un organe profond est atteint ; mycassechinée, lorsqu’au moins deux organes
profonds sont atteints. Une mycose disséminée gteeitou non septicémique (par exemple,
les aspergilloses invasives sont souvent dissémisges hémoculture positive) (BOIRON,
1996).

- Cryptococcose

La cryptococcose est une infection cosritgp@u systéme nerveux central et des
méninges, dont la porte d’entrée est le plus sdyvgimonaire. Des lésions cutanées peuvent
se manifester secondairement, ainsi qu'au niveaundejueuses, des os et des articulations.
Auparavant peu fréquente (observée chez les maledegmiques ou cancéreux), cette
mycose est actuellement 'une des plus fréquelites les patients atteints de SIDA.
La principale espéce pathogen€ryptococcus neoformans var. grublia premiére se
retrouve communément en Amérique et en Europe, ldarfientes d’oiseaux. Elle représente
I'espece presque toujours en cause lors de cryptose chez les patients atteints de SIDA.
La seconde est liée aux arbiescalyptus qui constituent leurs biotopes. (BOIRON, 1996 ;
BOUCHETetal., 1999 ; CHABASSEetal., 1999).
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- Aspergilloses

Les aspergilloses sont essentiellement migsoses de I'appareil respiratoire, et
occasionnellement des sinusites, des otites duudordditif externe, des kératites, des
endocardites ou des surinfections de plaies owsdttaumatisme, brdlures). Les facteurs
favorisants varient selon les formes pathologigiams le cas de l'aspergillose invasive,
mycose pulmonaire redoutable, pouvant se dissénaiteuns I'organisme (atteinte cérébrale,
cardiaque ou cutanée) et mortelle dans plus de 868%ocas, ils sont représentés par la
neutropénie prolongée, observée chez les greffésoddle ou d’organes, chez les patents de
services d’hématologie, chez les patients sougcotiérapie au long cours.
Ces mycoses sont provoquées par des moisissuresopolites, tres fréquentes dans
I'environnement (matieres organiques en décomppositsilos, composts, bottes de foin) et
capables de produire des spores de petites tadlles grande quantité. Espéces
thermotolérantesAspergillus fumigatus et A. flavus sont le plus fréguemment en cause.
(BOIRON, 1996 ; BOUCHE®tal., 1999 ; CHABASSEetal., 1999).

- Zygomycoses

Les zygomycoses sont des affections cegngulmonaires ou cérébrales dues a des
champignons coenocytiques de la classe des Zygaesyce
Les entomophthoromycoses sont des infections tgsacaractérisées par un épaississement
des tissus sous-cutanées et des muscles, et wriateatdes muqueuses, dues a des
EntomophthoralesBasidiobolushaptosporusatteignant le tronc et les membres supérieurs,
et Conodiobolus coronatustteignant essentiellement la face.
Les mucormycoses, secondaires a un état de dé&fcida I'organisme (diabete, leucémie,
bralure, et...) peuvent étre pulmonaires, cérébralas cutanées, et sont dues a des
champignons cosmopolites extrémement fréquentokd des MucoralesApsidia Mucor,
Rhizopus et plus raremenCunninghamella Syncephalastruin (BOUCHET et al., 1999 ;
CHABASSE-etal., 1999).

- Histoplasmoses

Les deux histoplasmoses different parsleaires de répartition géographique, leur
tableau clinique et la forme des champignons dimqgues responsables dans I'organisme
(mais pas en culture, ou les deux agents fongigs@st strictement semblables).
L’histoplasmose américain, dueHastoplasma capsulatuns’observe aux Etats-Unis (vallée

du Mississipi, mais aussi en Amérique CentralereiAmérique du Sud, en Afrique et en
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Asie, mais pas en Europe). Elle est contractée ipaalation (les spores fongiques se
retrouvent dans les poussiéres de fermes, le sghigeonniers ou des grottes riches en guano
de chauve-souris. La forme pulmonaire généralerbénigne peut étre suivie d’'une forme
disséminée grave (atteintes réticulo-endothéliaé#és muco-cutanées). Au Etats-Unis,
I'histoplasmose est fréquente chez les patients unodéprimés et représente, chez les
patients atteints de SIDA, la®m$ mycose en importance apreés la candidose et la
cryptococcose. L’histoplasmose africaine dugistoplasma duboisise retrouve uniquement
en Afrique et se caractérise par les lésions ceto@ sous-cutanées bénignes a évolution
lente, ou par des atteintes disséminées mort@BEHRON, 1996 ; CHABASSIEtal., 1999).

- Coccidioidomycose

Cette mycose due a un champignon telleri@occidioides immitisest endémique
dans les régions désertiques du sud ouest desUimsau nord du Mexique, en Amérique
Centrale et en Amérique du Sud. La forme primatienpnaire est généralement bénigne, la
forme secondaire est disséminée, avec des att@utasées, osseuses, viscérales, etc..., en
particulier chez les patients atteints de SIDA. (BTHET etal., 1999 ; CHABASSEet al.,
1999).

- Blastomycose

Cette mycose, également due a un champigimaorphique isolé du sol et du bois,
Blastomyceglermatitidis est observée dans une grande partie de I'’Amérguélord, en
Amérique Centrale, dans le nord de I'Amérique du,Set présente aussi plusieurs foyers
africains. La maladie primaire est pulmonaire, @arfdiscrete. L’évolution lente est
inéluctable avec des atteintes sous-cutanées, msegieosseuses et viscérales (BOIRON,
1996 ; BOUCHETetal., 1999 ; CHABASSEtal., 1999).

- Paracoccidioidomycose

Il s’agit d’'une mycose profonde caraceispar des Iésions granulomateuses des
muqueuses (buccales et nasales), pouvant s’étendreorganes profonds (rate, intestins,
poumons, foie et systéme nerveux central) par oihatique. Observée uniquement en
Amérique du Sud, en Amérique Centrale et au Mexiaglle est due a un champignon
dimorphique peut étre tellurigueParacoccidioides brasiliensis (BOIRON, 1996 ;
BOUCHETetal., 1999 ; CHABASSEetal., 1999).
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1-8- Diagnostic des mycoses

Comme pour toutes les infections microbes) le diagnostic des mycoses repose sur la
confrontation des examens cliniques, radiologigép&lémiologiques, etc...., et des examens
de laboratoire. Le diagnostic mycologique comprendtre étapes importantes: 1) le
prélevement, 2) I'examen direct des échantillonslioaix (a I'état frais, aprés coloration ou
non, ou apres préparation : éclaircissement ouraidm), 3) la culture sur les milieux
appropriés et 4) lidentification de champignonslés, qui peuvent étre complétées par
d'autres examens de laboratoire, comme la détectiome réaction immunologique
spécifigue, humorale et /ou cellulaire et la mise évidence d’antigenes circulants
(KOENIG, 1995).

1-8-1- Diagnostic clinique

Les différents signes cliniques des mysgseuvent fournir un diagnostic présomptif
d’infection fongique. Les mycoses superficielles setus-cutanées peuvent produire des
|ésions caractéristiques, mais également présdageaspects non spécifiques et atypiques (en
particulier en cas de traitements préalables patajg#ques corticoides).
Dans les mycoses profondes, les signes cliniqueniegénéralement pas spécifigues mais
constituent des éléments d’orientation de grandeuva la lumiére des informations sur le
terrain, l'origine géographique ou ethnique, le cer® atteint. Les renseignements
épidémiologiques (age, race, notion de voyage i@oid;, contacts avec des animaux, etc....)
peuvent permettre d'orienter le biologiste danscheix des milieux et des techniques a
utiliser. Certains examens complémentaires spéefigpeuvent étre d’'un grand secours
(détection d’antigéne cryptococcique, scanner tiesisandidoses hépato-spléniques).
Selon I'état immunitaire et la virulence du chanmuig, I'évolution peut étre chronique ou
subaigué ou au contraire fulminante (KOENIG, 1998RONE, 1995).

1-8-2- Diagnostic mycologique

Les prélevements, lorsqu’ils sont possibleermettent d’affirmer un diagnostic par
'examen direct, la culture, I'histologie, 'immulogie, voire I'inoculation a I'animal.
Lorsqu’un diagnostic a été établi, le laboratoimutpencore étre utile dans le choix d'une
thérapeutique, le suivi de I'évolution de l'infemti ou le contréle du traitement (KWON-
CHUNG etal., 1992).
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- Prélevements médicaux

Le diagnostic d’'une mycose dépend beaudmufa facon dont la récolte du matériel
pathologique suspect est effectuée. Il ne peuby @ae bon diagnostic réalisé sur de mauvais
matériel. Aussi, les prélévements doivent-ils &its au bon endroit de la Iésion, en quantité
suffisante et dans de bonnes conditions.
Peau et phanére : il est nécessaire de s’'assuiicga traitement antifongique n'aura été
entrepris ; sinon, il faudra effectuer le prélevemene semaine aprés linterruption du
traitement. Dans le cas de lésions squameuses,raiterg fortement les squames a la
périphérie des lésions a 'aide d’'une curette decyun grattoir de Vidal, ou éventuellement
un vaccinostyle stérile, qui seront recueilliesgdane boite de Pétri en verre. Pour des lésions
suintantes, on grattera aussi en bord de lésiorl,oauutilisera un écouvillon. En cas de
suspicion dePityriasis versicolor le scotch-test permettra de faire le diagnosg ltexamen
direct.
Pour les teignes du cuir chevelu et des poilssrid préférable de faire un examen préalable
des lésions sous une lampe de Wood, pour ne préjeeeles cheveux fluorescents a l'aide
d’'une pince a épiler. A défaut, on recueilleradbsveux cassés. Les squames et les crodtes
seront raclées avec une curette, le pus des |ésimmparées sera prélevé avec un écouvillon.
Enfin, en cas d'onyxis, il est recommandé de cougeec des ciseaux ou une pince stérile,
toute la partie de I'ongle atteint jusqu’a la liemde la partie saine.
Dans le cas des plaies cutanées, le prélevementéadisé par écouvillonnage des Iésions ou
par ponction a l'aide d'une aiguille stérile aprasoir désinfecté la surface avec un
antiseptique.
Muqueuses et orifices naturels : on utilisera uugtlon stérile.
Prélevement pulmonaires : les expectorations seeaniillies dans un récipient stérile apres
rincage de la bouche avec un antiseptique. Maastilpréférable de réaliser des aspirations
trachéales ou bronchiques sous fibroscopie, olaglages broncho-pulmonaires.
Urines : elles sont recueillies en récipient steril
Liquide céphalo-rachidien et autres liquides sdst recueillis en tube stérile.
Sang : le prélevement de 5 a 10ml de sang se de@sicoagulant ou directement sur milieu
de culture approprié.
Biopsies de tissus ou d’organes, pieces opératoires prélevements seront séparés en deux
parties : I'une sera fixée dans du liquide de Boain de formol et servira a I'examen
anatomopathologique ; l'autre sera placée dansede Iphysiologique stérile en vue de la
culture (LARONE, 1995 ; CHABASSEtal., 1999).
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- Examen direct

Tout matériel d’analyse (liquide céphahshidien, expectoration, lavage broncho-
alvéolaire, écouvillonnage des muqueuses, selte®s) sondage gastrique et autres biopsies,
etc...) transmis au laboratoire pour un diagnosticatggique doit faire I'objet d’'un examen
microscopique direct. L’examen direct, peut seefai’état frais, avec ou sans coloration, ou
aprés préparation de I'échantillon. Il a pour bigbderver le champignon responsable non
modifié et d’évaluer la quantité d’élements fongigudans le prélevement. L’examen direct
peut se faire sans coloration, mais dans certa@ssla coloration peut faciliter 'observation :
la coloration au bleu de lactophénol convient & tims types de prélévements ; la coloration
de Gram convient également pour la plupart desstgeematériel et est positive pour tous les
champignons en bon état physiologique.
Les prélevements, tels que les cheveux, onglets (mpielquefois aussi certains échantillons
de pus ou d’expectoration), doivent faire I'objéirdéclaircissement pour rendre visible les
éléments fongiques (KOH, chlorolactophénol). Ceetyge préparation trouve un intérét
particulier dans le cas de la recherche de dermgtes.
Les frottis (pus, expectoration) doivent faire fetbde coloration (Gram, bleu de méthyléne,
Giemsa, Hotchkiss-McManus), ainsi que les coupeatoamo-pathologiques (Hotchkiss-
McManus, Gomori-Grocott) (LARONE, 1995 ; CHABASS®Eal., 1999).

- Histopathologie

L’examen histopathologique occupe uneglde premier plan dans I'étude des mycoses
sous-cutanées et profondes : les réactions inflaoirea et les modifications tissulaires ont
souvent un aspect assez particulier qui orientedelserches. L'inflammation mycosique est
le plus souvent caractérisée par une réaction gmarateuse subaigué ou chronique a laquelle

s’associent suppuration et fibrose.

- Ensemencement et isolement

La culture des champignons est souverdeasir les milieux classiques (milieu de
Sabouraud, milieux du malt), mais parfois difficil@Histoplasma ou impossible
(Rhinosporidiunp  Certains champignons exigent des facteurs dessanoce (milieux
vitaminés pourTrichophytonochraceun ou des milieux spéciaux (milieux au sang pour la

phase levures de champignons dimorphiques).
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Les champignons des mycoses superficielles se a@yaht a la température ordinaire, tandis
gue les champignons des mycoses profondes pousgalieinent a 37°C, ce qui permet une
différentiation avec de nombreux champignons sdpii@s qui ne se développent pas a cette
température.

Les levures se développent en 24 — 48 heures, t@sissures telles quéspergillus
Penicillium Mucor, en 2 -4 jours, les dermatophytes et la plupast algtres champignons
pathogenes en 6 — 15 jours.

Les champignons ne sont pas sensibles a certdilgotiques qui, additionnés au milieu de
culture (chloramphénicol), permettent d’élimines ntaminations bactériennes. L'actidione
est un antibiotique antifongique qui inhibe la seaince des champignons saprophytes tout en
laissant pousser la plupart des pathogenes Gaufoformans, Mucr

Dans certains cas (histoplasmose), il est util@oduler un animal sensible (souris ou
hamster) avec le matériel pathologique ; I'ensermerant, 15 jours ou 1 mois apres, des
organes profonds, permet d'obtenir la culture puhe parasite (LARONE, 1995;
CHABASSE-etal., 1999).

- Identification du champignon

La culture du champignon étant obtenuétutie des caractéres macroscopiques,
microscopiques et physiologiques des champignondesumilieux convenables, permettra
d’en déterminer le genre et I'espéce.
L’identification des champignons est basée suundiét:

- des criteres morphologiques, reposant potentiehénpar la présence d'une
capsule C. neoformany de tubes germinatif ou de Pseudomycéli@an(dida,
d’arthrospores Trichosporon, Geotrichun), de chlamydosporesC( albicans,
d’'un bourgeonnement unipolaireMélassezia ou par la structure de la téte
conidienne et du conidiophoragpergillug ;

- des critéres physiologiques, indispensables padertification des champignons
levuriformes (zymogramme, auxanogramme, activitézymatiques : uréase,
phénoloxydase).

- des criteres immunologiques, peuvent fournir desnsegnements
épidémiologiques intéressant: ils permettent emtiqodier de préciser des
sérotypes A ou B d€. albicanset les sérotypes A, B, C ou D @e neoformans
(LARONE, 1995 ; GRILLOT, 1996 ; CHABASSE&t al., 1999).
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1-8-3- Moyens diagnostiques indirects
- Recherche de la réactivité cutanée

Les intradermo-réactions explorent [I'hygersibilité retardée et parfois
I'hypersensibilité immédiate pour certaines man#dgsns allergiques. Une réaction positive
signifie que I'organisme a déja été en contact des@ntigenes mais sans préciser la date de
la contamination ; une mycose disséminée trés @velpeut entrainer une allergie cutanée
(histoplasmose). La valeur diagnostique d’'un teit test donc limitée, mais son intérét
épidémiologique est souvent plus grand (histoplaenooccidioidomycose) mais dépend de
la qualité et de la spécificité des antigenes sédli (LARONE, 1995 ; GRILLOT, 1996 ;
CHABASSE-etal., 1999).

- Réactions sérologiques

Les réactions sérologiques mettent eneivd la présence des anticorps traduisant
immunisation humorale. Leur détection n’est ieEsante seulement que dans certaines
mycoses profondes et leur présence ne permet ppmite de distinguer les infections des
simples colonisations. Seules les séro-converdranghes et les grandes positivités ont une
signification. Une recherche négative n’exclut pas diagnostic (IgE spécifiques anti-
aspergillaires).
Réactions de précipitation : parmi les meéthodesregherche d’anticorps précipitants,
I'électrosynérese s’avere la technique la plusibnst la plus rapide (2 a 4 heures).
Réactions d'immunofluorescence : la méthode inthrezst actuellement la plus utilisée,
utilisant un sérum anti-globulines humaines ou at@® marqué a lisothiocyanate de
fluorescéine.
Autres techniques : d’autres méthodes, utilisanssiawdes réactifs marqués (enzymo-
immunologie de type ELISA, radio-immunologie) onaimtenant fait leur preuve et offrent
un choix de techniques performantes.
La sensibilité et la spécificité de ces techniqggest en général bonnes, mais toujours
dépendantes de la qualité des antigenes utilisés.
La difficulté d’interprétation des résultats obteméside dans la détermination du seuil de
positivité, permettant d’éliminer le bruit de foatlles réactions croisées.
L'utilisation de fractions antigéniques purifiéesuprait permettre de détecter des anticorps
plus significatifs sur le plan du diagnostic ou pionostic (LARONE, 1995 ; GRILLOT,
1996 ; BOUCHETetal., 1999 ; CHABASSEtal., 1999).
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- Recherche des antigénes circulants

La mise en évidence d’anticorps spécifiqn@st pas toujours facile et fiable, méme si
la fonction immunitaire du patient est intacte.rkeaherche des anticorps peut étre décevante
ou peu significative, soit par absence ou diminutle leur synthese, soit par la lenteur de
leur production, soit par la faible valeur discmainte (candidose).
La détection d’antigénes circulants ou de métatmlit fait I'objet de récents développements
dans le diagnostic des mycoses. Leur présence@strst mieux corrélée avec I'évolution de
I'infection fongique, et ne dépend que peu de &gmité du fonctionnement du systeme
immunitaire du malade. De plus, ils apparaissenis gbrécocement que les anticorps
correspondants et leur mise en évidence peut-éterdinante (cryptococcose, aspergillose,
histoplasmose) (LARONE, 1995 ; GRILLOT, 1996 ; BOMET etal., 1999).

