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ABREVIATIONS

AcOEt : acétate d’éthyle

ADET : écorces de tronc de Anthocleista djalonensis
ADF : feuilles de Anthocleista djalonensis

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

ARNt : ARN de transfert

ARV : antiretroviral

BAW : butanol-acetic acid-water

CCM: chromatographie sur couche mince

CHCI; : chloroforme

cm : centimetre

CNAM : centre national d’appui a la lutte contre la maladie
DCM : dichlorométhane

DMT : département médecine traditionnelle

EMB : €osine bleu de méthyléne

ESER : écorces de racines de Erythrina senegalensis
ESET : écorces de tronc de Erythrina senegalensis

EtOH : éthanol

FeCls: chlorure ferrique

FMPOS : faculté¢ de médecine, de pharmacie et d’odonto-stomatologie
g : gramme

HCI : acide chlorhydrique

HIPA : parties aériennes de Heliotropium indicum

IFN : interféron

INTI : inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse
INNTT : inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse
INRSP : institut national de recherches en santé publique
IP : inhibiteur de la protéase

IST : infection sexuellement transmissible

1: litre

m : metre



MeOH : méthanol
mg : milligramme
MH : Muéller Hinton
ml : millilitre
mn : minute
mm : millimétre
Mt : Mathieu
nm : nanometre
OMS : organisation mondiale de la santé
ONUSIDA : programme commun des nations unies sur le VIH/SIDA
Rf: facteur de rétention (rapport frontal)
SIDA : syndrome immunodéficitaire acquis
TNF : tumor necrosis factor
USAID : agence des états - unis pour ’intégration et le développement
VHB : virus de I’hépatite B
VIH : virus de I’'immunodéficience humaine

°: degré

°C : degré Celsius
W : micron
LLg : microgramme

ul : microlitre
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INTRODUCTION

Les infections sexuellement transmissibles (IST) sont des maladies infectieuses
provoquées par des bactéries, des virus, des champignons ou des parasites et dont la

transmission est habituellement sexuelle (rapports sexuels non protégés).

Elles représentent un probléme majeur de santé publique. On peut les contracter a tous
les ages.

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estimait a 340 millions le nombre de
nouveaux cas annuels d’IST autres que le VIH/SIDA dans le monde en 1995.

Au MALI, 7 % des femmes et 3 % des hommes ont déclaré avoir contracté une IST au
cours d’une enquéte (EDS-III, 2001).

De part le monde 42 millions de personnes environ vivent avec le virus du SIDA avec
16 000 nouvelles contaminations par jour soit une toutes les cinq secondes (ONUSIDA,
2002). En Afrique subsaharienne, 62 % des jeunes agés de 15 — 24 ans étaient infectés par le
VIH en 2003 (Laymond, 2004). A la fin de I’année 2003, on a estimé a 34 — 46 millions le
nombre d’adultes et d’enfants vivant avec le VIH/SIDA (OMS, 2004). Chaque jour, 8 000
personnes meurent du SIDA (Laymond, 2004).

Le taux de prévalence au MALI est de 1,7 % ( EDS-III, 2001).

Ces indicateurs sont des arguments suffisants pour souligner 1’urgence de considérer ces
infections comme des problémes de santé prioritaires (en Afrique notamment), car il est établi
de nos jours que la prise en charge correcte des IST permet de réduire de prés de 40%, le taux
d’infection par le VIH selon I’Agence des Etats-Unis pour le Développement International

(USAID) et le Projet Santé Familiale et Prévention SIDA (SFPS).

Malgré la disponibilité de traitements efficaces contre la plupart des IST, leur incidence
tend a augmenter dramatiquement dans de nombreux pays. Ce paradoxe peut s’expliquer par
plusieurs facteurs dont la résistance de plus en plus significative des germes aux agents
antimicrobiens. Il y a donc un besoin urgent de disposer de nouveaux agents antimicrobiens
efficaces dont les toxicités sont déterminées. L. une des perspectives de la recherche de

nouvelles molécules actives, est le recours aux plantes utilisées en médecine traditionnelle



dont beaucoup n’ont pas fait I’objet d’investigation, du point de vue de leurs compositions
chimiques et de leurs activités pharmacologiques (Blanca et al., 1998).

Depuis trés longtemps, I’homme utilise les plantes pour leurs vertus aussi bien
médicales qu’alimentaires. Il existe encore de nombreuses essences dont les propriétés
médicales restent peu connues. Au Mali, de nombreuses plantes sont populairement utilisées
contre diverses affections dont les infections sexuellement transmissibles. Le besoin de
vérifier les usages traditionnels de ces plantes en vue d’une éventuelle mise au point de

médicaments traditionnels améliorés (MTA ), fait I’objet de nombreux travaux au DMT.

C’est ainsi que dans cette ¢tude, des extraits de trois plantes maliennes d’indications diverses
en médecine traditionnelle dont les IST, font I’objet d’une étude phytochimique et sont testées
pour leur activité contre certains germes incriminés dans les IST. Ces plantes sont :
Anthocleista djalonensis A. Chev. (Loganiaceae),
Erythrina senegalensis DC. (Fabaceae),

et Heliotropium indicum L. (Borraginaceae)



MOTIVATIONS ET OBJECTIES

MOTIVATIONS :

= La volonté de promouvoir et de valoriser la médecine traditionnelle au Mali,

*= Lavolonté de contribuer a la prise en charge des Infections Sexuellement
Transmissibles

= L’apparition de la résistance de plus en plus significative des germes aux
antimicrobiens,

* La volonté de confirmer ou d’infirmer les usages traditionnels de : Anthocleista

djalonensis, Erythrina senegalensis et Heliotropium indicum.

OBJECTIES :

Objectif général :
= Etudier la phytochimie et les activités biologiques de : Anthocleista djalonensis,
Erythrina senegalensis et Heliotropium indicum.
Objectifs spécifiques :
» Identifier les différentes utilisations de : Anthocleista djalonensis, Evythrina
senegalensis et Heliotropium indicum en médecine traditionnelle.
= Identifier les groupes chimiques présents dans les feuilles et les écorces de tronc
de Anthocleista djalonensis, les écorces de tronc et de racines de Erythrina
senegalensis, les parties aériennes de Heliotropium indicum.
= Déterminer les activités antioxydante, antibactérienne et antifongique des extraits

de ces plantes.



TRAVAUX ANTERIEURS



1. RAPPELS SUR LA PATHOLOGIE

1.1. Définition des Infections Sexuellement Transmissibles

Les infections sexuellement transmissibles sont des maladies infectieuses transmises la
plupart du temps lors des rapports sexuels non protégés. Elles sont causées par différents
microorganismes tels que les virus, les champignons, les parasites et les bactéries

(www.sospair.org/defist.htm, 12/11/2005).

1.2. Epidémiologie

Les Infections Sexuellement Transmissibles représentent un probléme majeur de santé
publique (surtout en zone tropicale). A tous les ages, quels que soient la race, le milieu social,
on peut les contracter. Les plus courantes sont la syphilis, la gonococcie, la chlamydiase, la
trichomonase, la chancrelle, I’herpés génital, I’hépatite B et I’infection par le VIH.

L’incidence de ces infections tend a augmenter dans de nombreux pays bien que des
traitements efficaces soient disponibles. L’extraordinaire mouvement de masse a travers le
monde, I’incertitude (pour beaucoup d’IST) de la période d’incubation, 1’existence de formes
asymptomatiques, le changement des habitudes sexuelles, la résistance des germes aux
antimicrobiens peuvent expliquer ce paradoxe.

En ce qui concerne les IST autres que le VIH/SIDA, ’OMS estime a environ 340
millions le nombre de nouveaux cas annuels survenant chez les femmes et les hommes agés
de 15-49 ans dans le monde. Cette prévalence est dix fois supérieure dans les pays en
développement que dans les pays développés (PICHARD et coll., 2002).

Au MALI, 7 % des femmes et 3 % des hommes ont déclar¢ avoir contracté une IST au
cours des douze mois ayant précédé la troisiéme enquéte démographique de santé¢ (EDS-III,
2001). Une étude bactériologique des sécrétions vaginales a 1’hopital national du Point G a
donné les taux suivants d’infections : 43 % d’infection a Gardnerella vaginalis, 33 % pour
Ureaplasma urealyticum, 21 % pour Candida albicans et 13 % d’infection a Trichomonas
vaginalis (Bolo Koura, 2004).

L’incidence des IST au Maroc est estimé a six cent mille nouveaux cas par an. Aux USA,
trois millions de cas nouveaux de gonococcie sont notés chaque année ( Bolo Koura, 2004 ).

Pour le cas particulier du VIH/SIDA, le nombre de cas de SIDA notifiés par 52 pays
d’Afrique en 1992, s’¢levait a 144 863 (OMS, 1992). En 2002, 42 millions de personnes
vivaient avec le virus du SIDA de par le monde avec 16 000 nouvelles contaminations par

jour soit une toutes les cinq secondes (ONUSIDA/OMS, 2002).



L’ Afrique représente 11 % de la population mondiale touchée par la pandémie mais
concentre les deux tiers des séropositifs de la planéte (Laymond, 2004 ). Selon I’ONUSIDA,
on a enregistré pour la seule année 2003, 5 millions d’infection nouvelles en Afrique
subsaharienne (OMS, 2004). Pour la méme année, en Afrique du Nord et au Moyen Orient,
470 000 a 700 000 adultes et enfants étaient infectés par le VIH selon le rapport de
I’ONUSIDA (OMS, 2004). Des antiretroviraux se sont montrés efficaces dans I’amélioration
de la qualité de vie des patients. Cependant peu de malades en ont accés. Seulement 300 000
malades du monde ont acces aux anti-rétroviraux dont 50 000 en Afrique subsaharienne
(Laymond, 2004).

Au MALLI, la troisiéme enquéte démographique de santé a signalé en 2001, un taux de
séroprévalence de 1,7 % dont 2 % chez les femmes agées de 15-49 ans contre 1,3 % chez les
hommes de 15-59 ans (EDS-III, 2001).

1.3. Etiologie
Les IST sont d’origines diverses.

a Causes bactériennes : Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis, Haemophilus

ducreyi, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Ureaplasma urealyticum sont les
principales bactéries en cause.

Chlamydia trachomatis est responsable de lymphogranulome vénérien, Gardnerella
vaginalis de vaginite, Haemophilus ducreyi de chancre mou, Neisseria gonorrhoeae
d’urétrite, Treponema pallidum de syphilis, Ureaplasma urealyticum de vulvite ou de
cervicite.

Caracteres de quelques bactéries :

» Neisseria gonorrhoeae

Germe hote des muqueuses des voies génitales de ’homme et de la femme, il se
présente sous forme de cocci a gram négatif en diplocoques accolés par une face plane. Il est
I’agent responsable de la gonococcie et reste a 1’origine de complications graves, notamment
chez la femme. Les porteurs asymptomatiques sont féminins, le réservoir de germe est
I'homme. Le contact sexuel est la voie la plus fréquente de transmission du gonocoque. La
gonococcie ne laisse pas d'immunité et les réinfections sont fréquentes. Des problémes de
choix thérapeutiques sont notés du fait de fréquentes résistances aux antibiotiques.