- Biologie moléculaire

L’incidence des infections fongiques nasui@les s'est considérablement accrue
depuis une vingtaine d’années, avec pour conségsenne augmentation de la durée
d’hospitalisation et de la mortalité des patiehterigine de cette situation se retrouve dans
'augmentation du nombre d’individus en situatiofiminunodépression sévere (SIDA,
cancers, etc...), l'utilisation incontrélée d’antibgues a large spectre, ou I'administration de
thérapeutiques immunodépressives (chimiothérapies. populations les plus exposées au
risque mycosique sont les patients des unités des smtensifs en chirurgie et en
néonatalogie, chez lesquels se retrouvent 50% nfestions fongiques nosocomiales.
L’infection a Candida (Torulopsig glabrata, a Aspergillus a Fusarium a Trichosporon
etc... c’est dans ce contexte quon été développé unainbemombre de techniques
moléculaires destinées a identifier rapidement dgents fongiques responsables. Les
techniques reposant sur la réaction de polymémasbane (PCR) sont les plus prometteuses,
mais restent encore, a ce jour, peu concurrergipide rapports aux méthodes biochimiques.
Par ailleurs, une meilleure compréhension des phénes épidémiologiques a rendu
nécessaire la mise au point de méthodes de typeggsaliches fongiques. Particulierement
développées pouf. albicans ces méthodes reposent sur l'analyse des fragmimts
restriction de I'ADN génomique, I'hybridation & ik de sondes particulieres,
I'électrophorése en champ pulsé, ou encore la R@&Rsemble de ces techniques, combinée
a l'étude de la sensibilitén vitro des souches aux antifongiques, permet une malleur
approche de I'épidémiologie et du traitement ddections fongiques (LARONE, 1995 ;
GRILLOT, 1996 ; BOUCHETetal., 1999 ; CHABASSEtal., 1999).
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1-9- Agents des mycoses les plus fréequentes
1-9-1- Les levures

Les levures sont des champignons unicatkg se reproduisant le plus souvent par
bourgeonnement. Parmi les quelgques 500 espécesuennmne trentaine peuvent étre
retrouvées en pathologie humaine.
L’isolement des levures est obtenu par réensemesrttersur milieu Sabouraud -
chloramphénicol et Sabouraud — chloramphénicol tidiaoce. Il existe également des
milieux, notamment chromogéniques, qui permetteithubanément ['isolement et
I'identification des principales espéces pathogd@eslbicans, C. glabrata, C. neoformans
L’identification de genre reposera sur 1) I'exanmaacroscopique de la souche : couleur
(beige :Cryptococcusrouge saumonRhodotorula blanc :Candidaou autre), texture de la
colonie ; 2) la recherche d'une filamentation sulieux Rice Agar Tween 80 (RAT) ou
Pomme de terre Carotte Bile (PCB). Une pseudofitdaai®mn est caractéristique de
Candida la présence supplémentaire de chlamydosporeargidm présence de. albicans
Une vraie filamentation correspond au gehrehosporon L’absence de filamentation devra
conduire a observer d’autres aspects morphologigleaires de petites tailleCandidaet
Torulopsis levures de tailles variables non jointives (cdgsuCryptococcus levures de
grande taille, ovoidesSaccharomyce®n recherchera également une filamentation emsér
(blastese), positive en moins de 4 heures fowlbicans ou la présence d’'une capsule (test a
I'encre de Chine) caractéristique @eyptococcus3) Recherche d’'une reproduction sexuée
(asques et ascospores, comme Gawzxharomyces cerevisj)ae
L’identification d’espece est principalement baséar les caracteres d’assimilation
(auxanogramme) et de fermentation (zymogrammelesetests enzymatiques, a l'aide de
galeries commerciales.
Les levures majeures identifiées au laboratoird dea especes des genreandida avec
C. albicansreprésentant a elle seule plus de 75% des lelsoiE®s de 'homme toute origine
et condition confondues. Les autres especes impegadu genre sont notamme@t
dubliniensis C. glabrata, C. famata, C. guilliermondii, C. kefy€. krusei, C. trpicalis2)
Cryptococcusavec essentiellemef@. neoformanset trés secondaireme@t albiduset C.
laurentii. 3) MalassezigM. fufur). 4) Rhodotorula(R. rubrg. SaccharomycetS. cerevisiae
5) Trichosporon(T. asahij notamment). (LARONE, 1995 ; GRILLOT, 1996 ; BOUEHet
al., 1999 ; CHABASSEetal., 1999).
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1-9-2- Les dermatophytes

Les dermatophytes sont des champignoretiképhiles responsables d’épidermycoses
de la peau glabre, de teignes du cuir cheveluestpdils, et d’onyxis.
Sur le plan épidémiologique, on distingue les esp@nthropophiles, parasites obligatoires de
'homme, les espéces zoophileMli¢rosporum canis, Trichophyton verrucosurat les
especes telluriquedv( gypseurq Aprés un prélévement soigneux, I'examen mycaojogi
comportera : 1) 'examen direct de I'échantillorcueilli apres éclaircissement (potasse a 10,
20 ou 30%, chlorallactophénol, noir chlorazolepfescence). Dans les squames et les ongles,
on observera les filaments de diametre variabtepaporés. Dans les cheveux et les poils, on
reconnaitra l'un des 5 types de parasitismes esairendothrix T. violaceumou T.
soudanenge favique {T. schoenlein)i microsporique Nlicrosporum spp, micoide T.
mentagrophyteset mégasporeT( verrucosum 2) La culture sur milieu de Sabouraud —
chloramphénicol et Sabouraud — chloramphénicoltidiane. Aprés incubation a 27 °C et
examen régulier aprés 5, 10, 15 jours, et voirs, @) le diagnostique mycologique reposera
sur I'examen macroscopique et microscopique desngesd. L'examen macroscopique
comportera I'observation de la taille de la colen{eapidité de croissance), son aspect, sa
surface, sa couleur recto et verso, la présence pigment diffusible ou non. L'examen
microscopique portera sur la recherche des éléncangstéristiques : a) aspect (« raquettes »,
« bambous ») et morphologie (chlamydospores, raatitins) des filaments, b) présence
morphologie, disposition des microconidies et sutrtdes macroconidies, ¢) ornementations
particuliéres (vrilles, organes pectinés, clou,nclediers, organes nodulaires ou triangulaires).
En cas d’identification impossible (mauvaise cramse, absence de sporulation),
I'identification pourra étre tentée apres sub-a@tsur divers autres milieux : pomme de terre
— carotte (PD), pomme de terre — glucosé (PDAY) eomeal — agar, etc...., généralement a
réaliser au laboratoire. Enfin, le diagnostic défitiel de certaines espéces pourra faire appel
a d’autres tests, tels que la recherche d’'une erébsrganes perforateurs, ou la recherche de
la forme parfaite. (BADILLET, 1991 ; LARONE, 19955RILLOT, 1996 ; BOUCHETetal.,
1999 ; CHABASSEetal., 1999).
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1-9-3- Les Aspergillus

Dans la recherche d'une aspergillose, dgdévement sont généralement d’origine
pulmonaire (expectorations, prélevements sous ddmpie bronchique, etc.....), ou
proviennent éventuellement du sinus, du conduittiuekterne, de peau, etc.... A I'examen
direct, on observera des filaments de taille régealide 3 a 5 um de diametre, septés, avec des
ramifications a angle aigu. Il est important deen@t ce stade que tous les hyphomycétes vont
se présenter sous cette forme, et que seule laewbnduira au diagnostic de certitude. Cette
derniere est réalisée sur milieu de Sabourauderariphénicol avec et sans actidione, a 27 et
37 °C.A. fumigatug90% des isolementsAspergillug pousse en 48 heures a 37 °C, parfois
plus lentement les autres espeakAspergillus préférant 27 °C. En cas de difficulté
d’identification, un réensemencement sur milieteattait de malt ou sur milieu de Czapek
(milieu de référence pour ces champignons) pewtési nécessaire. L'identification des
principales espéces pathogénes reposera sur laucoat I'aspect des colonies, et sur
'examen microscopique. Il faut observer les défites parties de la téte aspergillaire :
silhouette, conidiophore, vésicule, phialides (&tutes), conidies, ainsi que des cellules ou
formations accompagnant la culture : cleistotheebules en « noisette », sclérotes.
Le diagnostic sérologique revét une importanceetqarticuliéere dans ce type de mycose,
mais il est malheureusement souvent négatif damsadede la forme la plus grave de cette
mycose, I'aspergillose pulmonaire invasive. Lesgipales especes pathogeénes retrouvées en
clinique sont, de tres loin la plus fréqueAtefumigatusetA. flavus A. niger, A. nidulans, A.
versicolor, etc....
De nombreux autres champignons filamenteux, ausrefonsidérés comme de simples
contaminants, peuvent étre a l'origine de mycoses @mergentes, qu’il convient de savoir
diagnostiquer. Sans oublier les autres especesqioes) responsables de mycoses graves :
zygomycetes, champignons dimorphiques, etc.... IL reéstessaire de se reporter a des
ouvrages donnant un panorama de I'ensemble desses/aetrouvées aujourd’hui dans les
laboratoires (par exemple, le Guide de mycologidioade de H. Koenig). (BOIRON, 1996).

1-10- Les antifongiques

La conception de la triade classique ddgdction : parasite — héte — antifongique est
d’'une importance particuliere dans la chimiothézagles mycoses. La constitution
anatomique et la physiologie des champignons siemt particuliéres, différentes de celles
des bactéries ; de ce fait, la plupart des antb@eis ne sont pas des antifongiques. La

BAGRE ISSA 28 PHARMACODYNAMIE BIOCHIMIQUE



THESE UNIQUE BIOCHIMIE - MICROBIOLOGIE

composition de la paroi cellulaire, du matériel temtoure et de la membrane cytoplasmique
joue un réle considérable dans la perméabilité aledllule. Pour cela, non seulement
I’hydrosolubilité mais aussi la liposolubilité desibstances antifongiques méritent une
attention particuliere.

Plusieurs familles thérapeutiques sont utilisabéetuellement dans le traitement des

Mmycoses :

« Les polyenes : nystatine, amphotéricine B
+ Les pyrimidines : flucytosine

+ Les azolés : imidazolés, triazolés

+ La griséofulvine

+ Les allylamines : terbinafine

« Les morpholines : amorolfine

« L'hydroxypyridone : ciclopiroxolamine.

Les antifongiques agissent differemment selon femnille chimique sur les organites cibles
des champignons. Certains ont une action sur lthéga de la paroi fongique : polyoxines,
nikkomycines, papulacandines, echinocandines (@l £ncore a |'étude), d'autres sur la
membrane plasmique (polyenes, ciclopiroxolamine)sur I'ergostérol, constituant spécifique
de la paroi des cellules fongiques (allylaminesplés, terbinafine, thiocarbamate et
amorphine). Certains bloquent la division cellldaien métaphase (griseofulvine). La
flucytosine agit comme inhibiteur de la synthéss deides nucléiques. Les mitochondries

sont les cibles des inhibiteurs de la chaine ragpie (ciclopiroxolamine).

Les mécanismes d'action des antifongiques permettencomprendre la résistance des

champignons aux médicaments.

In vitro, on teste l'efficacité des antifongiques par détde la CMI (concentration minimale
inhibitrice). L'obtention des souches est difféeepour les dermatophytes, les levures ou les
moisissures. Les méthodes ne sont pas standardetéles CMI sont différentes selon les
souches étudiées et selon les antifongiques test&SMF, signifie la concentration minimale

fongicide (concentration minimale d'antifongiquepable de tuer plus de 90 % des agents
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pathogenes, aprés 24 ou 48 heures d'incubationtpi@eantifongiques ont une CMI = CMF

comme I'amorolfine ou la terbinafine, on parle slde fongicidie intrinséque.

Ces mesures de CMI sont intéressantes pour les pitpaoms responsables de mycoses

profondes, ou de mycoses a répétition, telles esiéelures.

En clinique, I'efficacité du traitement est jugée & guérison clinique et la négativation des

examens mycologiques.

1-10-1- Antifongiques utilisés en pratique dermatagiques
- Les allylamines

lls agissent sur la synthése de l'ergobt#n stade de I'époxydation du squalene, et
'accumulation de squaléne entraine la mort du eligmon. [l s'agit d'antifongiques
fongicides intervenant au niveau du cytochrome R€P2D6) (RYDER, 1992 ; VICKERS
etal., 1999).

La terbinafine (SAMSOEN, 1992 ; SAYAGetal., 1995)
C'est une molécule fongicide avec une Gijlerposable a la CMF. Les CMI montrent
une action fongistatigue po@andida albicansPourMalassezia furfurpn note une activité
in vitro, mais la terbinafine prise par voie orale n'estigdrouvée dans la sueur, et n‘est donc
pas un traitement dBityrisis versicolorf(FAERGEMANN, 1994 ; JENSEN, 1990). Elle agit

aussi sur certains champignons dimorphes.

Chez I'homme, la terbafine est absorbée a plusOdés 7au niveau du tube digestif, puis
diffuse rapidement par voie sanguine (concentrap@smatique maximale atteinte en 2
heures). Elle est fortement liée aux protéinesnpédigiues. Métabolisée largement dans le
foie, elle diffuse ensuite rapidement vers le deghse concentre dansd&atum corneum
Elle diffuse aussi dans le sébum, atteignant deserdrations élevées dans les follicules
pileux, les cheveux, les ongles, le tissu graissetes zones riches en sébum. Cette
distribution reflete bien le caractére lipophilekératinophile de la molécule (BIMBAUM,
1990). Dans l'ongle, la pénétration se fait pamigrice et par le lit de l'ongle, avec des
concentrations efficaces dés 14"4semaine de traitement (FAERGEMAN al., 1991 ;
FINLAY, 1992). Il faut 3 mois de traitement pourtebir une diffusion du produit sur la

totalité de la tablette unguéale. La rémanence rdduyit dans la peau, les ongles et les
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cheveux expligue une amélioration prolongée desesigcliniques malgré l'arrét du

traitement.

L'élimination du produit se fait sous forme de rbéldes inactifs, dans les urines (70 % de la

dose administrée). Contrairement au kétoconazalegmote pas d'effet endocrinien.

La terbafine a la méme efficacité chez le sujengeet chez le sujet &gé. Elle n'est ni
mutagene ni embryotoxique pour I'animal, mais soplei est contre-indiqué en cas de
grossesse, et doit s'accompagner d'une contracepffitace chez la femme en age de
procréer. Le médicament est excrété dans le laiemmel, son emploi est donc déconseillé
pendant l'allaitement. || ne modifie pas le métameé des hormones et des autres
meédicaments (BACK, 1990).

Elle est contre-indiqguée en cas d'hypersensibditéa terbinafine, en cas d'insuffisance
hépatique ou rénale sévere. En cas de traitemenfgapicine, on peut noter une diminution

des taux plasmatiques de terbinafine.
Les effets indésirables décrits dans la littérasmmt les suivants :

* Troubles digestifs : nausées, douleurs abdomsnalarrhées, anorexie (DEL PALACI
al., 1990).

* Troubles du godt (agueusie ou dysgueusie), réblessaprés arrét du traitement en 1 a 2
mois (BACK, 1992 ; STRICKERtal., 1992 ; BEUTLERetal., 1993 ; DEKKER, 1993).

* Eruptions cutanées transitoires, urticaires owshea non spécifiqgues, érythémes
polymorphes (MAC GREGORtal., 1994).

* Des réactions cutanées séveres ont été deatgdacon exceptionnelle, a type de syndrome
de Stevens-Johnson, ou syndrome de Lyell (CARSTENG, 1994 ; RZANYetal., 1994).

Ces réactions sont apparues dans les deux premeessie traitement
* Troubles neurologiques : céphalées, vertiges (PRLACIO etal., 1990).

* Troubles hépatiques : hépatites de type mixte r@dgminance cholestatique. Une
augmentation des transaminases peut se produitasede traitement dans 1 cas sur 10 000
(DEL PALACIO et al., 1990 ; LOWEet al., 1993 ; VAN'T WOUT et al., 1994 ; IHRE-
LUNDGRENZetal., 1995).
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* Modifications de la formule sanguine (neutropénfeombopénie) réversibles a l'arrét du
traitement (KOVACSetal., 1994 ; SAYAGetal., 1995 ; ZAlASetal., 1996).

Ces manifestations justifient une surveillance sarg tous les mois en cas de traitement
long, comportant une surveillance de la NFS et elesymes hépatiques (BAUDRAZ-
ROSSELETetal., 1992 ; JONES, 1995 ; NEJJAdlal., 1995).

Ce produit est utilisé chez I'enfant surtout pas teignes drichophyton tonsurand'agent
des teignes le plus fréequent aux USA (PADILLA-DESREANNESet al., 1992). Il n'y a pas
d'AMM pour cette indication en France. Il est adifr Trichophyton violaceumavec un
succeés de 100 % (HAROO®t al., 1992 ; JONES, 1995 ; NEJJABt al., 1995 PADILLA-
DESGARENNESetal., 1992). La durée du traitement varie de 4 seesgoour certains a 12
semaines pour d'autres. Il semble moins actif =8 teignes microscopiques ou

inflammatoires.

* Dans les essais cliniques, il faut 6 mois poaitér un onyxis a dermatophyte des mains
avec 95 % de guérison, 12 mois pour obtenir 80 %yurison au niveau des ongles des
orteils (WENIG, 1995). Cribier et Grosshans onttér&0 onychomycoses a dermatophytes
avec 86 % de guérison en 4 a 8 mois (CRIBHERI., 1994). Dans certaines études, les taux
de guérison sont d'environ 80 a 90 % sans rechlitarg mais le degré de l'atteinte unguéale
n'est pas précisé (CHIRITESGi al., 1996). Des essais de traitements courts de rrois

ont lieu, pour les onychomycoses, la guérison aliaiapparaissant apres arrét du traitement
comme pour l'itraconazole du fait de la rémanencprdduit (GOODFIELDetal., 1992). La

guérison mycologique est plus rapide.

Récemment, une étude de traitement court a moneéégsemaines de traitement peuvent
suffire pour les ongles des mains, mais pas pauoihgles des pieds. Dans cette étude, les
criteres favorables a la guérison sont une attegdente et ne touchant pas les gros orteils. Le
facteur négatif est la persistance d'un examen logitpue négatif aprés 3 mois de traitement,
persistance qui devrait imposer un traitement fag. L'importance de l'atteinte de départ
(matricielle ou distale) importe peu dans cettedét(TAUSCHet al., 1997). Les récidives
sont peu fréquentes a l'arrét du traitement, avet@ux de 6 % pour les mains et 12 % pour
les pieds a 1 an. Roberts signale un taux de 9 %gecidive, et confirme l'efficacité du
traitement et sa bonne tolérance (ROBERTS, 1994).
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Pour certains auteurs, il faut associer un traiténteal en cas d'atteinte importante. Ceci a
été fait en associant du Locéhfamorolfine) sur les ongles dermatophytes desl®rgant
une atteinte matricielle (FEUILHADE DE CHAUVIN, 18%t 1996).

Lamisil® créme (1995) : traitement local des dermatophyeda peau glabre en 1 a 2
semaines a raison d'une application par jour (HORDET, 1994), dwPityriasis versicolor

en 2 semaines (ASTEt al., 1991), des intertrigos a dermatophytes en 2sardaines (une
fois par jour ou deux applications par jour pendarg semaine). Certains auteurs donnent de
bons résultats dans 80 a 90 % des cas de mycosSesp#au glabre, 75 a 85 % des cas
d'intertrigos. La guérison est clinique et mycotpg (SAYAGetal., 1996).

* La naftifine
La naftifine (creme a 1 %) est commersiédi dans plusieurs pays. Des études
comparant la naftifine dans les dermatophytiestpleas et de la peau glabre avec des dérivés
imidazolés (clotrimazole, éconazole) ont montré ssiltats identiques (DEGREEF, 1993 ;
DEGREEFetal., 1994).

L'activité anti-inflammatoire de la naftifine resteexpliquée.

* La buténafine

D'autres allylamines comme la buténafioa & I'étude.
- Les polyenes

Les deux principaux polyénes utilisés santla nystatine (Mycostatifi¢ et
l'amphotéricine B (Fungizofi¥ pour le traitement des candidoses digestivesueboutanées.
In vivo, ils ne possédent qu’une action fongistatiques il 60 autres polyenes produits par
les actinomyceétes ont été découverts, mais nepsanttilisés.

* La flucytosine (1967)

La 5-fluorocytosine (ou flucytosine) : pyidine fluorée synthétique, elle pénétre dans
la cellule fongique grace a une cytosine-perméasa.mode d’action repose sur l'inhibition
de la synthése protéique par incorporation a I’ARN,nhibition de la synthese d’ADN.
Fongistatiquen vivo, la flucytosine est principalement active surl®aires et les agents de

chromoblastomycoses. Son efficacité est limitée Igatistence de résistances primaires
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fréquentes (70% des souches @e tropicalis sont résistantes), et par l'apparition de
résistances secondaires, interdisant son admimstran monothérapie. De plus, elle posséde
une toxicité hématologique et digestive.

Ses indications ne concernent pas les mycosesnteara
* Les dérivés azolés

Ce nom générique définit des composésogtiiun noyau imidazole. De nombreux

composes sont utilisés soit en topique, soit par générale.

*Le miconazole (Daktarin®)

Il fut le premier imidazole utilisable pavie V.

* Le kétoconazole (1979)

Il fut le premier dérivé imidazolé actipvoie orale. L'étendue de son spectre d'action
antifongique a révolutionné le traitement des mgsodans les années 1980. Son usage par
voie orale est limité du fait de risques hépatiques

* L'itraconazole

C'est un dérivé dioxalane triazolé. llg&'ad'une molécule lipophile, pratiquement
insoluble dans I'eau, peu soluble dans l'alcodEtter. Le mode d'action des triazolés est le
méme que celui des dérivés imidazolés avec uneifisiécplus grande pour I'enzyme
cytochrome P450 fongique que pour le cytochromeORASMain. Il est réservé a un usage
hospitalier. Il est trés actif sur les dermatophytes levures, certains agents des mycoses

profondes et les moisissures.

* Le fluconazole (1988)

Il s'agit aussi d'un bistriazolé, solubdns I'eau, qui agit sur l'inhibition de la synthes
des stérols fongiques plus que sur celle des stéled mammiféres, avec une action trés
spécifiqgue sur le cytochrome P450 fongique. Sonctsped'action concerne aussi les

dermatophytes mais il a une indication particuligoar les levures.
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* Le saperconazolg VAN CUTSENetal., 1989)
Il s'agit d'un dérivé triazolé fluoré ddet spectre d'action est le méme que celui de
I'itraconazole, avec une action renforcéel'@apergillus(VANDEN BOSSCHE, 1990).

Il existe sous forme de capsules a 100 mg, et pib@tre injecté par voie intraveineuse, car il

est trois fois plus soluble que l'itraconazole.

* Les autres molécules imidazolées
- Le sertaconazole agit sur les moisissuBeopulariopsis brevicauhgTOSTI et al., 1996),
sur Candida albicans/ compris sur les souches résistantes aux autlidamiés.In vitro, il

semble tres actif suEpidermophyton floccosust surTrichophyton mentagrophytes

- Le terconazole est un triazolé disponible unigeieimen traitement externe des

vulvovaginites (creme et ovules).

- Le flutrimazole (UR-4059) a été essaweévitro sur differents champignons (CARRILLO-
MUNOZ etal., 1994).

- D'autres dérivés imidazolés actifs par voie osalet a I'étude : le vibunazole, I'alteconazole
et I'ICI 195, 739 (DEGREEF, 1993). Le voriconaze$t un triazolé étudié pour ses propriétés
antifongiques sur les champignons opportunistes{KRMAN etal., 1997).

- De nombreuses molécules imidazolées dont laitéxést importante par voie générale sont

utilisées uniguement en topiques.

- L'Amycor-Onychosét est une forme galénique intéressante qui condén% d'urée. Il
s'agit d'une creme destinée a la destruction dgee®malades, dont I'application doit étre

suivie d'un traitement local.

- Morpholines

L'amorolfine est un dérivé de la morphelifongistatique et fongicide. Sa fongicidie
vient d'une double action sur la synthese de I&tégol : inhibition de deux enzymes, la delta-
4 réductase et la delta 7-8 isomérase. On noteacm@anulation de delta-14 ignostérol dans
la paroi cellulaire, alors que le taux d'ergostarsi bas. On observe alors des dépobts de
chitine dans et autour de la paroi, ce qui entriimaort du champignon. Réservée a un usage

local, du fait de sa toxicité, I'amorolfine estligé sous forme de solution flmogene a 5 %,
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depuis 1992, pour le traitement des onychomycosas & nom de Locéryl (MARTY,
1995 ; ZAUG, 1995). Elle est fongicide pour lesmdatophytes, les levures, les dématiées
(Scytalidium dimidiatupnet sur certaines moisissurescfpulariopsis brevicauljs Certains
genres sont peu sensible&spergillus, Fusarium, MucofSon efficacité clinique a été étudiée

sur les onychomycoses (ZAUG, 1995).

- Ciclopiroxolamine

Il s'agit d'un antifongique de la famitles pyridones, réservé a un usage local. Il a une
action fongistatique en inhibant I'entrée d'iongatti§ues, de phosphates et du potassium
dans la cellule fongique. Il a une action fongicide perturbant l'activité des chaines
respiratoires du champignon (en chélatant le femparticulier) (ELEWSKIet al., 1996 ;
VIDIMOS etal., 1991 ; VIGUIE-VALLANET etal., 1997).

Son spectre d'activité est large : dermatophy®ajrés et moisissureSqopulariopsiset
Aspergillug. L'activité antifongique est inconstante Saytalidium dimidiatumLes germes
Gram + et Gram - rencontrés en dermatologie samilsies. Cette molécule posséde aussi
une action anti-inflammatoire importante (LASSW@§al.,, 1988). Elle se présente sous

différentes formes galéniques :

* Créme : Mycostét 1 % (1982), indiquée dans le traitement local alées les mycoses

cutanées (dermatophyties, candidoseBy#tiasis versicoloy,
* Solution : Mycoste? 1 % (1982) : utile pour le traitement des mycqsiksuses,

* Solution filmogéne a 8 % (1991) : utilisée poarttaitement local des mycoses ungueales
(CESCHIN-ROQUES:tal., 1991).

» Griséofulvine (1964)

Isolée dePenicillium griseofulvumet d'autresPenicillium, elle a été le premier
antifongique actif sur les dermatophytes, utilige clinique humaine (1958) (PADILLA-
DESGARENNESetal., 1996).

Son spectre d'action est tres étroit, comprenantématophytes, les genrdkernaria et

Aspergilluset certains agents de mycétomes (DEL ROSSO, 1996).
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- D'autres familles d'antifongiques sont a I'étude

La cilofungine, analogue de I'échinocaed® (KAUFFMAN et al., 1997) agit en
inhibant la synthese de B-glucan de la paroi c@lelfongique. Il s'agit d'un antifongique a
I'étude dans les candidoses et aspergilloses massi adans les pneumocystoses
(KAUFFMAN et al., 1997). La dermaseptine, peptide de la peau dgzhidiens a des
propriétés antifongiques sur legSandida et les Aspergillus (MOR et al.,, 1991). La
nikkomycine Z qui inhibe la synthése de la chitioagique est un traitement futur des
champignons dimorphes (KAUFFMA&tal., 1997).

Les pradimicines sont fongicides sur IEandida et lesAspergillus (KAUFFMAN et al.,
1997). Des souches @acilluslicheniformisFSJ 2 sont antifongiques pour les dermatophytes
in vitro (FASSOUANEetal., 1995).

Des facteurs de croissance (G-CSF, GM-CSF) onu##iéés chez les patients atteints de
mycoses profondes et résistants aux traitements paler l'action des antifongiques
(BODEY etal., 1993).

Les cytokines ont été essayées (IL 12 et interf@amma) dans le traitement d'infections
fongiques graves chez les animaux (JOk¥al., 1994). Leur utilisation en pathologie

humaine est hypothétique.

Certaines molécules soufrées auraient une actiatéifongique, surtout sur les

dermatophytes. Il s'agit d'étudesvitro.
- Les antifongiques locaux

Les antifongiques locauwestent recommandés dans les mycoses superficieties
premiere intention. On constate souvent une anadior rapide des lésions avec ces
traitements locaux seuls, mais le taux de guéridomnque est voisin de 90 % dans les
meilleurs cas, et la guérison mycologique n'exqEe85 % des cas (JONES, 1995 ; SMITH,
1996).

- Traitements d'appoint

Le décapage des lésions cutanées estsafreesvant de traiter par un antifongique

local. Il en va de méme pour les teignes et leslomycoses (HAYetal., 1988).
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L'association de corticoides, préconisée par certaiteurs en cas de Iésions inflammatoires
est a éviter. En effet, I'application de corticaid@caux sur une mycose a toujours augmenté
les signes cliniques de la mycose (extension ddanelidose vulvaire aux plis, apparition de
granulomes sur une dermatophyte cutanée qui tralduitpénétration dermique du
dermatophyte, extension d'une teigne du cuir clhetelitée pour dermite séborrhéique).
L'association d'un antifongique et d'un corticoitns la méme préparation est inutile
(CHIRITESCUetal., 1996)

- Schémas thérapeutiques

Avant tout traitement d'une |ésion supposg/cosique, un préléevement s'impose pour
confirmer le diagnostic (DEGREEF, 1993 ; ASSaffal., 1996). Pour gqu'il soit fait dans de
bonnes conditions, il faut un arrét de plus d'unsnpour les antifongiques locaux et un arrét
de plus de 2 mois pour les antifongiques orauxeswernis. La meilleure solution reste donc
de l'effectuer avant la mise en route du traiten{fEBUILHADE DE CHAUVIN, 1995 et
1996).

- Médicaments d'avenir
L'itraconazole est un excellent antifongigoour traiter les teignes, a la dose de 100
mg/j pendant 30 jours (ELEWSKI, 1994).

Le fluconazole a été peu étudié dans les teighes.servi au traitement d'un kérion di a

Trichophyton mentagrophytes 20 jours a raison de 50 mg/jour (GAETAI., 1991).
1-10-2- Traitement des candidoses

Sur la peayandida albicangpeut étre considéré comme pathogéne, car il éegas a
I'état saprophyte comme sur les muqueuses. Powuless levures, il faut des précautions

pour affirmer leur pathogénicité.
- Candidoses cutanées

» Candidoses a plis
Il faut traiter les facteurs de macératemappliquer un antifongique local : dérivé
imidazolé ou ciclopiraxolamine sous forme de crdnae2 fois par jour.

L'association d'un traitement par voie orale sediaicas de Iésions trés étendues, ou de déficit

immunitaire associé (kétoconazole, itraconazoléuwmonazole).
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* Onychomycoses a Candida
Elles sont presque toujours localiséeslesiongles des mains, accompagnées souvent
d'un périonyxis. Le traitement fait appel aux taients locaux surtout, dérivés imidazolés,
Mycostef’ en créme, associé a une solution filmogéne amfifpre sur I'ongle (Mycostérou

Locéry(®).
- Candidoses des muqueuses

» Candidoses buccales
Le muguet est traité par voie topique asles gels buccaux contenant un imidazolé
(Daktarir’) ou par un polyéne (nystatine ou amphotéricineLBs imidazolés par voie orale
ont été essayés : le kétoconazole a 200 mg/j 86eaclO jours, l'itraconazole a 100 mg/j en
14 jours et le fluconazole a 50 mg/j en 7 a 14 Joest actif chez les sujets immuno-
compétents.

» Candidoses oro-pharyngées des sujets HIV+
Elles nécessitent toujours un traitemeart \ie orale, a prolonger du fait de la faible
réponse immunitaire du patient. Avec le fluconazdlexiste des risques de résistance aux
traitements et de sélection d’espece @rndida autre quealbicans (Candida tropicalis

Candida glabrata qui résistent aux imidazolés et aux triazolés.

e Candidoses vaginales pour les candidoses vulvo-vagies aigués
Ces lésions sont souvent sensibles autertrants locaux (ovule et créme). Les
candidoses vulvo-vaginales chroniques pour lesggiall faut vérifier l'authenticité de la
mycose par un prélevement afin d'éliminer d'auttesses de vaginite infectieuse ou de

vulvite non infectieuse avant de faire un traitetrar voie générale.
- Candidoses cutanéo-muqueuses chroniques

Elles associent chez des enfants ou dafafice des lésions cutanées (ongles souvent
atteints), des Iésions muqueuses chroniques elivantes et une immunodéficience de nature
variée, avec souvent une ou plusieurs endocrin@gzathe traitement fait appel aux

imidazolés et aux triazolés (itraconazole et flucwle) sur de longues durées.
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- Candidoses des nourrissons

La candidose congénitale se caractérisd'qgagparition a la naissance d'une éruption
erythémato-papuleuse puis pustuleuse, sans atteimeeuse, qui évolue spontanément vers

la guérison en 8 a 10 jours.

La candidose néonatale survient une semaine aprésaiksance. Elle est due a une
contamination pendant l'accouchement. Le traitenoemiprend des antifongiques locaux
pour traiter les Iésions cutanées (siége) et Lfoagique par voie buccale (FongizShegour

traiter les Iésions muqueuses : muguet et attdintebe digestif).
1-10-3-Malassezia furfur
- Les folliculites aMalassezia furfur

Les folliculites aMalassezia furfusurviennent sur le front des nouveau-nés (ARACTING
al., 1991 ; AMORICetal., 1995) et guérissent ave un traitement imidalomlél ou chez des
adultes jeunes chez qui il faut effectuer une ctioe des causes favorisantes : locales
(transpiration, macération, hyperséborrhée, hypatiige de l'infundibulum folliculaire), ou
thérapeutiques (corticothérapie locale ou généaalghiothérapie), ou un probleme de terrain
(diabéte, immuno-dépression) (SAVIN, 1996).

- Dermatite séborrhéique

Malassezia furfuise trouve en grande quantité sur le visage emeakermite séborrhéique.
Le r6le pathogene de cette levure est controv@8REOBERG, 1995), mais le traitement de
cette affection fait appel souvent a des antifongsy Le kétoconazole a un réle anti-
inflammatoire. Le succés de certaines substancesneoles corticoides dans la dermite
séborrhéique s'explique aussi par un mécanismanflatinmatoire (NENOFFet al., 1994).
Cette action anti-inflammatoire se fait par integféce avec la production de leucotrienes. A
noter aussi, pour cet antifongique, une actionl'aaide rétinoique de la peau (DEGRE&F
al., 1994).

1-11- Conclusion

En pédiatrie, les mycoses le plus frequemtmrencontrées sont les candidoses
digestives bénignes qui guérissent rapidement smtiongique buccal. Les candidoses
néonatales et la candidose cutanéomuqueuse cheooifjlété discutées. Les dermatophyties
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les plus fréquentes chez les enfants sont les deig@APESIUS-DUPINet al., 1995).
L'association d'érythromycine ou de prednisoneraitement des kérions par griséofulvine a
une petite action sur le prurit et les douleursisnme réduit pas le temps de traitement. A
I'inverse, I'association de topique antifongiqu#urgle temps de traitement (AL-FOUZA&t

al., 1993). En cas de teigne, il faut rechercheratteante des adultes de I'entourage.