Le diagnostic biologique est essentiellement direct, reposant sur la mise en évidence

du germe et / ou de ses constituants.



» Treponema pallidum

Bactérie fine, hélicoidale a spires serrées, appartenant a la famille des
Spirochaetaceae, elle est non cultivable et non colorée par la technique de Gram. Le
diagnostic est essentiellement sérologique. Le diagnostic direct consiste a faire une
observation au moyen d’un microscope €équipé d’un condensateur a fond noir.

» Gardnerella vaginalis (Siboulet et al. 1984)

C’est une bactérie Gram négatif en forme de batonnet (ou Gram positif faible), parfois
polymorphe, immobile et non capsulée. Elle est retrouvée au niveau du col chez les femmes
ayant une vaginite et dans les sécrétions urétrales chez les hommes atteints de prostatite avec
ou sans urétrite.

Le diagnostic repose sur I’examen microscopique. A 1’état frais et aprés coloration de
Gram, on observe des « clue-cells ». Le germe pousse bien sur gélose au sang cuit, en
anaérobiose sous atmosphere de 10 % de CO,.

»  Chlamydia trachomatis

C’est une bactérie intracellulaire obligatoire de petite taille dont la structure rappelle
celle des bactéries a Gram négatif. Elle entraine chez I’homme une urétrite mucopurulente
pouvant se compliquer d’épididymite. Chez la femme, il s’agit d’une cervicite limitée a
I’endocol pouvant s’accompagner d’un syndrome urétral.

Le diagnostic direct se fait sur des prélévements riches en cellules épithéliales obtenus
par grattage des muqueuses.

Chez I’homme, le prélévement de choix est endo-urétral ; on peut cependant utiliser
un prélévement rectal, la sécrétion prostatique ou le sperme. Chez la femme, il est réalisé au
niveau de 1’endocol car les cellules du vagin ne sont pas réceptrices a C. trachomatis.

Le diagnostic indirect est tres utile. La méthode de choix est la réaction de micro-
immunofluorescence.

» Ureaplasma urealyticum

C’est une bactérie de trés petite taille (0.3-0.8 p) dépourvue de paroi et ayant un
métabolisme anaérobie facultatif. Elle est responsable d’urétrite (non gonococcique) dans
15% des cas chez les hommes et, chez les femmes, de leucorrhées peu abondantes avec
métrite, parfois cystite et salpingite aigué.

» Haemophilus ducreyi
Petit bacille a Gram négatif disposé en chaine a I’examen direct, il est ’agent causal

du chancre mou.



Le diagnostic bactériologique est délicat non seulement parce que la bactérie est
exigeante en facteurs de croissance et ne se cultive qu’a basse température, mais surtout parce
qu’il existe de nombreux contaminants dans le prélévement.

0 Causes fongiques : les principaux champignons en cause appartiennent au

genre Candida, en I’occurrence Candida albicans responsable de vulvo-vaginite.

Caracteéres de Candida albicans :

C’est un champignon de la famille des levures, appartenant au sous-groupe des
Cryptococcoidae. Habituellement saprophyte du tube digestif et des cavités naturelles, c’est
I’espéce la plus fréquemment rencontrée dans les infections uro-génitales.

a Causes parasitaires : Trichomonas vaginalis est le principal agent

parasitaire et est a I’origine de vulvo-vaginite.

Caracteres du parasite :

Trichomonas vaginalis est un microorganisme flagellé eucaryote appartenant a la
famille des Trichomonadidae, a I’ordre des protozoaires. Il mesure 7-23 p de long sur 5-12 p
de large.

Le diagnostic est essentiellement parasitologique : on procede a la mise en
évidence du parasite dans les sécrétions urétro-génitales et aussi a partir du culot de
centrifugation urinaire, de la sécrétion du liquide prostatique, du sperme et des sécrétions du
sillon balano-préputial. La recherche se fait a 1’état frais, apres coloration et par la culture.

0 Causes virales : I’herpes virus (type II), le papillomavirus, le virus de

I’hépatite B, le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) sont les principaux virus
incriminés. Ils sont a I’origine d’herpés génital, de condylomes vénériens, d’hépatite B ou de
SIDA.

Caracteres de quelques virus :

» Virus de I’hépatite B (VHB)

C’est un virus a ADN responsable d’une hépatite a transmission essentiellement
sanguine : I’hépatite B. Ce virus, de la famille des Hepadnaviridae, peut étre transmis par
voie sexuelle et aussi de la mere a I’enfant. Il a pour cellules cibles les hépatocytes.

L’infection par le VHB touche le monde entier. Le VHB est retrouvé dans le sang, le
sperme, la salive, les sécrétions vaginales, etc.