Les dermatophyties de la peau glabre des enfantsdses avlicrosporum canisouvent, ou

a d'autres agents des teignes. Les onyxis sond (&lENNEQUIN et al., 1996) et sont
accompagneés d'intertrigos au niveau des pieds. Mdees lésions, un examen attentif des
pieds des autres membres de la famille permettdesuxer des lésions chez les parents et/ou
les autres enfants. Il est alors important deerawute la famille pour faire disparaitre le
dermatophyte de la maison.

Chez les jeunes enfanialassezia furfudonne rarement des lésions de pityriasis versicolo
mais un tableau de pustulose néonatale (ARACTINGHI.,, 1991), et des folliculites
cicatricielles chez des nourrissons. Toutes cesongs disparaissent sous traitement
antifongique local (AMORICetal., 1995). On a souvent recours a la griséofulvingis des
traitements par terbinafine ou des dérivés azdliésohazole ou itraconazole) ont été essayés
avec succes chez les enfants (ELEWSKI, 1996 ; SUARE97).

La mortalité et la morbidité des infections fonggquaAspergillus spet aCandida sprestent
encore éleveées, surtout chez les patients trartéplavu atteints de cancers. Les échecs
cliniques observés ne sont pas toujours imputa@lda résistancen vitro des souches
impliquées, d'autant que peu de méthodes standasdpgermettent leur détection. Par ailleurs,
les valeurs critiques déterminant le seuil de téste ne sont clairement établies que pour la
5-fluorocytosine, litraconazole et le fluconazpteur les seul€andidadans les localisations
muqueuses de candidoses. Les traitements classgpre$amphotéricine B, les azolés
conventionnels ou la 5-fluorocytosine ont montréddimites. Les derniers antifongiques mis
sur le marché, susceptibles de prendre leur relevsaient notamment présenter un large
spectre d'activité, étre idéalement fongicides, pgs donner lieu a des interactions
médicamenteuses, avoir des propriétés pharmacigiest favorables et étre démunis de

toxicité, si possible pour un codt raisonnable. RITHHOLARY, 2004).
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2- GENERALITES SUR MORINDA MORINDOIDES

La plante étudiée appartient a la familbs Hubiaceae Les Rubiaceaesont des arbres,
arbustes, des lianes ou des herbes. Les feuilbpmsées ou verticillées, simples, stipulées, a
stipules intra ou inter-pétiolaires, sont de forne¢gle tailles variables. Les inflorescences
sont des grappes ou des cymes. Les fleures, herothigls, tétrameres ou pentameres, ont un
calice généralement dialysépale, une corolle gatatgé lobes valvaires ou terdus; un
ardrocée inséré sur la corolle et un gynécée irfabituellement bicarpellé. Les fruits sont
des capsules, des baies ou des drupes.

Morinda morindoidegBak.) Milne-Redh, Kew Bull. 1944 : 31 (1947); jeer,
FW.T.A., ed. 2,2: 189 (1863), est une liane grimpa glabre. Les feuilles, opposées,
oblongues elliptiqgues ou obovales elliptiques clanégies a la base. Ces feuilles longuement
acuminées, glabres, mesurent 6 — 15 cm de longugw — 8 cm de largeur (Figure 1) : le
limbe porte, environ, 6 paires de nervures lat8ralees fleurs, blanches, groupées et
capitules, ont le tube de la corolle court et rodukes fruits, bosselés, jaunes a maturite,
mesurent 4 cm de diamétre (ZIRIHI, 1991).

1- Position systémique

Regne : Végétal

Sous regne : Eucaryote

Embrachement : Spermaphyte

Sous embrachement : Angiosperme

Classe : Dicotyledones : Dialypetales
Ordre : Gentianales

Famille : Rubiaceae

Genre : Morinda

Espece : morindoides
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2- Répartition géographique
Espece guinéo-congolaise, on la trouve, souventesluisiéres des foréts.

3- Utilisations thérapeutiques

- Les Bété d’'Issia (Centre-ouest de la Cote d’'pitappelle Zéllékeléet I'utilise comme
antifongique (ZIRIHI, 1991).

- Une décoction aqueuse de feuilles fraiches doestin reméde traditionnel typique employé
pour le traitement de la malaria, des vers intastinet des amibiases (KAMBU, 1990 ;
TONA etal, 1999).

- Ses extraits possédent une activité antiprotogpgpdarticulierement suEntamoeba
histolytica (CIMANGA etal., 2006).

- Elle est traditionnellement utilisée dans le eades syndromes diarrhéiques dans la région
de Daloa (Cote d’'lvoire) (BAHgtal, 2003).

4- Molécules isolées a partir des feuilles ddorinda morindoides
Des travaux antérieurs ont permis a certains asit@'igsoler plusieurs molécules a partir des

feuilles deMorinda morindoidesCe sont :

- Treize (13) flavonoides :

Quercétine ; quercétine7, 4’- diméthyléther; gadene 3- rutinoside ; quercétine 3-
rhamnoside ; kaemférol 3- rhamnoside; kaempférel r@tinnoside ; kaempférol 7-
rhamnosyl- sophoroside ; chrysoériol 7- néohespéii#® ; apigénine 7- glucoside ; lutéoline
7-glucoside ; kaempférol ; apigénine ; lutéoni@MANGA etal., 1995, 2006)

- Quatre (4) iridoides :
Gaertnéroside ; acide gaertnérosique ; méthoxyuyEedide ; époxy- gaertnéroside.
(CIMANGA etal., 2006)

- Un stérol (1) :
Stigmastérol. (SERI, 2006)
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Figure 1: MorindamorindoidegBack.) Milne-Redh.Rubiaceag
a- Rameau feuillé avec fleurs
b- Fruits
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Photographie: Morinda morindoidegBack.) Milne-Redh.Rubiaceag
a- Rameau feuillé avec fleurs
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MATERIEL ET METHODES
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1- MATERIEL

1-1 Matériel biologique
1-1-1 Substance végétale
Le matériel végetal utilisé est constitleé feuilles deMorinda morindoidesécoltées

dans la région du Centre-Ouest de la Coéte d’lvoire.

1-1-2 Germes testés
Le support microbien est composé de saudbagiques deCandida Albicans(n®
3076/PV du 06/04/2000), Aspergillus fumigatus(n® 896/AB du 18/01/2000) et de
Cryptococcus neoformar{s® 9527/PB du 21/03/2000fournies par le service de Mycologie
de 'UFR des Sciences Médicales d’Abidjan (Cotevaitie). Ces souches ont été isolées des
prélevements vaginaux, aspirations bronchiquespaorations de malades au service des

maladies infectieuses du CHU de Treichville (Abigdja

1-2 Milieux de culture

La gélose Sabouraud glucosée de referé@te&/1 DARDILLY ADM Y42310 fournie
par OXOID LTD a été utilisée pour la culture desnges.
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2- METHODES

2-1 Préparation des extraits végétaux
Les feuilles déMorinda morindoidesont été lavées, découpées et séchées a I'abri du

soleil et rendues en poudre fine grace a un brogetype IKA-MAG.

2-1-1 Préparation de I'Extrait total aqueux (Eaq)

L'extrait total aqueux a été préparé sédométhode décrite par GUEDE-GUINAal.
(1993), puis améliorée par ZIRIdtal. (2003).

Pour obtenir 'Eaq, 80g de poudreMierinda morindoide®ont été maceérés dans 2 litres
d’eau distillée puis homogéneéisés sous agitatiagnétigue pendant 48 heures a 80°C a
'aide d’'un agitateur magnétique de type IKA-MAG RCL’homogénat obtenu est filtré
successivement deux fois sur du coton hydrophils pur du papier WHATMAN 3um. Le
filtrat obtenu est évaporé a l'aide d'une étuvetdaaclogique de type MMM Medcenter
(Venticell) a 45°C (GUEDE-GUINAet al., 1993). La poudre qu’on obtient est I'extraitaiot

aqueux. (Figure?2).

2-1-2 Préparation de I'Extrait éthanolique 70% (Eeth)

L’Eeth a été obtenu en dissolvant 25¢g 'Beatiait total aqueux dans 500 ml d’'une
solution d’éthanol 70% puis homogénéisé pendanth@dres a I'aide d'un agitateur
magnétique. Apres filtration sur du coton hydrophilis sur du papier WHATMAN 3um, le
filtrat recuellli est évaporeé a I'étuve de type MMWedcenter (Venticell). La pate obtenue est

de couleur verdatre et constitue I'Extrait éthamadi 70% (Eeth). (Figure 3)

2-1-3- Préparation des Extraits acétatiques (Ea et acétatiques HO (Eac H,O)

Ces extraits ont été obtenusissotivant 25g d’extrait éthanolique 70% dans 500
ml d’'une solution composée d’'un mélange d'acétathdle et d’eau distillée (v/v). Le tout
est homogénéisé pendant 24 heures a l'aide d’uategi magnétique. Apres décantation on
obtient deux phases : une phase supérieure glineétate d’éthyle et une phase inférieure
qui est I'eau distillée. Les deux phases sont id@seet évaporées a I'étuve de type MMM
Medcenter (Venticell). La phase acétatique donreepate qui est I'Extrait acétatique (Eac) et
la phase aqueuse donne une poudre qui est I'Eatré@iaitique D (Eac HO). (Figure 4)
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2-1-4- Fractionnement de I'Extrait acétatique

Les Fractions 1, 2, 3 et 4 sortenbes apres séparation de I'Eac sur une colonne
chromatographique montée avec du gel de silice [MIERGel de Silice 60 (0,063-0,200
mm)]. La colonne utilisée a un diametre de 2 craret hauteur de 50 cm avec un robinet en
verre. L’éluant est constitué par du dichlorométhapur et par un mélange de
dichorométhane-méthanol (95 /5). Le gel de siliseméparé dans le dichlorométhane pur
puis coulé dans la colonne jusqu’a une hauteuQdaT?
Dans cette colonne ainsi préparée, 0,25 g d’Eamny istroduits. Une fois sur la surface du
gel, I'extrait est protégé par du coton. Dans temper temps, le dichlorométhane pur a été
utilisé comme éluant jusqu’'a infiltration total dextrait dans le gel puis le mélange
dichlorométhane-méthanol est utilisé jusqu'a la dim la séparation. Quatre fractions sont
obtenues en fonction de la coloration. Ces frastmmnt recueillies et évaporées a I'étuve de
type MMM Medcenter (Venticell). (Figure 5)
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80 g de poudre de

plante

v

Macération a 80°C dans 2 L de solvant sur un agitatr
magnétique IKAMAG-RCT pendant 48 H

v

Double filtration sur coton hydrophile et

filtration sur papier Whatman 3 mm

Résidus ] [ Filtrat ]

v

{ Evaporation a I'étuve a 45°C }

Eaa

Figure 2 : Diagramme de préparation de I'Extrait total ague
(Eaq)

(GUEDE-GUINAetal., 1993 ; ZIRIHletal., 2003)
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25 g de poudre
d’Eaq

v

Dissolution dans 500 ml d’éthanol 70% ou d’éthand®6%

v

Homogeéneéisation a froid sur un agitateur
magnétique IKAMAG-RCT pendant 24 H

v

Double filtration sur coton hydrophile et

filtration sur papier Whatman 3 mm

|
| Reésidus | [ Filtrat ]

v

{ Evaporation a I'étuve a 45°C }

|

Figure 3 : Diagramme de préparation de I'Extrait éthan@iq0% (Eeth)

(GUEDE-GUIN¢étal., 1993; ZIRIHIetal., 2003)
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25 g de poudre
d’Eeth

v

Dissolution dans 500 ml d’'un mélange
Acétate d'éthyle-Eau distillée (V/V)

v

Homogénéisation a froid sur un agitateur
magnétique IKAMAG-RCT pendant 24 H

y

[ Décantation ]
Phase supérieure Phase inférieure
(Acétatique) (Eau)
Evaporation a I'étuve a 45°C ] Evaporation a I'étuve a 45° C

Figure 4 : Diagramme de préparation des Extraits acétaiigae) et acétatique
H,O (Eac HO)
(GUEDE-GUINétal., 1993; ZIRIHletal., 2003)
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B
.

Chromatographie sur colonne 2X50 cm
Silice 60 (0,063-0,200 mm)

Solutions

Figure 5: Diagramme de 'obtention des fractions F1, FR2eFF4

(GUEDE-GUINAZetal., 1993; ZIRIHletal., 2003)
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2-2- Préparation des milieux de culture

2-2-1- Preéparation de la gélose Sabouraud

Le milieu Agar Sabouraud a été prépardv@nogénéisant dans 1 litre d’eau distillée
429 de gélose en poudre. Ce mélange est portélitiébet agité jusqu’a homogénéisation
compléte sur un agitateur magnétique chauffant MAG. Le milieu ainsi préparé est réparti
dans 9 tubes a essai ( 6 cm de long et 2 cm deeti@mumérotés de 1 a 9 a raison de 20 ml
dans le tube 1 et 10 ml dans les autres tubes.
Le tube n°9 est le témoin de stérilité du Sabourtud tube n°8, le témoin de croissance des

germes sanllorinda morindoides

2-2-2-Incorporation des extraits végétaux algeélose, préparation de I'inoculum
et ensemencement des germes
L’incorporation a été faite pendant daeélose est encore liquide selon la méthode

de la double dilution qui nous a permis d’obtemie wariation de concentration t#orinda
morindoidesallant de 300 mg/mL dans le tube n°1 a 4,687 mgflahs le tube n°7 pour
'Eaq; de 50 mg/mL dans le tube n°1 & 0,78 mg/mhsdie tube n°7 pour I'Eeth ; de 12,5
mg/mL dans le tube n°1 a 0,195 mg/mL dans le td@epour I'Eac HO et 'Eac et de 3,125
mg/mL dans le tube n°1 a 0,0487 mg/mL dans le ti@epour la F1, F2, F3 et F4 (selon une

liaison géométrique de raison 1/2).

X g d’extrait
% du volume
. du mélange
Y% du volume /2 du volume final rejeté
du mélange du mélange
—>

\—/ \—/ \—/ \—/

Tube n° 1 Tube n° 2 Tube n° 3 —_—————— —Mbe n® 7
20 ml d’ Agar 10 ml d’ Agar 10 ml d’ Agar 10 ml d’ Agar

Figure 6: schéma de la méthode de la double din
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Les tubes ainsi préparés sont stérilisd2 8 C a l'autoclave de type MEDICLAVE
pendant 15 mn, inclinés et refroidit a la températde la salle (37°C) pour permettre a

I’Agar de se solidifier.

L'inoculum est préparé a partir de cultude germes de 48 heures sur Gélose en pente.
Ces germes sont prélevés a l'aide d'une anse deHKK@@s homogénéisés dans 10 ml d’eau
distillée stérilisée. L'on obtient ainsi la suspens1d de germes, & partir de laquelle est
préparée la suspension™l(ar dilution au dixiéme, en transférant 1 ml @elispension 0
dans 9 ml d’eau distillée pour avoir un volume fida 10 ml.
Une seconde dilution & partir de la suspensioff, Ifans les mémes conditions que
précédemment, nous permet d’obtenir la suspendidn Qes différentes préparations sont
concentrées & $@ermes/ml pour la suspensior? 100° germes/ml pour la suspension
10" germes/ml pour la suspensiori“@ans cette étude, toutes ces trois suspensidritén

testées, mais nous présenterons seulement legatéqdur les dilutions & 10

1 oese 1ml

10 ml d’eau ,
distillée 9 ml d'eau
stérilisée distillée
\_/ \_/ \_/ stérilisée
Culture de germes Suspensib0°® Suspension™ 0
de 48 heures sur
gélose inclinée {yermes /ml) (1@ermes /ml)

Figure 7: Schéma de la préparation de I'inoculum
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Apres la solidification de la gélose taes tubes sauf le n°9 sont ensemencés avec 10ul
d’'une suspension contenant enviror® §@rmes/ml. Ce qui donne 1000 germes pour la
suspension It Cette opération est répétée cinq fois par sopaieles tubes ainsi préparés
sont incubés a 30°C. (HALE®tal., 1978 ; GUEDE-GUINAetal., 1991 ; STEVENS, 1997).

2-3-Dénombrement des colonies

Apres 48 heures d’incubation, les coloniesAspergillus fumigatus, Cryptococcus
neoformanset Candida albicansont été dénombrées par comptage direct a laidm d’
compteur de colonies. Et la croissance des gerrags bbs 9 tubes expérimentaux a été
évaluée en pourcentage de survivance, calculéapaort a 100% de survivance dans le tube
témoin de contrdle de croissance.

La méthode de calcul du pourcentage devivamce desAspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformanst Candida albicans dans les tubes expérimentaux, peut se
résumer par la formule suivante :

n

S= x 100

S : Survivance des germes (en %), N : Nombreotsies dans le tube témoin,

n: Nombre de colonies dans le tube expérime(@UEDE-GUINA et al., 1991, 1995;
KRA, 2001).

La Concentration pour 50 % d’Inhibition @) et la Concentration Minimale Fongicide
(CMF) pour chaque extrait ont été déterminées. lsg ddnne 50% d’inhibition, estimée par
rapport au nombre de germes ayant poussé dansdaéumnoin. C'est un paramétre déterminé
graphiquement a partir d'un courbe de sensibilitéeprésente, la dose de produit pour
laquelle 50% de la croissance des germes fonggpresnhibés.

La CMF donne 99,99% d’inhibition. C’est la concatittn de produit dans le premier tube ou
aucun germe ne s’est développé. (GUEDE-GUIBtAal., 1991, 1995; KRA, 2001).
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2-4- Analyse statistique des données
Pour l'analyse statistique des donnégmmxentales, a été utilisé le Dispositif en
Blocs Aléatoires Complets ou Bloc de FISHER a patti logiciel GraphPad/prism 4. Ce
Dispositif, basé sur la comparaison des variano@ss a permis de montrer s'’il existe ou non
une différence significative entre les différentg&gétitions du méme test. (P< 0,05).
Hypothese
4t il n’existe pas de différence significative enkes tests.

4t il existe une différence significative entre tests.

2-5- Chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM a été realisée afin de séparecdestituants composant la F1.
Principe:

La chromatographie est une méthode phgsudg séparation de meélanges en leurs
constituants ; elle est basée sur les différenéaffinité des substances a I'égard de deux
phases, I'une stationnaire ou fixe et I'autre m@bil

La chromatographie sur couche mince (CCa&#), effectuée surtout en vue d’une
analyse d’'un mélange. La phase stationnaire sagiefixée sur une plaque, et la phase
mobile liquide, nommée éluant, est un solvant oundtange de solvant. On dépose sur la
phase fixe une petite quantité du mélange a ségaren met cette phase au contact de la
phase mobile. La phase mobile migre de bas en pautapillarité, le long de la phase fixe
en entrainant les constituants du mélange. C’egthEnoméne d’élution, qui permet la
séparation des constituants du meélange a analyser.

Chaque constituant migre d’'une certainetdar ; caractéristique de la substance, que
'on appelle rapport frontal ou rétention frontaRf. Chaque tache correspond a un

constituant ou un ensemble de constituants sup&spos

Mode opératoire

La cuve chromatographique est remplie délange de solvants (95% de
Dichlorométhane- 5% de Méthanol) a une hauteur ,8ecth. Elle est recouverte avec le
couvercle afin que 'atmosphere dans la cuve &sigrée en vapeur d’éluant.

Sur la plague chromatographique (5 cm/7stm), I'on trace au crayon de papier un trait
horizontal a 1 cm environ du bord inférieur. Cettree doit pas tremper dans le solvant

d’élution contenu dans la cuve. On dépose surle & I'aide de cure-dents, une microgoutte
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de la F1. On laisse sécher la tache puis on ddpgslaque verticalement dans la cuve que
I'on couvre a l'aide du couvercle. Lorsque le salva atteint les % environ de la hauteur de la
plaque, (1 cm du bord supérieur), on sort la platgia cuve et est marqué immeédiatement le
front du solvant (car le solvant s’évapore tres)viOn laisse sécher la plaque a I'air libre. La

révélation a été faite avec le réactif de Drageffi@dt’orthovaniline par évaporation.

2-6- Tri phytochimique
Enfin de mettre en évidence les principgoupes chimiques contenus dans les extraits
testés (Eaq, Eeth, Eac et F1), différents essaiaidetérisations ont été réalisés.

2-6-1- Recherche des alcaloides:
Les méthodes classiques d’extraction des alcalajdiegrécipitent avec les réactifs de

MAYER et de IRAGENDORFF, ont été utilisées pour mettre en évidence ceBposes.

Principe :

Les alcaloides sont caractérisés par le fait qolifsla propriété de se combiner avec

les métaux lourds (bismuth, iode, mercure, tungsténet précipiter sous forme de sels.
Ainsi les métaux lourds utilisés dans les réastfisyant pour leur détermination sont :

- réactif de BUCHARDAT (lode) qui entraine la formation de précipité e,

- réactif de [RAGENDORFF(iode, Bismuth) qui engendre la formation de p#€iorangé ;

- réaction de ¥YLSER-MAYER (lode, Mercure) qui forme un précipité blanc lake

Un échantillon d’extrait déorinda morindoideg6 ml), est évaporé a sec dans une
capsule en porcelaine au bain de sable. Le réstduepris dans 6 ml d’éthanol (60°). La

solution ainsi obtenue est repartie dans troisg@bessai.

Dans le premier tube, deux gouttes de réactif é@dBNDORFF ont été ajoutées,
I'apparition d’'un précipité orangé indique la prése des alcaloides.

Dans le deuxieme tube, deux gouttes de réactif desRR-MAYER ont été
additionnées, l'apparition d’un précipité blancraeindique une réaction positive.

Dans le troisieme tube, deux gouttes de réactifBd&/CHARDAT ont été aussi
additionnées, l'apparition d'un précipité brunatmdique la présence des alcaloides
(BOUQUET, 1972).
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2-6-2- Recherche des polyphénols:
Les polyphénols sont des composés qui possedesiepta groupements phénols et

hydroxyles.

Principe: La colorimétrie des phénols met a profit lenfation de précipité coloré avec une
solution de chlorure ferrique (Fefl L'apparition d’'une coloration bleu-noiratre oerte,
indique la présence de composés polyphénoliqueppkéciation de cette coloration est faite
par rapport a un essai témoin avec une solutigphéeol. En outre, en solution aqueuse, les

tanins sont précipités par les sels de métaux $o{@€d, Zn, Sn, Pb, Hg).

La réaction au formol chlorhydrique (réactif deiASNY) nous permet de distinguer

les tanins cathéchiques des tanins galliques parasi@n a I'acétate de sodium.

Les tanins cathéchiques sous forme condensée §ayolysable) sont précipités par

chauffage au bain-marie a 80° C, suivi de refrgigiisent.

Les tanins galliques qui sont sous forme d’hétélessinydrolysables sont hydrolysés
aprés addition d’acétate de sodium. L’addition delgues gouttes de perchlorure de fer, va

donner une coloration spécifique aux polyphénalgjmant la présence des tanins galliques.

Un essai témoin est réalisé avec I'acide gallique.

CO,H

|
HO™ Y TOH

OH

Figure 8: Structure de I'acide gallique

- Pour des polyphénols :

A 2 ml d'extrait de Morinda morindoidesest ajouté une goutte d’une solution
alcoolique de chlorure ferrique a 2%. (BON@#al., 1995).

Le chlorure ferrique provoque en présence de dempayphénoliques I'apparition

d’'une coloration bleu-noiratre ou verte.

- Pour des tanins cathéchiques
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Un échantillon d’extrait déorinda morindoideg5 ml), est évaporé a sec dans une
capsule en porcelaine au bain de sable, a ce résituajouté 15 ml du réactif dgiSsny.

L’ensemble a été porté au bain-marie a 80° C pdrg8faminutes.

L’'observation de gros flocon apres refroidissemeatique la présence de tanin

cathéchique.
-Pour des tanins galliques

Un échantillon d’extrait deMorinda morindoides(5 ml), a été filtré et saturée a
'acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de lF@&22% provoquant une coloration bleu-

noire indiquant la présence des tanins galliques tamilieu.

2-6-4- Recherche des flavonoides:
Les flavonoides sont des pigments jaunes tres déigsachez les végétaux supérieurs ;
ils existent sous forme d’hétérosides dont la géndigrive du noyau benzepyrone.

Principe :
Les flavonoides sont caractérisés par la réactiarcganidine dont le principe est que

les hétérosides flavoniques en solution alcooligieen présence d’hydrogéne naissant
donnent des dérivés diversement colorés en fondgda structure chimique du flavonoide.

L’échantillon d’extrait deMorinda morindoideg2 ml), est évaporé a sec dans une
capsule en porcelaine au bain de sable. Le résidtepris apres refroidissement dans 5 ml

d’alcool chlorhydrique au demi. La solution obtems¢ renversée dans un tube a essai.

L’'addition successive de trois copeaux de magnéstirde trois gouttes d’alcool
isoamylique fait apparaitre une coloration rose \oalacée intense en présence des
flavonoides (BOWMANetal., 1980).
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2-6-5- Recherche des saponosides:
Les saponosides sont des hétérosides a géninédgj@mou triterpénique, doués de

propriétés tensioactives.

Principe :
En solution aqueuse les saponosides ont un indicendusse tres élevé. Cette

propriété est donc mise a profit dans ce test, guatation d'un échantillon de volume

d’extrait.

L’échantillon d’extrait deMorinda morindoides2 ml) est repris a I'eau bouillante,
refroidi et filtré. Dix millilitres (10 ml) du filtat sont ensuite introduits dans un tube a essai.
Le tube est ensuite agité verticalement pendarit@ni5 secondes et laissé au repos pendant

15 minutes.

La hauteur de la mousse formée est mesurée. (LEB&AU, 1956 ; BONGAet al.,
1995).

2-6-6- Recherche des quinones:
Tout comme les tanins, les quinones existent seus tbrmes (libres et combinée).
Les premiéres sont mises en évidence par le réBcBORNTRAEGERtandis que les secondes

doivent étre hydrolysées avant leur mise en évielenc

Principe :
La caractérisation des quinones est fondée saitlgd’ils donnent sous I'action d’une

lessive alcaline ajoutée en faible quantité (ammamume, soude, eau de chaux) une coloration

rouge cerise.

Dans une capsule en porcelaine, I'échantillon d&txide Morinda morindoides(2
ml), est évaporé a sec au bain de sable puiséréuec 5 ml d’acide chlorhydrique dilué au

1/5. L’ensemble est porté au bain-marie brouilf@ridant 30 minutes.

Apres refroidissement, I'hydrolysat est extrait@2€® ml de chloroforme dans un tube

a essai. Il est ensuite saturé avec 0,5 ml d’amacadilué au demi.

L’apparition d’'une coloration allant du rouge awlet signale la présence des

quinones.
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2-6-7- Recherche des stérols:
Les composés stéroliques et terpéniques sont Bxpai macération dans un solvant
organique. La recherche des stérols et terpénaidas faite par la réaction deERERMAN-

BUCHARD.

Ces composés ont une origine commune. En effetpils tous issus d’'un méme motif
de base qui est l'isopréne. C’est la condensatemnuhités isopréniques qui abouti, selon la
voie de synthése, soit a un dérivé terpéniqueasaih stérol (Figure 8). L'unité isoprénique
est lui méme construit dans une premiére étaparta @’'un motif comportant deux carbones,

fournis par l'acéthylcoenzyme-A.

Les processus de condensation et de transfert mit&s wcarbonées sont liés a une
activité mitochondriale intermédiaire de synthe&ecéto-acétylCoA, d’acidg-hydroxy{3-
méthylglucarique et d’acide mévaloniqueofBvAN et RanD, 1980). C’est cette origine
commune qui explique pourquoi la réaction deBERMAN-BUCHARD, met en évidence a la

fois les deux familles de composeé.

Principe :

L’apport de 'anhydride acétique acidifie 'homag de I'extrait végétal. Les stérols

et les terpénes sont mis en évidence par I'additebhacide sulfurique.

L’apparition d’'un anneau pourpre ou violet, viraat bleu puis au vert, indique une
réaction positive. La lecture est faite compagatient & un essai témoin avec le cholestérol
ou le sitostérol.

Figure 9: Structure du cholestérol
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L’échantillon d’extrait deMlorinda morindoideg5 ml), est évaporé a sec dans une capsule
en porcelaine au bain de sable. Le résidu estutissohaud dans 1 ml d’anhydride acétique.
L’ensemble est renversé dans un tube a essai aoguejoute 0,5 ml d’acide sulfurique

concentré.

La réaction est positive s'il y a I'apparition d’amneau pourpre ou violet, virant au

bleu puis au vert.
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RESULTATS
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- 1 Influence de I'Extraits total aqueux (Eaq) deMorinda
morindoides sur la croissance in vitro de Candida albicans,

Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus.
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Les effets de I'extrait total agqueux ([Edg Morinda morindoidessur la croissance
vitro de Candida albicansCryptococcus neoformaret Aspergillusfumigatusont donné les

résultats suivants :

Les valeurs obtenues ont permi les tracés desefig@r 10 et 11. Ce sont les courbes de
sensibilité obtenus a partir des pourcentages deivance en fonction des différentes
concentrations de I'Eaq d®lorinda morindoides L'allure globale de ces courbes est
décroissante et exprime l'inhibition progressivedese-dépendante de la croissaimceitro
deC. albicans C. neoforman®t A. fumigatusCes courbes nous ont permis de déterminer les
paramétres antifongiques que sont les Concentgafomur 50% d’Inhibition (Gb) et la
Concentration Minimale Fongicide (CMF).

Pour les trois germes, les valeurs de kg € de la CMF sont présentées dans le tableau Il :
Ainsi pour I'extrait total aqueux (Eaq), lessgbkont respectivement de 15,5 + 1,3 mg/mL
pour C. albicans; 14.3 + 2,4 mg/mL pou€. neoformanset 12,47 £ 0,75 mg/mL pouk.
fumigatus

La CMF est de 300 mg/mL quelque soit le germe.

La Clsp obtenue ave€. albicansest supérieure a celle obtenue aemeoformangui elle
méme est supérieure a celle obtenue @damigatus (Clsg c. amicans™ Clso c. neoformans™ Clso

A. fumigatug-

La CMF est identique pour les trois germes. CMimicans= CMF ¢. neoformanss CMF . fumigatus

= 300 mg/mL.
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A- Effet de I'extrait total aqueux (Eaq) sur Candida albicans

Tableau | : Résultats de I'analyse statistique

Sdv ddi Sc cMm E
Concentrations 11 44100 4010 421
Répétitions 4 50,5 12,6 1,32¢
Erreur 44 244 8,71

Total 59 44600

Sdv: Sommes des variationsldl : degré de liberté Sc: Sommes des carré€M : Carrés

Moyens ;F : Facteur ns: non significatif

Puisque Fcal (1,32) est strictement ieféria Ftab (2,61), on accepte donc I'hypothése
nulle H, et on rejette | Il n’y a donc pas de différence significative rentes répétitions
(tests). (P< 0,05)
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Figure 10: Sensibilité deCandida albicans I'extrait total aqueux (Eaq)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dem@gau fur et a mesure que la concentration @dixdugmente.

La courbe s'annule & 300 mg/mL. Cette valeur eatda concentration minimale a laquelle 'Eaq €endida

albicans La Cky est la concentration a laquelle la moitié des germs inhibé. C'est une valeur qui est

déterminée graphiquement.
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B- Effet de I'extrait total aqueux (Eaq) sur Cryptococcus neoformans

100
90 Clso = 14,3 = 2,4 mg/ml
80 7 CMF =300 mg/ml
70 -
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50 4 CMF
40 4 i
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Survivance de C. neoformans (%)
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Concentrations de I'Eaq {mg/mil)

Clso

Figure 11 : Sensibilité deCryptococcus neoformargsl’extrait total aqueux
(Eaq)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dem@®au fur et & mesure que la concentration digxiugmente.
La courbe s’annule a 300 mg/mL. Cette valeur estcdia concentration minimale a laquelle 'Eaqg tue
Cryptococcus neoformansa Ckg est la concentration a laquelle la moitié des gerest inhibé. C’est une

valeur qui est déterminée graphiquement.
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C- Effet de I'extrait total aqueux (Eaq) surAspergillus fumigatus

100
90 Clsg = 12,47 £ 0,75 mg/m
80 CMF = 300 mg/ml
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Clsg

Figure 12 : Sensibilité deAspergillus fumigatua I'extrait total aqueux (Eaq)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dem@gau fur et a mesure que la concentration @didugmente.
La courbe s’annule & 300 mg/mL. Cette valeur estcdia concentration minimale a laquelle 'Eaq tue
Aspergillus fumigatusLa Ckgest la concentration a laquelle la moitié des gerest inhibé. C’est une valeur

qui est déterminée graphiquement.
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D- Courbes de sensibilité et parametres antifongicggs comparés

Survivance des germes (%)

0 50 100 150 200 250 300

Concentrations de I'Eaq (mg/ml)

—— Cryptococcus neoformans  —%— Aspergillus fumigatus  —— Candida albicans

Figure 13 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans
a I'extrait total aqueux (Eaq)

CMF : Concentration Minimale Fongicide

La figure 13 montre, le regroupement sae méme figure, les trois courbes de sensibiliterous
précédemment. Cette fagon de faire permet de ca@npes courbes obtenues par les trois germes. Cette

comparaison s'avere difficile ici car les trois does de sensibilité ont la méme CMF (300 mg/mL).
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Tableau Il : Parametres antifongiques comparés de I'extrait tmjueux (Eaq)

Aspergillus fumigatus Cryptococcus neoformans Gdmndibicans

Extraits Clso CMF Clso CMF Clso CMF
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Eaq 12,47 + 0,75 300 14,3+2,4 300 15,51 +1,03 300

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Le tableau Il présente leffet deextrait total aqueux (Eaq) sur les trois

champignons testés. Les trois germes ont la mémee &Mifferent par leur G4. Aspergillus
fumigatusse présente comme le germe le plus sensibGaetlida albicanscomme le plus

résistant.
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- IlI- 2 Influence de I'Extraits éthanoliqgue 70% (Eeth) de
Morinda morindoides sur la croissancen vitro de Candida
albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus

fumigatus.
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Les effets de I'Extrait éthanolique 70deth) de Morinda morindoidessur la
croissancen vitro de Candida albicansCryptococcus neoformaret Aspergillusfumigatus

ont donné les résultats suivants :

Les valeurs obtenues ont permi les tracés desefigliB, 14 et 15. Ce sont les courbes de
sensibilité obtenus a partir des pourcentages deivance en fonction des différentes
concentrations de I'Eeth dBlorinda morindoides L’allure globale de ces courbes est
décroissante et exprime l'inhibition progressivedese-dépendante de la croissaimceitro
deC. albicans C. neoforman®t A. fumigatusCes courbes nous ont permis de déterminer les
paramétres antifongiques que sont les Concentgfomur 50% d’Inhibition (Gb) et la
Concentration Minimale Fongicide (CMF).

Pour les trois germes, les valeurs de lg €1 de la CMF sont présentées dans le tableau 1l :
Ainsi pour I'extrait éthanolique 70% (Eeth), less§3ont respectivement de 7,2 + 1,7 mg/mL
pour C. albicans; 6,3 £ 1,5 mg/mL poulC. neoformanset 6,1 £ 2,1 mg/mL pouA.
fumigatus

La CMF est de 25 mg/mL pouE. albicanset C. neoformanset de 12,5 mg/mL pouA.
fumigatus.