»  Virus de I'immunodéficience humaine (VIH)
- Définition : c’est un rétrovirus de matériel génétique constitué¢ d’acide ribonucléique
(ARN), qui posséde une enzyme (la transcriptase inverse) qui est une ADN-polymérase. 11

mesure 80-120 nm de diamétre. C’est un virus enveloppé de forme sphérique capable



d’attaquer la sous-population des lymphocytes auxiliaires T4 indispensables au
fonctionnement du systéme immunitaire, et a un moindre degré aux macrophages.
- Structure organisationnelle (www.inrp.fr/immunologie-sida/lastructuredu vih.html,

16/12/2002) :

La structure du VIH comporte :

e unc enveloppe virale constituée d'une bicouche lipidique et de deux sortes de
glycoprotéines : gp120 et gp 41. La molécule gp 41 traverse la bicouche lipidique tandis que
la molécule gp120 occupe une position plus périphérique et joue le role de récepteur viral de
la molécule membranaire CD4 des cellules hotes. L'enveloppe virale dérive de la cellule hote
ce qui explique sa composition en quelques protéines membranaires de cette dernicre, y
compris des molécules du CMH.

e un core viral ou nucléocapside, qui inclut une couche de protéine p17 et une couche
plus profonde de protéines p24.

e un génome constitué de deux copies d' ARN simple brin associées a deux molécules

de transcriptase inverse (p64) et a d'autres protéines enzymatiques ( protéase p10 et intégrase

p32)

bicouche lipidique

S %zﬁjTrnnsnripmsn mverse pod
protémes du CMH

Figure 1 : schéma de la structure du VIH (www.inrp.fr/immunologie-sida/lastructuredu

vih.html, 16/12/2002)




- Cellules cibles :

Toute cellule portant a sa surface la molécule CD4, préférentiellement les lymphocytes
CD4+ (mémoires) et les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) [ macrophages, monocytes,
cellules dendritiques) constituent une cible pour le VIH. Les cellules présentatrices
d’antigénes absorbent le virus a leur surface et favorise sa dissémination dans 1’organisme
(OMS, 2004).

- Réplication (OMS, 2004):

Elle se déroule en plusieurs étapes.

La premiére est la phase de reconnaissance par la protéine virale gp120 d’un récepteur
(e CD4) présent a la surface de certaines cellules immunitaires. Une autre protéine, la gp41,
provoque par I’intermédiaire de co-récepteurs (-CCRS, CXCR4-), la fusion des enveloppes
virales et celles des cellules de I’hote.

La seconde phase est ’entrée du virus dans la cellule et la libération de I’ARN qui sera
transcrit en ADN double brin par la transcriptase inverse.

L’étape suivante est I’intégration de I’ADN viral dans un chromosome grace a
I’intégrase (ligase) puis I’expression a la fois d’'un ARN messager (pour la synthése de
nouvelles protéines virales) et d’'un ARN génomique (qui sera incorporé dans les nouvelles
particules virales produites par la cellule infectée).

- Le diagnostic du VIH (OMS, 2004)
Le diagnostic biologique du VIH repose sur la détection des anticorps. On a trés
souvent recours a des tests de dépistage et a des tests dits de confirmation.

> Tests de dépistage : deux méthodes trés souvent utilisées sont de haute

fiabilité : I’ ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) et les tests rapides de détection.

= ELISA ou Test immuno-enzymatique : il se réalise de plusieurs
maniéres et consiste en une absorption physique de I’antigéne viral sur un support solide
(microplaque ou billes de polystyréne). Cinq méthodes ELISA peuvent étre citées : ELISA
direct et indirect, ELISA de compétition, ELISA sandwich, ELISA immunocapture des
anticorps et ELISA combiné antigénes/anticorps.

= Tests rapides : ils permettent de détecter les anticorps anti-VIH en
moins de 30 mn et sont réalisés avec les mémes antigénes que ceux utilisés pour effectuer les

tests ELISA.



» Tests de confirmation : I’obtention de résultats faussement positifs dans la

recherche d’anticorps anti-VIH a nécessité le développement de tests complémentaires plus
spécifiques. Nous citerons parmi ces tests, le Western Blot, la radio-immunoprécipitation
(RIPA) et 'immunofluorescence indirect. Ces tests sont de nos jours utilisés en cas de
résultats indéterminés.
=  Western-Blot (diagnostic intérét):
Le principe de cette méthode consiste en la séparation des protéines virales par électrophorése
puis en leur transfert sur une membrane de nitrocellulose découpée en bandes longues et
étroites. Les sérums a tester sont alors incubés en présence de ces bandelettes et les anticorps
éventuels se fixent en fonction de leur spécificité pour les protéines virales.
La présence d’anticorps anti-protéines se traduit par 1’apparition de bandes spécifiques
colorées en fonction des masses moléculaires des protéines majeures du virus mentionnées
ci-dessous :
0 Protéines majeures du VIH 1 :
—> Génes ENV : GP 160, GP 110/120, GP 41
" Genes POL : P 68 ct P 34
—» Génes GAG : P55,P40,P25,P 18, P 13.
0 Protéines majeures du VIH 2 :
— > Génes ENV : GP 130/140, GP 36
— 5 Geénes POL : P68
— Genes GAG : P 56, P 26, P 16.
1.4. Modes d’infection

Les principales voies d’infection sont les voies sexuelle et sanguine (sang, produits
sanguins et instruments contaminés). Une autre voie de transmission est celle de la mere a
I’enfant.

Certaines IST sont de transmission exclusivement sexuelle : ¢’est le cas de la syphilis, du
chancre mou, de la blennorragie ou chaude pisse, de la chlamydiase, des infections a
Ureaplasma urealyticum, Gardnerella vaginalis, Trichomonas vaginalis.

Les condylomes, les candidoses, 1’herpes génital, I’hépatite B et I’infection par le VIH
sont de transmission non exclusivement sexuelle.

1. 5. Manifestations cliniques

Les IST ont diverses manifestations. Elles peuvent longtemps passer inapergues, parfois
assez bruyantes. Les symptomes peuvent étre locaux (écoulement urétral chez ’homme,

¢coulement ou brilure vaginale chez la femme) ou généraux en cas d’infection généralisée de



I’organisme (atteinte syphilitique par exemple). On peut noter comme autres signes
évocateurs : briilures mictionnelles, douleurs pelviennes, ulcérations, pertes vaginales
(blanchatres, verdatres, sanguinolentes, etc.), dyspareunie, 1ésions diverses génitales ou
anales.