La Clsp obtenue ave€. albicansest supérieure a celle obtenue aemeoformangui elle
méme est supérieure a celle obtenue @&damigatus (Clsg c. aicans™> Clso c. neoformans® Clso

A. fumigatu;-

La CMF eSt Identhue pOUI’ deUX germeS CMgbicanS: CMFC neoforman3> CMFA fumigatus
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A- Effet de I'extrait éthanoliqgue 70% (Eeth) surCandida albicans
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Clso=7,2 £ 1,7 mg/ml
CMF = 25 mg/ml

CMF

Survivance de C. albicans (%)

Figure 14: Sensibilité deCandida albicans 'extrait éthanolique 70% (Eeth)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demeeau fur et & mesure que la concentration ddie augmente.
La courbe s’annule a 25 mg/mL. Cette valeur estdarconcentration minimale a laquelle 'Eeth Tandida
albicans La Ckg est la concentration a laquelle la moitié des germst inhibé. C'est une valeur qui est

déterminée graphiquement.
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B- Effet de I'extrait éthanolique 70% (Eeth) surCryptococcus neoformans
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Figure 15: Sensibilité deCryptococcus neoformand I'extrait éthanolique
70% (Eeth)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dem@gau fur et a mesure que la concentration @dixdugmente.
La courbe s’annule a 25 mg/mL. Cette valeur estcdlan concentration minimale a laquelle I'Eeth tue
Cryptococcus neoformanga Ckg est la concentration & laquelle la moitié des gerest inhibé. C'est une

valeur qui est déterminée graphiquement.
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C- Effet de I'extrait éthanolique 70% (Eeth) surAspergillus fumigatus
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Figure 16: Sensibilité deAspergillus fumigatusa I'extrait éthanolique 70%
(Eeth)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demeeau fur et & mesure que la concentration ddie augmente.
La courbe s'annule a 12,5 mg/mL. Cette valeur estcdla concentration minimale a laquelle I'Eeth tue
Aspergillus fumigatusLa Ckgest la concentration a laquelle la moitié des gerest inhibé. C’est une valeur

qui est déterminée graphiquement.
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D- Courbes de sensibilité et parametres antifongiggs comparés

Survivance des germes (%)

0 5 10 16 20 25

Concentrations deI'Eeth
(mg/ml)

—— Cryptococcus neoformans —— Candidaalbicans —— Aspergillus fumigatus

Figure 17 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans
a I'extrait éthanolique 70% (Eeth)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

La figure 17 montre le regroupement soe uméme figure les trois courbes de sensibilitéermis
précédemment avec I'Eeth. Cette facon de faire eed®a comparer les courbes obtenues pour lesgeoines.
Avec Candidaalbicans on a une CMF de 25mg/mL. Alors qu'av€cyptococcumeoformanset Aspergillus

fumigatuson a une CMF de 12,5 mg/mL. Cela signifie qlendidaalbicansest le germe le plus résistant a
I'Eeth.
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Tableau Il : Paramétres antifongiques comparés de I'extradaretique 70%

(Eeth)

Aspergillus fumigatus | Cryptococcus neoformans Candida albicans
Extraits Clso CMF Clso CMF Clso CMF
(mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Eeth 6,1+2,1 12,5 6,3+1,5 25 72+17 25

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Le tableau IIl présente I'effet de I'Eethr les trois champignons testdspergillus
fumigatusse présente comme le germe le plus sensibGaetlida albicanscomme le plus

résistant.
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- Ill- 3 Influence des Extraits acétatique BO (Eac H,0O) et
acétatique (Eac) deMorinda morindoides sur la croissance

in vitro de Candida albicans, Cryptococcus neoformans et

Aspergillus fumigatus.
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Les effets des différents extraitgtatique kD (Eac HO) et acétatique (Eac)) de
Morinda morindoidessur la croissancean vitro de Candida albicans Cryptococcus

neoformanset Aspergillusftumigatusont donné les résultats suivants :

1- Effet de I'extrait acétatique (Eac) deMorinda morindoides sur la croissancein
vitro de C. albicans, C. neoformans et A. fumigatus.

Les valeurs obtenues ont permi les tracés desefgliv, 18 et 19. Ce sont les courbes de
sensibilité¢ obtenus a partir des pourcentages deivance en fonction des différentes
concentrations de I'Eac d®orinda morindoides L’'allure globale de ces courbes est
décroissante et exprime l'inhibition progressivedese-dépendante de la croissaimceitro
deC. albicans C. neoformangtA. fumigatusCes courbes nous ont permis de déterminer les
parametres antifongiques que sont les Concentgafomur 50% d’Inhibition (Gb) et la
Concentration Minimale Fongicide (CMF).
Pour les trois germes, les valeurs de kg € de la CMF sont présentées dans le tableau IV :
Ainsi pour I'extrait acétatique (Eac), lessgsont respectivement de 1,4 + 0,05 mg/mL pour
C. albicans; 1,35 £ 0,8 mg/mL pou€. neoformangt 1,25 + 0,5 mg/mL pouk. fumigatus
La CMF est de 6,25 mg/mL po@. albicanset 3,125 mg/mL pou€. neoformanset pourA.
fumigatus.
La Clspobtenue ave€. albicansest supérieure a celle obtenue aemeoformangui elle
méme est supérieure a celle obtenue @&damigatus (Clsp c. aicans™> Clso c. neoformans® Clso

A. fumigatua-
La CMF eSt Identhue pOUI’ deUX germeS CMgb|cans> CMFC neoformans: CMFA fumigatus

2- Effet de l'extrait acétatique H,O (Eac HO) de Morinda morindoides sur la
croissancen vitro de C. albicans, C. neoformans et A. fumigatus.

Les figures 21, 22 et 23 montrent I'évimntdu pourcentage de survivance des germes
en présence et en absence des différentes corizerdrale I'extrait acétatique .B de
Morinda morindoides Ces figures indiquent qu’en absence de I'ext(@itmg/mL), la
survivance des germes est de 100%. L'addition d&&sehtes concentrations de cet extrait
au milieu de culture entraine une diminution pregiee tres lente dose-dépendante de la
croissance des germes. Jusqu'a 12,5 mg/mL auctiigtion n’apparait pour aucun de ces
germes. L’activité de cet extrait est tellemenblaique la détermination des paramétres

antifongiques est impossible.
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A- Effet de I'extrait acétatique (Eac) surCandida albicans
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Figure 18 :Sensibilité deCandida albicans I'extrait acétatique (Eac)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dasggeau fur et a mesure que la concentration ddie augmente.
La courbe s’annule a 6,25 mg/mL. Cette valeur estda concentration minimale a laquelle 'Eac Gandida
albicans La Ckg est la concentration a laquelle la moitié des germst inhibé. C'est une valeur qui est

déterminée graphiquement.
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B- Effet de I'extrait acétatique (Eac) surCryptococcus neoformans
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Figure 19 : Sensibilité deCryptococcus neoformand I'extrait acétatique

(Eac)
Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dasggeau fur et a mesure que la concentration ddie augmente.

La courbe s’annule a 3,125 mg/mL. Cette valeur desic la concentration minimale a laquelle I'Eac tue

Cryptococcus neoformansa Ckg est la concentration a laquelle la moitié des gerest inhibé. C'est une

valeur qui est déterminée graphiquement.
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C- Effet de I'extrait acétatique (Eac) surAspergillus fumigatus
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Figure 20 : Sensibilité deAspergillus fumigatua I'extrait acétatique (Eac)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dasngs au fur et & mesure que la concentration ederdit
augmente. La courbe s’annule a 3,125 mg/mL. Cetieuv est donc la concentration minimale a laquétiac
tue Aspergillus fumigatusLa Ckg est la concentration a laquelle la moitié des gerest inhibé. C'est une

valeur qui est déterminée graphiquement.
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Figure 21 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans
al'Eac

La figure 21 montre le regroupement sur um@&mne figure les trois courbes de sensibilité algen
précédemment avec I'Eac. Cette facon de faire pedme&omparer les courbes obtenues pour les tesines.
Avec Candidaalbicans on a une CMF de 6,5mg/mL. Alors qu'av€cyptococcuseoformanset Aspergillus

fumigatuson a une CMF de 3,125 mg/mL. Cela signifie @andidaalbicansest le germe le plus résistant a
I'Eac.
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D- Effet de I'extrait acétatique H,O (Eac H,0) sur Candida albicans
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Figure 22: Sensibilité deCandida albicansa I'extrait acétatique aqueux (Eac
H,0)

Cette courbe représente la survie desngs au fur et a mesure que la concentration edardit
augmente. La courbe ne s’annule pas jusqu’a laecgration maximale que nous nous sommes fixée (12,5
mg/mL). Etant donné que la courbe ne s’annule faa¢ H,O ne permet donc pas d’obtenir une CMF a la

concentration maximale de 12,5 mg/mL €andida albicans La Cky n’a également pas pu étre déterminée.
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E- Effet de I'extrait acétatique H,0O (Eac H,0) sur Cryptococcus neoformans
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Figure 23 : Sensibilité deCryptococcus neoformand l'extrait acétatique

aqueux (Eac D)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dasggeau fur et a mesure que la concentration ddie augmente.
La courbe ne s’annule pas jusqu’a la concentratiarimale que nous nous sommes fixée (12,5 mg/miantE
donné que la courbe ne s’annule pas, I'Ea® He permet donc pas d'obtenir une CMF a la conatomn

maximale de 12,5 mg/mL s@ryptococcus neoformand.a Cky n'a également pas pu étre déterminée.
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F- Effet de I'extrait acétatique H,O (Eac H,0) sur Aspergillus fumigatus
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Figure 24 : Snsibilité deAspergillus fumigatua I'extrait acétatique agueux
(Eac HO)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dameeau fur et & mesure que la concentration ddie augmente.
La courbe ne s’annule pas jusgqu’a la concentratiarimale que nous nous sommes fixée (12,5 mg/ntahtE
donné que la courbe ne s’annule pas, I'Ea® lHe permet donc pas d'obtenir une CMF & la conaton

maximale de 12,5 mg/mL siéspergillusfumigatus La Ckg n'a également pas pu étre déterminée.
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Figure 25 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans

a I'extrait acétatique aqueux (Eae®)

La figure 25 montre le regroupement sur um@&mne figure les trois courbes de sensibilité alden
précédemment avec I'Eac,®. Cette fagon de faire permet de comparer lesbesuobtenues pour les trois
germes. Ici faire une comparaison s'avere trescdéf Les trois courbes ont pratiquement la mérhere Il
n'existe pas de CMF ni de &la la concentration maximale de 12,5 mg/mL. L'Eag Ha pratiquement pas
d’activité antifongique sur les germes de notrelétu
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G- Courbes de sensibilité et paramétres antifongiges compareés
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Figure 26 : Activité comparée de l'extrait acétatique et ltait acétatique

aqueux (Eac D) sur la croissance d& neoformans

La figure 26 présente sur une mémerdéidas antifongiques obtenus avec I'Eac et I'EgO Hur la
croissancen vitro de C. neoformansCela permet de comparer les deux courbes. Lébeonistenue avec I'Eac
H,O devient pratiquement paralléle & I'axe des akssi d'ou la non détermination de la CMF. Alors celée

obtenue avec I'Eac a une pente trés forte. L’'Edorac une meilleure activité que 'Eac®

BAGRE ISSA 20 PHARMACODYNAMIE BIOCHIMIQUE



THESE UNIQUE BIOCHIMIE - MICROBIOLOGIE

100 +
20 ¢
B0 -
70 A
B0 -
50 ~
40
30 A
20 1
10 A
0 + T T . T 1
0 10 20 30 40 50
Concentrations (mg/ml)

Survivance de Candida albicans (%)

—e—Fac ——EacH20

Figure 27 : Activité comparée de l'extrait acétatique et ltait acétatique

aqueux (Eac FD) sur la croissance d& albicans

La figure 27 présente sur une mémerdéidas antifongiques obtenus avec I'Eac et I'EgO Hur la
croissancen vitro de C. neoformansCela permet de comparer les deux courbes. Lébeafstenue avec I'Eac
H,O devient pratiquement paralléle a I'axe des alsssi d'ou la non détermination de la CMF. Alors geiée

obtenue avec I'Eac a une pente trés forte. L’'Edorac une meilleure activité que 'Eac®
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Figure 28 : Activité comparée de l'extrait acétatique et lraxt acétatique

aqueux (Eac BD) sur la croissance de fumigatus

La figure 28 présente sur une mémerdéigas antifongiques obtenus avec I'Eac et I'EgO Hur la
croissanceén vitro de C. neoformansCela permet de comparer les deux courbes. Lébeonistenue avec I'Eac
H,O devient pratiquement paralléle & I'axe des alsssi d'ou la non détermination de la CMF. Alors celée

obtenue avec I'Eac a une pente tres forte. L’Ederec une meilleure activité que 'Eag®l
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Tableau IV : Paramétres antifongiques comparés de I'extraittigée et

I'extrait acétatique aqueux (Eac®)

Aspergillus fumigatus Cryptococcus Candida albicans
Extraits neoformans
Clso CMF Clso CMF Clso CMF

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Eac HO | indéterminée indéterminég indéterminée indéterminéeg indéterminée indéterminée

Eac 1,25+0,5 3,125 1,35+0,8 3,125 1,4+0,05 6,25

Le tableau IV montre que I'Eac est trésfaur les trois germes fongiques que 'Ea®©OHCes résultats

viennent nous conforter dans notre position sedguélle I'acétate d’éthyle extrait mieux les prpes actifs de
notre plante.
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- 1ll- 4 Influence des fractions F1, F2, F3 et F4 delorinda
morindoides sur la croissancan vitro de Candida albicans,

Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus.
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Les effets des différentes fractions (F2, F3 et F4) déMorinda morindoidessur la
croissancen vitro de Candida albicansCryptococcus neoformaret Aspergillusfumigatus

ont donné les résultats suivants :

1- Effet de la Fraction 1 (F1) deMorinda morindoides sur la croissancen vitro de C.
albicans, C. neoformans et A. fumigatus.

Les valeurs obtenues ont permi les tracés desefg8, 29 et 30. Ce sont les courbes de
sensibilité obtenus a partir des pourcentages deivance en fonction des différentes
concentrations de la F1 ddorinda morindoides L’allure globale de ces courbes est
décroissante et exprime l'inhibition progressivedese-dépendante de la croissaimceitro
deC. albicans C. neoformangtA. fumigatusCes courbes nous ont permis de déterminer les
parametres antifongiques que sont les Concentgafomur 50% d’Inhibition (Gb) et la
Concentration Minimale Fongicide (CMF).
Pour les trois germes, les valeurs de kg € de la CMF sont présentées dans le tableau V :
Ainsi pour la F1 les G sont respectivement de 0,151 + 0,1 mg/mL gualbicans; 0,08 +
0,02 mg/mL pouc. neoformangt 0,04 £+ 0,5 mg/mL pouk. fumigatus
La CMF est de 0,78 mg/mL po@. albicanset pourC. neoformanset de 0,195 mg/mL pour
A. fumigatus.
La Clspobtenue ave€. albicansest supérieure a celle obtenue aemeoformangui elle
méme est supérieure a celle obtenue @&damigatus (Clsp c. aicans™> Clso c. neoformans® Clso
A. fumigatu}-
La CMF est identique pour deux germes. CMmicans= CMF ¢ neoformans® CMF A fumigatus

2- Effet de la fraction 2 (F2) deMorinda morindoides sur la croissancen vitro de C.

albicans, C. neoformans et A. fumigatus.

Les figures 32, 33 et 34 montrent I'évantdu pourcentage de survivance des germes
en présence et en absence des différentes corimergrde la F2 délorinda morindoides
Ces figures indiquent qu’en absence de I'extraitn@mL), la survivance des germes est de
100%. L’addition des différentes concentrations dette fraction au milieu de culture
entraine une diminution progressive dose-dépendtnta croissance des germes. A partir de
3,125 mg/mL poulC. albicanset 1,56 mg/mL pou€. neoformanst pourA. fumigatuson
note une inhibition compléte de ces germes.

Les courbes de sensibilité obtenues, traduisesenaibilité des différents germes a la fraction

2. Ces courbes ont permis de déterminer lgg Ces Cdy sont respectivement de 0,45 £ 0,15
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mg/mL pourC. albicans 0,4 + 0,1 mg/mL pou€. neoformant de 0,38 + 0,08 mg/mL pour
A. fumigatus

3- Effet de la fraction 3 (F3) deMorinda morindoides sur la croissancen vitro de C.
albicans, C. neoformans et A. fumigatus.

La sensibilité de&C. albicans C. neoformanset A. fumigatusa la F3 deMorinda
morindoidesest donnée par les figures 36, 37 et 38. L'all&geroissante de ces différentes
courbes indique une réduction progressive tres lehtdose-dépendante du pourcentage de
survivance en présence des différentes concentsatie I'extrait. La faiblesse de l'activité ne
permet pas de déterminer de paramétres antifongjique

4- Effet de la fraction 4 (F4) de Morinda morindoides sur la croissancen vitro de C.
albicans, C. neoformans et A. fumigatus.

La sensibilité de&C. albicans C. neoformanset A. fumigatusa la F4 deMorinda
morindoidesest donnée par les figures 40, 41 et 42. L’'aliléeroissante de ces différentes
courbes indique une réduction progressive et dépefttlante du pourcentage de survivance
en présence des différentes concentrations dadéidn. L'inhibition des germes en présence
de la F4 existe mais elle est trés faible ; d’ampossibilité de déterminer les paramétres

antifongiques jusqu’a une concentration de 6,25mwhg/

5- Parametres antifongiques comparés

Les courbes de sensibilité des figures 4Bl.et 46, et le Tableau V présentent les
sensibilités comparées des différents germes awtrejuractions étudiées. Ces figures
donnent les paramétres antifongiques comparésp&ametres n’ont pu étre déterminés que
pour la F1 et la F2. Ainsi :

PourC. albicansla Ckp= 0,151 = 0,1 mg/mL pour la F1 et 0,15 £ 4,1 mg/palur la F2.
PourC. neoformanga Cky = 0,08 £ 0,02 mg/mL pour la F1 et 0,4 + 0,1 mg/pdur la F2.
PourA. fumigatusla Cko = 0,04 £ 0,01 mg/mL pour la F1 et 0,38 + 0,08 mgfour la F2.
En ce concerne les CMF, nous obtenons :

- PourC. albicans CMF F1 = 0,78 mg/mL et CMF F2 = 3,125 mg/mL.