L’apparition d’un seul de ces symptdmes nécessite 1’arrét immeédiat de tout rapport
sexuel et une consultation médicale.

1.6. Facteurs de propagation

Les principaux facteurs sont :

les migrations internes et internationales,

la précocité de I’activité sexuelle

le multiparténariat sexuel

les rapports sexuels non protégés (non utilisation des préservatifs)
- la toxicomanie par voie intraveineuse
- le statut de la femme
1.7. Diagneostic
Délicat pour certains germes (Haemophilus ducreyi), le diagnostic se fait de fagon
directe ou indirecte.
Le diagnostic bactériologique (direct) est basé sur la mise en évidence du germe dans
les prélévements, a I’état frais, apres coloration et/ou par la culture.
Le diagnostic sérologique (indirect) est basé sur la recherche d’anticorps.
1.8. Traitement

o Traitement préventif

Le traitement préventif passe avant tout par I’information aupres des médecins, des
laboratoires, du personnel paramédical (agents PMI, dispensaire) et du public. Il comporte
¢galement:

- L’utilisation systématique et correcte des préservatifs ;

- L’observation des mesures d’hygiene collective et individuelle
- Le changement du statut social de la femme

a Traitement curatif

Les IST (urétrites, cervico-vaginites, etc.) exigent un diagnostic et un traitement
précoces pour éviter les complications (prostatites, salpingites, etc.) et pour prévenir la
contamination des partenaires sexuels (APPIT, 1995). Le traitement moderne fait appel a de

nombreuses molécules antibactériennes, antifongiques, antivirales et anti-parasitaires.



2. RAPPELS SUR LES ANTIMICROBIENS
2.1. Les antibiotiques (Bryskier A., 1999)

2.1.1. Définition
Les antibiotiques sont stricto sensu, des substances capables d’inhiber la croissance

et/ou la multiplication des bactéries ou d’entrainer leur mort. Ils ont une activité sélective et
spécifique liée a un mécanisme d’action précis.

2.1.2. Mode d’action_et classification
Le mécanisme d’action des antibiotiques différe suivant le groupe auquel ils

appartiennent. De nombreux antibiotiques agissent sur la paroi des bactéries, d’autres sur les
ribosomes (au niveau des sous-unités 30 S ou 50 S) perturbant la lecture du code génétique,
d’autres encore sur la membrane externe (bacilles Gram négatif) et sur la membrane
cytoplasmique. Certains inhibent de fagon compétitive la formation des métabolites. C’est
ainsi que plusieurs groupes d’antibiotiques sont distincts.

2.1.2.1 Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne :

Ce sont les béta-lactamines : ils agissent sur la transpeptidase, une enzyme nécessaire
a la derniére étape de la biosynthése du peptidoglycane.
Exemples : Pénicilline G, Ampicilline, Amoxicilline, Ceftriaxone, Cefsulodine, Céfotaxime

2.1.2.2. Antibiotiques inhibiteurs de la synthése des protéines :

Ils entrainent une modification de la conformation ribosomale. Ce sont les
aminosides ou aminoglycosides (Amikacine, Gentamicine, Kanamycine, Dibékacine), les
macrolides et apparentés (Lincomycine, Erythromycine, Spiramycine, Virginiamycine), le
chloramphénicol, les tétracyclines.

2.1.2.3. Inhibiteurs de la biosynthése des acides nucléiques :

Ce sont les quinolones, les 5-nitro-imidazolés, les rifamycines.
Exemples : Acide nalidixique, Fluméquine, Péfloxacine, Ofloxacine, Nitrofurantoine.

2.1.2. 4. Antibiotiques modifiant la perméabilité membranaire :
Ce groupe est essentiellement représenté par les antibiotiques polypeptidiques : les

polymyxines.
Exemples : Polymyxine B, Colistine

2.1.2.5. Chélateurs d’ions ferriques :
Ce sont des antibiotiques urinaires : les quinoléines

Exemple : Nitroxoline



2.1.2.6. Antimétabolites :
Ce sont les sulfamides, la triméthoprime et leur association.

Exemple : Cotrimoxazole

2.1.3. Résistance bactérienne

Deux types de résistance peuvent étre distincts : la résistance naturelle et celle dite
acquise.

La résistance naturelle peut étre définie comme étant une résistance héréditaire des
bactéries a un antibiotique, détectable avant la mise sur le marché de I’antibiotique. Par
conséquent, les espéces bactériennes résistantes ne figurent pas dans le spectre d’activité de
I’antibiotique.

La résistance acquise d’une espéce bactérienne a un ATB se développe au fur et a
mesure que I’ATB est administré. Elle se traduit par une augmentation de la concentration
minimale inhibitrice. Dans 10 % des cas, cette résistance acquise est due a des modifications
génétiques de la bactérie, alors que dans 90 % des cas cette résistance est due a 1’acquisition
de plasmides qui sont des molécules d’ADN se trouvant dans le cytoplasme des bactéries. Le
transfert des plasmides se fait par conjugaison, par transduction, par mobilisation ou par
transformation artificielle. La résistance plasmidique permet a la bactérie d’élaborer des
enzymes capables de détruire la molécule d’ATB par exemple des B lactamases pour les B
lactamines, des adenylases-acetylase-phosphorylases pour les aminosides.

Cette résistance des germes aux ATB explique I’importance de 1’antibiogramme qui
permet de choisir I’ATB le plus efficace contre d’un germe déterminé et la mise en évidence

des germes multirésistants dont la dissémination doit €tre évitée en milieu hospitalier.