- PourC. neoformansCMF F1 = 0,78 mg/mL et CMF F2 = 1,56 mg/mL

- PourA. fumigatus CMF F1 = 0,195 mg/mL et CMF F2 = 1,56 mg/mL.
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A- Effet de la fraction 1 (F1) sur Candida albicans
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Figure 29:Sensibilité deCandida albicans la fraction 1 (F1)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demegau fur et a mesure que la concentration & laugmente.
La courbe s’annule a 0,78 mg/mL. Cette valeur eatda concentration minimale a laquelle la F1®@amdida
albicans La Ckg est la concentration a laquelle la moitié des germst inhibé. C'est une valeur qui est

déterminée graphiquement.
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B- Effet de la fraction 1(F2) sur Cryptococcus neoformans
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Figure 30 : Sensibilité deCryptococcus neoformansla fraction 1 (F1)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demegau fur et a mesure que la concentration & laugmente.

La courbe s'annule a 0,78 mg/mL. Cette valeurdsic la concentration minimale a laquelle la F1 tue

Cryptococcus neoformansa Ckg est la concentration a laquelle la moitié des gerest inhibé. C'est une

valeur qui est déterminée graphiquement.
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C- Effet de la fraction 1 (F1) sur Aspergillus fumigatus
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Figure 31 :Sensibilité deAspergillus fumigatua la fraction 1 (F1)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demegau fur et a mesure que la concentration & laugmente.
La courbe s’annule 0,195 mg/mL. Cette valeur estcdla concentration minimale a laquelle la F1 tue
Aspergillus fumigatusLa Ckgest la concentration a laquelle la moitié des gerew inhibé. C’est une valeur

qui est déterminée graphiquement.
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Figure 32 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans
a la fraction 1 (F1)

La figure 32 montre le regroupement soe unéme figure les trois courbes de sensibilitéernlx
précédemment avec la F1. Cette facon de faire piedeneomparer les courbes obtenues pour les tevimes.
Avec Candidaalbicanset Cryptococcusieoformanson a une CMF de 0,78 mg/mL. Alors qu'avespergillus

fumigatuson a une CMF de 0,195 mg/mL. Cela signifie gspergillusfumigatusest le germe le plus sensible a
la F1.
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D- Effet de la fraction 2 (F2) sur Candida albicans
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Figure 33 : Sensibilité de&Candida albicans la fraction 2 (F2)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demegau fur et a mesure que la concentration & laugmente.
La courbe s’annule a 3,125 mg/mL. Cette valeudest la concentration minimale a laquelle la F2Gaadida
albicans La Ckg est la concentration a laquelle la moitié des germst inhibé. C'est une valeur qui est

déterminée graphiquement.
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E- Effet de la fraction 2 (F2) sur Cryptococcus neoformans
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Figure 34 : Sensibilité deCryptococcus neoformansla fraction 2 (F2)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demegau fur et a mesure que la concentration &2 laugmente.
La courbe s’annule a 1,56 mg/mL. Cette valeur esicdla concentration minimale a laquelle la F2 tue
Cryptococcus neoformanga Ckg est la concentration & laquelle la moitié des gerest inhibé. C'est une

valeur qui est déterminée graphiquement.
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F- Effet de la fraction 2 (F2) sur Aspergillus fumigatus
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Figure 35 : Sensibilité déAspergillus fumigatua la fraction 2 (F2)
Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demegau fur et a mesure que la concentration & laugmente.
La courbe s’annule a 1,56 mg/mL. Cette valeur esicdla concentration minimale a laquelle la F2 tue
Aspergillus fumigatusLa Ckgest la concentration a laquelle la moitié des gerew inhibé. C’est une valeur

qui est déterminée graphiquement.
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Figure 36 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans
a la fraction 2 (F2)

La figure 36 montre le regroupement soe uméme figure les trois courbes de sensibilitéermis
précédemment avec la F2. Cette facon de faire peteneomparer les courbes obtenues pour les tesines.
Avec Candidaalbicanset Cryptococcusieoformanson a une CMF de 1,56 mg/mL. Alors qu'avespergillus

fumigatuson a une CMF de 3,125 mg/mL. Cela signifie gspergillusfumigatusest le germe le plus sensible a
la F2.
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G- Effet de la fraction 3 (F3) sur Candida albicans
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Figure 37 : Sensibilité deCandida albicans la fraction 3 (F3)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dameeau fur et & mesure que la concentration ddie augmente.

La courbe ne s’annule pas jusgqu’a la concentratiarimale que nous nous sommes fixée (6,25 mg/ntanhtE

donné que la courbe ne s’annule pas, la F3 ne pelone pas d'obtenir une CMF a la concentrationimaile

de 6,25 mg/mL su€andida albicans La Ckg n'a également pas pu étre déterminée.
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H- Effet de la fraction 3 (F3) sur Cryptococcus neoformans
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Figure 38 :Sensibilité deCryptococcus neoformarsla fraction 3 (F3)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente

la survie desngs au fur et & mesure que la concentration edardit

augmente. La courbe ne s’annule pas jusqu’a laemdration maximale que nous nous sommes fixée (6,25

mg/mL). Etant donné que la courbe ne s’annule fmd$;3 ne permet donc pas d'obtenir une CMF a la

concentration maximale de 6,25 mg/mL $Enyptococcus neoformansLa Cky n'a également pas pu étre

déterminée.
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|- Effet de la fraction 3 (F3) sur Aspergillus fumigatus
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Figure 39 : Sensibilité déAspergillus fumigatua la fraction 3 (F3)
Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie demeeau fur et & mesure que la concentration ddie augmente.
La courbe ne s’annule pas jusgqu’a la concentratiarimale que nous nous sommes fixée (6,25 mg/ntanhtE
donné que la courbe ne s’annule pas, la F3 ne paone pas d’obtenir une CMF a la concentrationimale

de 6,25 mg/mL sufAspergillus fumigatusLa Ckg n'a également pas pu étre déterminée.
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Figure 40 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans
a la fraction 3 (F3)

La figure 40 montre le regroupement sue uméme figure les trois courbes de sensibilité ralste
précédemment avec la F3. Cette facon de faire piedeneomparer les courbes obtenues pour les tevimes.
Ici faire une comparaison s’avere tres difficil@slirois courbes ont pratiguement la méme alllreéexiste pas
de CMF ni de G a la concentration maximale de 6,25 mg/mL. La F8 pratiquement pas d'activité

antifongique sur les germes de notre étude.
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J- Effet de la fraction 4 (F4) sur Candida albicans
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Figure 41 : Sensibilité deCandida albicans la fraction 4 (F4)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dameeau fur et & mesure que la concentration ddie augmente.

La courbe ne s’annule pas jusqu’a la concentratiarimale que nous nous sommes fixée (6,25 mg/miantE
donné que la courbe ne s’annule pas, la F4 ne pelone pas d’obtenir une CMF a la concentrationimale

de 6,25 mg/mL su€andida albicans La Cky n’a également pas pu étre déterminée.
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K- Effet de la fraction 4 (F4) sur Aspergillus fumigatus
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Figure 42 : Sensibilité déAspergillus fumigatua la fraction 4 (F4)
Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dameeau fur et & mesure que la concentration ddie augmente.
La courbe ne s’annule pas jusqu’a la concentratiarimale que nous nous sommes fixée (6,25 mg/miantE
donné que la courbe ne s’annule pas, la F4 ne palone pas d’obtenir une CMF a la concentrationimale

de 6,25 mg/mL sufAspergillus fumigatusLa Ckg n'a également pas pu étre déterminée.
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L- Effet de la fraction 4 (F4) sur Cryptococcus neoformans
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Figure 43 : Sensibilité deCryptococcus neoformansla fraction 4 (F4)

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Cette courbe représente la survie dasggeau fur et a mesure que la concentration ddie augmente.

La courbe ne s’annule pas jusqu’a la concentratiarimale que nous nous sommes fixée (6,25 mg/miantE

donné que la courbe ne s’annule pas, la F4 ne palone pas d’obtenir une CMF a la concentrationimale

de 6,25 mg/mL suhspergillus fumigatusLa Cky n’a également pas pu étre déterminée.

BAGRE ISSA

111 PHARMACODYNAMIE BIOCHIMIQUE



THESE UNIQUE BIOCHIMIE - MICROBIOLOGIE

100 4
90 -
80 -
70 A

50 -
40 -
30 -
20 -
10 A
D T T T T 1

0 1,25 2,5 3,75 5 6,25
Concentrations de laF4 {mg/ml)

Survivance des germes (%)

—— Cryptococcus neoformans —=— Candida albicans —— Aspergillus fumigatus

Figure 44 : Sensibilité comparée de. albicans A. fumigatuset C. neoformans
a la fraction 4 (F4)

La figure 44 montre le regroupement sur um@&me figure les trois courbes de sensibilité algen
précédemment avec la F4. Cette facon de faire peteneomparer les courbes obtenues pour les tesines.
Ici faire une comparaison s’avére trés difficil@slirois courbes ont pratiquement la méme alllréexiste pas
de CMF ni de G a la concentration maximale de 6,25 mg/mL. La Fa pratiquement pas d'activité

antifongique sur les germes de notre étude.
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M- Courbes de sensibilité et parametres antifongigges comparés
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Figure 45: Sensibilité deCandida albicans la F1, la F2, la F3 et la F4

La figure 45 représente les courbes dsilsitité obtenus aprés 'action des fractions F2,, IF3 et F4 sur la
croissancen vitro de Candida albicansPlus la pente de la courbe est forte, plus Nitétide la fraction est
élevée. La F1 apparait donc comme la fractionda pttive contr€. albicans
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Figure 46 : Sensibilité deCryptococcus neoformarsla F1, la F2, la F3 et la F4

La figure 46 représente les courbes dsilsitité obtenus aprés 'action des fractions F2,, IF3 et F4 sur la
croissancen vitro de Cryptococcus neoformanPBlus la pente de la courbe est forte, plus Nététide la fraction

est élevée. La F1 apparait donc comme la fractigoius active contr€. neoformans
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Figure 47 : Sensibilité deAspergillus fumigatua la F1, la F2, la F3 et la F4

La figure 47 représente les courbes dsilséité obtenus aprés I'action des fractions FA4, IF3 et F4 sur la
croissancen vitro de Aspergillus fumigatusPlus la pente de la courbe est forte, plus V#tétide la fraction est

élevée. La F1 apparait donc comme la fractionda pttive contrd. fumigatus
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Tableau V : Parametres antifongiques de la F1, la F2, la i34

Aspergillus fumigatus Cryptococcus Candida albicans
Extraits neoformans
Clso CMF Clso CMF Clso CMF

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

F1 0,04 +0,01 0,195 0,08 + 0,02 0,78 0,151 +0,1 0,78

F2 0,38 +0,08 1,56 0,4+0,1 1,56 0,45 + 0,15 23,1
F3 indéterminée indéterminég indéterminég indéterminég indéterminéeg indéterminée
F4 indéterminée indéterminég indéterminég indéterminég indéterminég indéterminée

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition
CMF : Concentration Minimale Fongicide

Le tableau V présente I'activité des fiats F1, F2, F3 et F4 sur la croissanteitro des trois germes
fongiques. Seules la F1 et la F2 affichent uneviétitrés considérableA. fumigatusapparait comme le
champignon le plus sensible, suivi @2 neoformansC. albicansapparait comme le champignon le plus
résistant. La mention « indéterminée » signifie tpgarameétre antifongique n'a pas pu étre déterrairia

concentration maximale de 6,25 mg/mL que nous soosmes fixée.
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[lI- 5 RECAPITULATIF DES RESULTATS

Le tableau suivant présente le récapitulatif dealtéts obtenus pour tous les extraits étudiés.

Tableau VI : Récapitulatifs deparametres antifongiques

Aspergillus fumigatus Cryptococcus Candida albicans
Extraits neoformans
Clso CMF Clso CMF Clso CMF
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Eaq 12,47 + 0,75 300 143+2/4 300 15,51 +1,03 300
Eeth 6,1+2]1 12,5 6,3+1,5 25 7,2+17 25
Eac 1,25+0,5 3,125 1,35+0,8 3,125 1,4 +0,05 6,25
Eac HO indéterminéeg indéterminée indéterminég indéterminég indéterminég indéterminée
F1 0,04 +0,01 0,195 0,08 + 0,02 0,78 0,151 +0,1 0,78
F2 0,38 + 0,08 1,56 0,4+0,1 1,56 0,45+0,15 3,125
F3 indéterminée indéterminée indéterminég indéterminég indéterminég indéterminée
F4 indéterminée indéterminée indéterminég indéterminég indéterminég indéterminée

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Au fur et a mesure qu’on avance, lesagtstdeviennent de plus en plus actifs. Cela cowique le choix

des solvants d’extraction est le bon. L'activitéldeac H,O, de la F3 et de la F4 qui est pratiquement nulle,

montre que les séparations entre solvants et at&ons ont été bien menées.
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Les figures 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,55 et le tableau VII suivants présentent les
évolutions de l'activité antifongique ddorinda morindoidesdepuis I'extrait total aqueux a
la F1.

Les figures 48, 49 et G@présentant les courbes de sensibilité comparé&ds,
I'Eeth, 'Eac et la F1 pour les trois germes soumisotre étude, nous montre la nette
évolution de I'efficacité du premier extrait au dier. Ces figures résument tout le travail que
nous avons effectué. On constate que les courbssrdgbilité de la F1 sont confondus avec
I'axe des ordonnées. Cela montre I'efficacité déeckeaction.

Les histogrammes des figures 51 a 56 ptéstla nette évolution des parametres
antifongiques, sur les trois germes testés, ddréigxotal aqueux (Eaq) a la fraction 1 (F1).
Au fur et a mesure que ces parametres deécroisbaativité antifongique de I'extrait
augmente.

Le tableau VII résume I'évolution desgragétres antifongiques des extraitdvtainda
morindoides qui sont 'Eaq, I'Eeth, 'Eac et la F1. On remageqque les valeurs diminuent de
'Eaq ala F1. Ce qui nous permet d’affirmer qo¢r@ méthode de travail peut constituer une

méthode de concentration des principes actifsuetderification.
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Figure 48: Courbes de sensibilités comparées de I'Eaq, I'Béflac et la F1

pour Cryptococcus neoformans.

La figure 48 représente les résultataiaatifs obtenus pou€. neoformansL’augmentation de la pente
des courbes traduit 'augmentation de I'activitérdextrait a I'autre. La courbe représentant Ifamgigramme
de la F1 est pratiguement confondue a I'axe desronées. Cela traduit le fait que la F1 a une trasdg

activité sur la croissande vitro deC. neoformans
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Figure 49: Courbes de sensibilités comparées de I'Eaq, 'HdHac et la F1
pourCandida albicans.

La figure 49 représente les résultataifagtifs obtenus pou€. albicans L'augmentation de la pente des
courbes traduit I'augmentation de I'activité d'uxtrait & I'autre. La courbe représentant I'antifgigmme de la
F1 est pratiguement confondue a I'axe des ordoni@&sa traduit le fait que la F1 a une trés graactesité sur

la croissancén vitro deC. albicans
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Figure 50 : Courbes de sensibilités comparées de I'Eaq, I'HdEac et la F1
pourAspergillus fumigatus.

La figure 50 représente les résultataiiggtifs obtenus pouA. fumigatusL’augmentation de la pente
des courbes traduit 'augmentation de I'activitérdextrait a I'autre. La courbe représentant Ifamgigramme
de la F1 est pratiquement confondue a I'axe desrmées. Cela traduit le fait que la F1 a une tramdg

activité sur la croissange vitro de A. fumigatus
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Tableau VII : Evolution des parametres antifongiques de I'extadl aqueux,

de la fraction F1 a partir de I'extrait éthanolidi@ et I'extrait acétatique.

Aspergillus fumigatus Cryptococcus Candida albicans
neoformans
Extraits
Clso CMF Clso CMF Clso CMF

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) | (mg/mL)
Eaq 12,47 £ 0,75 300 143+24 300 15,51 +1,03) 300
Eeth 6,1+21 12,5 6,3+1,5 25 7,2+1,7 25
Eac 1,25+0,5 3,125 1,35+0,8 3,125 1,4+0,05 6,25
F1 0,04 £0,01 0,195 0,08 £ 0,02 0,78

0,151 +0,1 0,78

Clso : Concentration pour 50% d’Inhibition

CMF : Concentration Minimale Fongicide

Le tableau VIl est le récapitulatif des résultatportants obtenus aprés notre étude. La F1 est

la fraction la plus active sur la croissameevitro des germes étudiéaspergillus fumigatus

est le germe le plus sensible, suivi@eneoformanspuis deC. albicans
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-6 TRI PHYTOCHIMIQUES DES EXTRAITS

Les résultats du tri phytochimique dedédénts extraits aqueux (Eaq), éthanolique
(Eeth), acétatique (Eac), la fraction 1 (F1) etlaldraction 2 (F2) sont présentés dans le
tableau VIII et qui donne la composition chimiqueers extraits.

Dans le tableau le signe - indique que le groupemigiie recherché est absent dans l'extrait.
Le signe + montre que le groupe recherché estmprésms |'extrait. Les signes ++ indiquent
que le groupe chimique recherché est abondantmzres extrait et +++ indique qu'il est tres
abondant. Nous avons recherché dans les difféeattitaits huit groupes chimiques qui sont
les alcaloides, les polyphénols, les tanins caéesi, les tanins galliques, les flavonoides, les
saponosides, les quinones et les stérols.

Ce tableau montre que l'extrait total aqueux (Eztient dans les proportions différentes
tous les groupes chimigues recherchés. Cet exsdittrés riche en saponosides et en
flavonoides, riche en alcaloides, polyphénols etaaims catéchiques et peu riche en tanins
galliques, quinones et en stérols

L'extrait éthanolique 70% (Eeth) est tres riche afraloides et en saponosides, riche en
polyphénols et peu riche en tanins galliques etatejues, en flavonoides, en quinones et en
stérols.

L'extrait acétatique (Eac) est tres riche en aidal®et riche en polyphénols, en flavonoides et
en stérols. Il contient peu de saponosides.