2.1.4. Structures chimiques de quelques antibiotiques
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2.2. Les antifongiques (Schorderet et coll., 1989)

2.2.1. Définition

Ce sont des substances actives contre les champignons. Elles agissent en détruisant les
champignons responsables des mycoses (fongicides) ou en empéchant leur croissance et leur
multiplication (fongistatiques).
Les polyénes, la flucytosine (ou 5-FC), les imidazoles et la gris€ofulvine sont les principaux
médicaments antifongiques utilisés.
2.2.2. Classification et mode d’action

2.2.2.1. Les polyenes :

Ils agissent en augmentant la perméabilité des cellules fongiques par liaison aux

stérols membranaires (ergostérol), entrainant ainsi des modifications de la structure pariétale
et la perte de matériel cytoplasmique avec lyse de 1’organisme fongique.
Exemples : Nystatine, Amphotéricine B

2.2.2.2. La flucytosine :

Encore appelé 5-FC, ce dérivé fluoré de la pyrimidine agit sur les levures par sa
transformation en fluorouracil (5-FU) grace a une enzyme, la cytosine déaminase. Le 5-FU,
en interférant avec la synthése des acides nucléiques, perturbe celle des protéines et provoque
la mort de la levure.

2.2.2.3. Les imidazoles :

Ils agissent au niveau des stérols de la membrane des levures, inhibant la biosynthese
de I’ergostérol avec accumulation de lanostérol. Ils sont le plus souvent fongistatiques.

Exemples : éconazole, miconazole, clotrimazole, mébendazole

2.2.2.4. La griséofulvine :

Ce médicament interfére avec la synthése des acides nucléiques et également avec la

formation des parois des hyphes.



2.2.3. Structures chimiques de quelques antifongiques :
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2.3. Les antiparasitaires

IIs peuvent étre classés en deux grands groupes : les antiprotozoaires et les anthelminthiques.

2.3.1. Antiprotozoaires : ils ont divers sites d’action. Certains agissent sur les formes intra

érythrocytaires du parasite (quinine, méfloquine, etc.), d’autres agissent sur la structure de
I’ADN du parasite (métronidazole), d’autres encore sur les formes tissulaires intra hépatiques
et sur les gamétocytes (primaquine).

Le métronidazole est un antiparasitaire qui agit sur la structure de I’ADN de Trichomonas
vaginalis ; trés souvent utilisé dans le traitement de la trichomonose uro-génitale, il est contre-
indiqué chez la femme enceinte. Le traitement doit étre observé simultanément par les
partenaires (Fattorusso et Ritter, 1988).

2.3.2. Antihelminthiques : ces médicaments agissent soit directement sur le parasite

(diloxanide), soit inhibent de nombreuses fonctions enzymatiques chez le parasite (suramine
sodique).

Certains modifient la perméabilité¢ de la membrane du parasite (diéthylcarbamazine),
d’autres inhibent la phosphorylation de I’ ADN du parasite (niclosamide) ou 1’absorption du

glucose (praziquantel).



2.3.3. Structure chimique du métronidazole:
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2.4. Les antiviraux

2.4.1. Mode d’action ( Schorderet et coll., 1989)

La réplication des virus, bien que liée au métabolisme cellulaire, peut étre inhibée
spécifiquement a divers stades. La plupart des substances antivirales employées de nos jours
sont des analogues des nucléosides, soit des dérivés des bases pyrimidiques ou puriques.
D’une fagon générale, ces médicaments bloquent la synthése des acides nucléiques, soit par
compétition, soit par incorporation comme faux transmetteurs.

D’autres ont une action indirecte : ¢’est le cas des interférons, substances protéiques
(IFN-a) ou glycoprotéiques (IFN-f et y) produites par des leucocytes (classe @), par des
fibroblastes (classe B) ou des lymphocytes (classe ). Apres fixation sur des récepteurs
spécifiques de la membrane cellulaire, ces substances déclenchent une série de réactions
intracellulaires, comme la synthése d’une enzyme ( la nucléotide polymeérase ) laquelle
stimule au contact de I’ARN bicaténaire viral une autre enzyme ( la ribonucléase ) qui inhibe
I’ARNm viral. Elles peuvent inhiber aussi la production de protéines virales.
Certains agents antiviraux (amantadine et rimantadine) agissent a un stade précoce de
I’infection virale, soit sur la libération de 1’acide nucléique, soit sur un événement précoce de
la transcription. Leur action est restreinte aux virus respiratoires : limitée aux infections a
influenza A en clinique.
2.4.2. Classification ( Schorderet et coll., 1989)

2.4.2.1. Analogues des nucléosides

La vidarabine* (9-p-D-arabinofuranosyl adénine)

Analogue de I’adénosine, elle inhibe la syntheése de I’ADN viral a différentes étapes.
L’acyclovir* [9-(2-hydroxyéthoxyméthyl)-guanine]

Analogue de la guanosine et phosphorylé spécifiquement par la thymidine kinase virale, il

inhibe la synthese d’ADN.



La zidovudine* ou azidothymidine (3’-azido-3’-désoxythymidine)
Analogue de la thymidine, elle est reconnue spécifiquement par la transcriptase inverse et
incorporée dans I’ADN viral.

2.4.2.2. Amantadine* et rimantadine*

La rimantadine (o-méthyl-adamatane-1 méthylamine) est un analogue de 1’amantadine
(adamatane-1 amine). Cette derniere est utilisée dans la prophylaxie de I’infection a influenza
A.