La fraction 1 (F1) ne contient que deux élémerds:dlcaloides et les stérols qui sont trés
abondants dans cette fraction.
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Les résultats sont consignés dans le tableau ViNbst :

Tableau VIII: Composition chimique des extraits Eaq, Eeth, Escles
fractions F1 et F2

Extrait Extrait Extrait Fraction 1 Fraction 2
total éthanolique | acétatique (F1) (F2)
aqueux 70% (Eac)
(Eaq) (Eeth)
Alcaloides ++ +++ +++ +++ i
Polyphénols ++ ++ + - )
Tanins
catéchiques ++ + - - i
Tanins
galliques + + - - i
. +
Flavonoides +++ + ++ -
Saponosides +++ +++ + - )
Quinones + + - - i
Stérols + + ++ +++ ++
- : Absence
+ : Présence

++ : Abondant

+++ : Trés abondant

Le tableau VIII présente la composition chimique rdes extraits. Au fur et a mesure qu’on avancesdan

I'extraction, certains groupes chimiques dispamisgpendant que d’autres se concentrent d’avantage
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[lI-7 CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM) DE LA FRACTION 1
(F1)

Apres le tri phytochimique, nous avons voulu isdies composés présents dans la
fraction 1.

Apres migration de la phase mobile, et apres sé&;hame seule tache bien distincte
apparait sur le chromatogramme. La révélation danchtogramme a été faite avec le réactif
de Dragendorff et a I'orthovaniline. Ces deux rat@élirs se sont avérés positif preuve de la
confirmation de I'existence de stérols et d’alcaési dans cette fraction.
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IV

DISCUSSION ET CONCLUSION
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1- DISCUSSION
- Notre travail avait pour objet d’identifier desbstances antifongiques ddorinda

morindoides contre deux types de champignons microscopiqudses champignons
levuriformes Candida albicans et Cryptococcus neoformanset des champignons
filamenteux Aspergillus fumigatys Cette étude nous a conduits a utiliser plusieurs
technigues de chromatographie telles que la chamgrephie liquide — liquide qui est
essentiellement basée sur les partitions des elifférsolvants ; la chromatographie a basse
pression fait intervenir des gels de silice etHaomatographie sur couche mince ou CCM.
Cette étude a fait également intervenir différesdvants a savoir de I'eau distillée, un
mélange éthanol/eau (70/30), un mélange acétatthytbéeau (50/50) et un mélange
dichlorométhane/méthanol (95/5). Ces solvants @mvisa la préparation des différents
extraits que nous avons utilisés lors de nos travau

Pour I'extrait total aqueux (Eaq) qui utilise dedu distillée comme solvant, nos résultats
montrent que comparativement au témoin de conttéleroissance, il y a une diminution
progressive et dose — réponse du nombre de coldaiess trois germes dans les tubes tests
au fur et a mesure que la concentration de notraieaugmente. A la concentration de 300
mg/mL, nous observons qu’aucun germe ne poussel@amse contenant cette concentration
(figure 12). Ainsi notre extrait est donc actif $es germes étudiés et manifeste une activité
antifongique nette en inhibant la croissanice vitro de ces germes. Les parametres
antifongiques déterminés a partir de difféerentesrloes de sensibilité donnent une CMF
identique pour les trois germes (CMF = 300 mg/miLjles Ci, différentes. PouCandida
albicansla Ckg est égale a 15,51 + 1,03 mg/mL. Cettgy@bt de 14,3 + 2,4 mg/mL po(Qr.
neoformanset de 12,47 + 0,75 mg/mL pou. fumigatus La plus faible valeur la G4 est
obtenue aved. fumigatuset la plus forte valeur ave€andidaalbicans Pour comparer la
sensibilité de plusieurs germes qui présententCidE identiques et des gldifférentes vis-
a-vis d’'une substance, il convient de comparersl€ili,. Les CMF obtenues,A. fumigatus

qui présente une &lplus faible se présente comme la souche la phsitde. Nos résultats
sont supérieurs a ceux obtenus par SANOGO (20089 BEaq deAbrus precatoruspour
chacun des mémes germes fongiques. Selon cet adtews precatorusa 150 mg/mL,
inhibe la croissancén vitro de C. albicans Ce méme extrait, a 75 mg/mL, inhibe la
croissancen vitro de C. neoforman®t A. fumigatus Ces germes sont donc plus sensibles a
I'Eaq deAbrus precatorugju’a 'Eaq deMorinda morindoides
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- Dans le but d’améliorer I'activité antifongique textrait total aqueux (Eaq), et abaisser

ainsi la CMF, nous avons utilisé un mélange deastl\éthanol/eau dans les proportions
70/30 pour préparer un extrait. Nous lI'avons appatéait total éthanolique 70% (Eeth). Les
résultats de l'effet de I'Eeth sur la croissameevitro de C. albicans C. neoformanst A.
fumigatus donnent une CMF identique égale a 25mg/mL pour deax champignons
levuriformes C. albicansetC. neoformanset 12,5 mg/mL pouA. fumigatusLes valeurs de
la Clspsont respectivement égales a 7,2 + 1,7 mg/mL @vedbicans; 6,3 + 1,5 mg/mL avec
C. neoformanet 6,1 + 2,1 mg/mL avel. fumigatus Ainsi pour cet extraitA. fumigatuqui
a les plus faibles valeurs de parametres antifaggicse présente comme la souche la plus
sensible a I'Eeth &F. albicansqui a les valeurs les plus élevées, la souchrifarpsistante.
Nos résultats sont différents de ceux obtenus p@kKAH (2004), avec MISCA-F3 et
SANOGO (2007), aveébrus precatorusur les mémes germes. En effet, ACKAH (2004) a
obtenu comme valeurs de la CMF pdiir albicans50 mg/mL ; pourC. neoformans50
mg/mL et pourA. fumigatus 18,75 mg/mL. Ces valeurs sont nettement supé&searcelles
gue nous avons obtenues avec I'Eeth. En effet @ualbicans nous avons obtenu 25
mg/mL ; pourC. neoformans25 mg/mL et 12,5 mg/mL pouk. fumigatus Ces germes sont
donc plus sensibles a I'Eeth Mwrinda morindoidegju’a MISCA-F3.
Par contre nos valeurs, sont trés supérieuresxaatganus par SANOGO (2007) av&brus
precatorus Ces germes sont plus sensibles a cet extrait'§&€th deMorinda morindoides
- L'analyse de I'ensemble des résultats obtenus [gsudeux extraits (Eag et Eeth) montre
que pour toutes les souches étudiées, I'extragn@lique 70% (Eeth) présente des valeurs de
parametres antifongiques plus faibles que celle§kdm. Par ailleurs le rapport des CMF
donne :

* PourC. albicans CMFgaq/ CMFgein = 300/25 = 12

* PourC. neoforman€MFeaq/ CMFgen = 300/25 = 12

* PourA. fumigatusCMFgaq/ CMFgenn = 300/12,5 = 24
Ces résultats indiquent que I'Eeth est 12 fois @asf que I'Eaq pour les souches Ge
albicanset C. neoformanset 24 fois plus actif pour la souche Aefumigatus En d'autre
terme, lorsque nous passons de I'Eaq a I'Eeth, mmuéliorons I'activité antifongique de
'Eaq de 12 fois pour les souches @ealbicanset deC. neoformans de 24 fois pour les
souches dé\. fumigatus L’extrait éthanolique d&lorinda morindoidesest donc I'extrait le
plus actif sur la croissande vitro des trois germes fongiques testés par rappoBag!’ Cet

extrait concentre mieux les principes actifs. éité retenu pour la suite des travaux.
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En recoupant I'extrait éthanolique 70%t(Eelans un mélange de solvant composé de
I'acétate d’'éthyle et de I'eau distillée pris dd@s proportions 50/50, nous avons préparé un
extrait que nous avons dénommeé extrait acétatigae)( Les résultats de 'effet de 'Eac sur
la croissancen vitro de C. albicans, C. neoformanset A. fumigatusmontrent une nette
inhibition par cet extrait de la croissanoevitro des germes suscités. Les plus fortes valeurs
de parameétres antifongiques ont été obtenues@valbicans(CMF = 6,25 mg/mL ; Gb =
14 + 0,05 mg/mL). Les plus faibles valeurs des p@tees antifongiques ont été obtenues
avecC. neoformangCMF = 3,125 mg/mL ; Gb = 1,25 = 0,5 mg/mL). La comparaison des
CMF permet de dire qu€. neoformanset A. fumigatusqui ont les plus faibles valeurs de
paramétres sont les souches les plus sensiblesaicentent a la souche d& albicansqui
présente la valeur de CMF la plus élevée. C’esbleche la plus résistante. En comparant les
Clso de A. fumigatuset deC. neoformanson s’apercoit qué\. fumigatusa la plus faible
valeur de la Gb suivie deC. neoformanguis deC. albicans La soucheA. fumigatusest la
plus sensible a notre extrait et la soucealbicansla plus résistante. Les rapports
d’efficacité donnent :

* PourC. albicansCMFgaq/ CMFg,c= 300 /6,25 = 48

* PourC. neoforman€MFgaq/ CMFeac= 300/ 3,125 = 96

* PourA. fumigatusCMFgaq/ CMFgac = 300/3,125 = 96

L’extrait acétatique (Eac) accroit liaide de 'Eaq de 48 fois pout. albicanset de

96 fois pourC. neoformangtA. fumigatusL’extrait acétatique est I'extrait le plus adir la
croissancen vitro des trois germes fongiques testés par rappoeixédit total aqueux (Eaq).
L’extrait acétatique (Eac) concentre mieux les@pas actifs que I'Eaq.
Les résultats de la phase aqueuse de I'extraibtaqpée HO (Eac HO) montrent que cet
extrait n’a eu aucun effet sur la croissamceitro des germes testés. Il n'a pas été retenu pour
la suite des travaux.

A partir de [I'extrait acétatigue (Eac), uso avons fait un fractionnement
chromatographique sur gel de silice et avons obtgmtre fractions notées F1, F2, F3 et F4.
chaque fraction a été testée sur la croissancétro des germes. Les résultats obtenus
montrent que seules les fractions F1 et F2 présenés meilleures efficacités sur la
croissancen vitro des germes testés.

Pour la fraction F1: les plus fortes uate des parameétres antifongiques ont été
obtenues avecC. albicans (CMF = 0,78 mg/mL; Gb = 0,151 + 0,1 mg/mL) eC.
neoformangCMF = 0,78 mg/mL ; Gbh = 0,08 £ 0,02 mg/mL). Les plus faibles valeurs de
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parameétres antifongiques on été obtenues Avdamigatus(CMF = 0,195 mg/mL ; Gp =
0,04 + 0,01 mg/mL).

Pour la fraction F2 : les plus fortes vatede parametres antifongiques ont été obtenues
avecC. albicans(CMF = 3,125 mg/mL ; Gb= 0,45 = 0,15 mg/mL). Les plus faibles valeurs
de parametres antifongiques ont été obtenues@ueeoformangCMF = 1,56 mg/mL ; Gb
=0,4 £0,1 mg/mL) eA. fumigatugCMF = 1,56 mg/mL ; Gh = 0,38 = 0,08 mg/mL).

- L’analyse de I'ensemble des résultats pour lasxdeactions F1 et F2 montre que pour
toutes les souches étudiées, la fraction F1 prédentvaleurs de paramétres antifongiques
plus faibles que celles de la fraction F2. Mais @esx fractions F1 et F2 ont des valeurs de
parametres antifongiques plus faibles que cellésnoles avec tous les autres extraits (Eaq,
Eeth, et Eac). Le rapport d’efficacité des CMF donn

» PourC. albicans: CMFeaq/ CMF = 300/0,78 = 384
CMk/ CMF =6 ,25/0,78 = 8

* PourC. neoformans CMFgaq/ CMF = 300/0,78 = 384
CME/ CMFe = 3,125/0,78 = 4

* PourA. fumigatus CMFgaq/ CMF-; = 300/0,195= 1538
CMk/ CMF = 3,125/0,195 = 16

- Au vu de tous ces résultats, nous pouvons diedafraction F1 est 384 fois plus active que
I'Eaq pour les souches. albicanset C. neoformans 1538 fois plus active que I'Eaq pour la
coucheA. fumigatus La fraction F1 deMorinda morindoidesest donc la fraction la plus
active sur la croissande vitro des trois germes testés par rapport a I'extra#l aqueux
(Eaq) de base. La fraction F1 est donc la meilleleréoutes les fractions et tous les extraits

qui concentre mieux les principes actifs.

- Afin de déterminer la composition chimique de eagraits et fractions, nous avons réalisé
un tri phytochimique.
L’Eaq est tres riche en saponosides et en fladmspiriche en alcaloides, polyphénols et

tanins catéchiques ; moins riche en tanins galiggeinones et en stérols.
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* L’Eeth est trés riche en alcaloides et en sapoassiithe en polyphénols et moins
riche en tanins catéchiques et galliques, en flaid®es, quinones et stérols.

* L’Eac est trés riche en alcaloides, riche en sagides. Il ne contient pas les tanins
et les quinones.

» La fraction F1 est trés riche en alcaloides et térols mais ne contient pas les
autres groupes chimiques.

* La F2 contient des flavonoides et est riche emsténais ne contient pas les autres

groupes chimiques.

De maniere générale, lorsque nous allons de l'éxtiotal aqueux a la fraction F1, nous
remarquons d’'une part la concentration de certaerdgés chimiques au profit d’autres
entités qui diminuent et finissent par disparaiti@si par exemple, les alcaloides qui étaient
abondants dans I'Eaqg deviennent tres abondantslempstraits Eeth, Eac et la fraction F1. Il
en est de méme des stérols qui étaient moins abt:ndans les extraits total aqueux et
éthanolique, et qui deviennent abondants dans BEE&€s abondants dans la fraction F1.

Les polyphénols abondants dans les extraits Eétaetisparaissent dans la fraction F1. Il en
est de méme des saponosides qui étaient trés atisrahns les extraits Eaq et Eeth moins
abondants dans I'Eac et finissent par disparains ¢a fraction F1.

L’extrait total aqueux et 'Eeth contiennent lesthgroupes chimiques recherchés, I'Eac en
contient cing et la fraction F1 n’en contient queuxl Par ailleurs les chromatogrammes
donnent quatre entités chimiques pour I'Eac etpme la fraction F1, alors que le tableau de
la composition chimique nous donne cinq entitésr p&iac et deux entités pour la fraction
F1. Il est fort probable que les alcaloides dells®ient lipophiles de telle sorte qu’ils soient
fortement imbriqués dans les molécules de stémls former une seule entité. C’est ce qui
expliquerait aussi la présence de quatre entitésrebes avec I'Eac au lieu de cing mis en
évidence.

De plus lorsque nous allons de I'Eaq a la frack#dn nous augmentons ou plus précisément
nous accroissons les principes actifs qui pourtadée responsables de l'inhibition des trois
germes tests a savdir albicans C. neoformangtA. fumigatusL’activité antifongique de la
fraction F1 pourrait étre due a la présence datie deaction d’alcaloides et de stérols,
composes représentés en tres faible quantité tdzag. ICe qui expliquerait la faible activité
antifongique de cet extrait et la forte activitdifamgique de la fraction F1 ou ces éléments
sont tres concentrés. Nos résultats sont en aes@t ceux de KRAt al. (2004). Selon ces
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auteurs, I'activité antifongique de MISCA-F3 siir fumigatusest due principalement aux
stérols.

L’activité antifongique de notre fraction F1 poutrétre attribuée soit aux stérols, soit aux
alcaloides ou soit aux deux a la fois. Les tectesget méthodes de séquencage que nous
avons utilisées et qui ont permis d’avoir une reaile fraction F1 dans laquelle les principes
actifs contre les germes testés sont les mieuxerrés sont bonnes. Il convient toutefois de
faire intervenir d’autres techniques pour sépaesr $térols des alcaloides afin d’étudier

séparément leurs effets sur nos germes.
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2- CONCLUSION

Notre étude de l'identification de subses antifongiques d®orinda morindoides
nous a permis de tirer les conclusions suivantes:
- Tous les extraits que nous avons préparés (Eaitp, Eac et F1) a partir des différentes
techniques de chromatographie utilisées possedsnpipriétés antifongiques. Les souches
de champignons étudiéeS.(albicans C. neoformanset A. fumigatuy sont toutes sensibles
aux extraits et fractions testés. Les sensibititBerent selon les extraits considérés.
L'efficacité de chaque extrait varie selon le gedee champignon. Ainsi parmi les trois
souches testés, les champignons levuriformes sntplus résistants, singulieremedt
albicansest le plus difficile a inhiber, par contfe fumigatusest la souche la plus sensible
aux extraits.
- La fraction F1 est nettement plus active que tessautres extraits (Eaq, Eeth et Eac). Elle
améliore en effet de 384 fois l'activité antifongggde I'Eaq pourC. albicans et C.
neoformanset de 1538 fois celle de I'Eaqg paurfumigatus
- La composition chimigque n'est pas la méme sedsneltraits et fraction. L'Eaq et I'Eeth
contiennent tous les groupes recherchés mais quomian variable. L'Eac contient cing
groupes recherchés et la fraction F1 la plus actime contient que deux.
La forte activité antifongique dans la fraction $&rait due aux alcaloides et aux stérols ou au
deux a la fois. L'Eag qui ne contient pas abondamroes composés (alcaloides et stérols)
manifeste une tres faible activité antifongique. 2 posseéde la meilleure activité apres la
Flet elle est constituée de flavonoides et delstéCette situation milite en faveur des stérols
mais il faut rester prudent.
Nos résultats justifient ['utilisation traditionfeel de Morinda morindoides comme
antifongique.

Cependant, ces travaux doivent se pougstiivafin d'isoler séparément les
phytomolécules de la F1 responsables de [lactiwté de vérifier leurs activités

microbiologiques.
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ANNEXES
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A
Photographie 1: Aspect des cultures dé. neoformansaprés 48

heures d’incubation a 30°c

TS Témoin Sabouraud ; T : Témoin de croissance

Les concentrations varient de 0,195 a 12,5 mg/ml.
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Photographie 2: Aspect des cultures d& fumigatusapres 48

heures d’incubation a 30°C

TSTémoin Sabouraud ; T : Témoin de croissance

Les concentrations varient de 0,04875 a 3,125 mg/ml
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Photographie 3: Aspect des cultures d€. albicans apres 48

heures d’incubation a 30°C

TSTémoin Sabouraud ; T : Témoin de croissance

Les concentrations varient de 0,195 a 12,5 mg/ml.
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