2.4.2.3. Interférons

Vu leur spectre d’action trés large, ces substances ont été testées dans un grand nombre de
maladies virales ; les résultats ont été intéressants dans les affections comme le zona, 1’herpes
génital récidivant, I’hépatite B, ’herpés simplex chez les sujets immunodéprimés.

2.3.4. Médicaments utilisés dans le traitement des infections dues au VIH :

LES ANTIRETROVIRAUX

Beaucoup de médicaments sont actuellement utilisés pour le traitement des infections a VIH.
Ils sont le plus souvent utilisés en combinaison de deux ou trois médicaments antiviraux.
Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI)
Zidovudine ou azidothymidine ( ZDV ou AZT ), Stavudine ( D4T ), Lamivudine ( 3TC),
Abacavir ( ABC ), Didanosine ( DDI ).
Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI)
Efavirenz (EFV, EFZ), Névirapine (NVP).
Les inhibiteurs de la protéase
Indinavir (IDV), Lopinavir (LPV/ R), Nelfinavir (NFV), Ritonavir (R, RTV), Saquinavir
(SQV).
NB : Chacun de ces médicaments doit étre utilisé en association avec au moins deux

autres médicaments antirétroviraux.



Structures chimiques de quelques antirétroviraux
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Structure de quelques substances anti-VIH isolées des plantes (Hostettmann, 1997)

La Michellamine B est un alcaloide isolé a partir d’une liane du Cameroun
appartenant au genre Ancistrocladus de la famille des Ancistrocladaceae. La Prostratine est
une substance isolée a partir des extraits aqueux de Homalanthus nutans, une plante de la

famille des Euphorbiaceae.

Prostratine Michellamine B



2.5. Méthodes d’étude des antimicrobiens

2.5.1. Méthode de diffusion

Elle consiste en I’identification d’une substance agissant sur un microorganisme et en
la détermination de la concentration minimale inhibitrice de cette substance qui détruit le
microorganisme. Le dépot des extraits se fait sur de petits cylindres de dimensions connues
(en porcelaine, en acier inoxydable ou en papier), placés sur de la gélose en boite de Pétri.
Aprés incubation de 24 heures a I’étuve a 37 °C, les zones d’activité apparaissent circulaires
sur le fond opaque de la gélose.

2.5.2. Méthode de dilution

Elle consiste a incuber un milieu de culture avec une dilution de doses croissantes des
solutions a tester. Dans des tubes a essai stériles contenant d’une part une solution étalon
d’activité connue, d’autre part les solutions a tester, ajouter un volume constant d’un milieu
nutritif ensemencé avec un germe déterminé. Laisser séjourner trois a quatre heures au bain-
marie a la température de 37 °C. L’activité est appréciée par 1’observation d’une inhibition
traduite par I’absence de culture visible dans les tubes.

2.5.3. Méthode bio autographique

La méthode bio autographique consiste en 1’isolement des constituants actifs a travers
une cible apres dilution rapide. Les chromatogrammes sont recouverts d’un milieu de culture
incorporé de microorganismes. Apres une incubation pendant 24 heures a 37 °C, un révélateur
approprié permet d’observer ’activité (Diallo, 2000).

2.6. Quelques plantes antimicrobiennes déja testées au DMT

Une étude sur I’activité anticandidosique de certaines plantes maliennes sur Candida
albicans en 1999 a fait ressortir que sur 18 plantes testées, sept (7) se sont montrées actives
sur le germe utilisé : il s’agit par ordre décroissant d’activité de : Afrormosia laxiflora

(Fabaceae), Annona senegalensis (Annonaceae), Bridelia ferrugina (Euphorbiaceae), Ficus

iteophylla (Moraceae), Cassia nigricans (Ceasalpiniaceae), Ptereocarpus erinaceus

(Fabaceae) et Ximenia americana (Olacaceae) (Kanta, 2000).

En 2002, I’étude sur ’activité antifongique de 14 plantes a montré que sur 36 extraits
testés, 7 possédaient une activité notamment les extraits des feuilles et des écorces de
Anacardium occidentale L., les extraits des feuilles de Anogeissus leiocarpus DC.Guill et Perr
et de Ficus capensis Thumb., les extraits des écorces de Combretum glutinosum Perr. ex DC.,

de Daniellia oliveri Hutch et Dalz, de Vitex doniana Sweet (Keita, 2002).



AUTRES PLANTES ANTIMICROBIENNES TESTEES

Tableau I : Plantes testées pour leurs antimicrobiennes

Noms scientifiques& Familles Parties utilisées Activités Références

Annonaceae Ecorces Antiparasitaire Alawa et al, 2003
Annona sengalensis Pers.

Combretaceae Ecorces du tronc, Antibactérienne Souley Amadou, 2004
Combretum glutinosum Perr. ¢corces des
ex DC. racines
Combretum micranthum G. Feuilles Antifongique Diallo, 2000
Don
Guiera senegalensis Gmel Feuilles Antifongique Diallo, 2000
Légumineuse Ceasalpiniaceae Ecorces Antiparasitaire Fotsing, 2005

Piliostigma thonningii Schum

3. LES ANTIOXYDANTS

3.1. Généralités

Représentant environ la cinquiéme partie des constituants de I’air, I’oxygene est
indispensable a la vie de tous les organismes aérobies. En effet, ces derniers utilisent le haut
niveau énergétique de I’oxygene moléculaire pour oxyder des substances comme les hydrates
de carbone, les protéines, les graisses et produire essentiellement du dioxyde de carbone
(CO»), de I’eau et de I’énergie nécessaire au processus de la vie. Le métabolisme des
composés endogenes et exogenes par les enzymes telles que les monoamines-oxydases ou les
mono-oxygénases nécessite 1’utilisation de I’oxygene (Cavin, 1999).

En thérapeutique, 1I’oxygene est utilis€ en inhalation contre I’anoxie cellulaire ou
globale, les hémorragies ainsi que dans de nombreuses affections pulmonaires, les embolies
gazeuses des plongeurs, etc.

L’oxygene sous ’action des rayons UV, des radiations ionisantes, des métaux de
transition ou au cours de diverses réactions enzymatiques, fournit des formes hautement
réactives : I’anion superoxyde (O,), I’oxygene singulet ('0,), le peroxyde d’hydrogéne
(H20y), les peroxydes alkyles (ROOH) et les radicaux hydroxyles(OH), peroxydes (ROO), et
alcoyles (RO) qui sont a I’origine de la peroxydation des lipides membranaires, au niveau du
poumon, du systéme nerveux central et de la rétine (Allain, 1996). On leur donne le nom
d’Especes Réactives de I’Oxygene (ERO).

Sur le systéme nerveux, la toxicité de 1I’oxygene se traduit par des troubles visuels, des

contractions musculaires, des convulsions (Allain, 1996).



Dans les conditions normales la production des radicaux libres est controlée par
I’organisme par un phénomene appelé homéostasie. L homéostasie est I’établissement d’un
équilibre fragile entre la formation de substances pro-oxydantes et leur élimination (action des
antioxydants). Lorsque cet équilibre est rompu en faveur de la production des pro-oxydants,
I’organisme endure un stress oxydant de telle sorte que les cellules ne peuvent plus éliminer
leur surproduction (Pincemail et al., 2002).

Les ERO sont utilisées par les cellules phagocytaires de 1’organisme (macrophages)
pour combattre les agents infectieux (bactéries, virus). Cependant, cette utilisation
avantageuse des ERO ne va pas sans conséquences car elles ont la capacité d’agir sur les
structures biologiques des cellules (protéines, lipides, ADN). En effet, des études
épidémiologiques et cliniques ont suggéré le réle de ces ERO dans le développement de
nombreux processus pathologiques : maladie de Parkinson, asthme, arthrite, mongolisme,
neuro-dégénérescence, athérosclérose, etc. (Pincemail et al., 2002).

3.2. Quelques définitions

> Radical libre :

On appelle radical libre, toute molécule indépendante contenant un ou plusieurs
¢lectrons non appariés. Le terme radical a été le plus souvent assimilé a une espece réactive
ou a un oxydant mais tous les radicaux libres ne sont pas des oxydants et tous les oxydants ne
sont pas des radicaux libres. Les radicaux libres sont considérés comme des armes a double
tranchant. En effet, ils protégent notre organisme contre les microorganismes et les cellules
tumorales mais sont aussi a 1’origine de 1’altération et de 1’usure des tissus (Allain, 1996). Ils
constituent une cible privilégiée pour I’amélioration des thérapies a différents stades
pathologiques.

> Antioxydant :

On nomme antioxydant, toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle d’un substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére
significative 1’oxydation de ce substrat. Le terme de substrat oxydable inclut toutes sortes de
molécules in vivo. Lorsque des espéces réactives de 1’oxygene sont produites in vivo, de
nombreux antioxydants interviennent. Ce sont principalement des enzymes : la super oxydase
dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPO), la catalase et aussi des molécules de faible

masse moléculaire comme le tripeptide glutathion ou I’acide urique (Cavin, 1999).



> Le stress oxydant :

En situation physiologique il y a un équilibre parfait entre la production d’especes
réactives de ’oxygene et les systeémes de défenses antioxydantes. On parlera de stress oxydant
lorsqu’il y a un déséquilibre profond entre antioxydants et pro-oxydants en faveur de ces
derniers, ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles (Pincemail et a/, 1999).

3.3. Origines des radicaux libres

La pollution de I’environnement ( automobiles, industries ) génére les espéces réactives
de I’oxygéne.

Le tabac : une bouffée de cigarette contient environ 10'* radicaux et aussi des traces
d’ions métalliques pouvant réagir avec le peroxyde d’hydrogene.

La vitamine C : considérée comme un antioxydant, elle peut dans certaines conditions,
étre a I’origine des radicaux libres (notamment en présence de peroxyde d’hydrogene)
(Chevalley, 2000).

3.4. Dommages liés aux radicaux libres

Les radicaux libres sont caractérisés par leur grande réactivité chimique et leur courte
durée de vie (Allain, 1996).

De part leur nature instable les radicaux libres (ERO ) sont toxiques et interagissent avec
toute une série de substrats biologiques importants. Des dénaturations de protéines, des
inactivations d’enzymes, une oxydation de glucose, des cassures au niveau de I’ADN avec
possibilité de mutation et des processus de peroxydation lipidique peuvent alors apparaitre
avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule (Pincemail et al., 2002). C’est
ainsi que certains radicaux libres semblent jouer un role dans les phénomenes de
vieillissement, qui pourraient étre la conséquence des dommages oxydants irréversibles
accumulés tout au long de 1’existence.

3.5. Intérét des antioxydants

L’intérét porté aux antioxydants est grandissant surtout ceux d’origine naturelle. Les
antioxydants agissent de diverses manicres. Leur action inclut le captage de I’oxygene
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente ou leur réduction, la
complexation d’ions et de métaux de transition (Cavin, 1999). En situation physiologique, ces
systémes antioxydants ont la capacité de réguler la production des ERO ( Pincemail et a/,

2002 ).



> Les différents Types

Il existe deux catégories d’antioxydants : les antioxydants naturels et les autres
substances a propriétés antioxydantes. On les regroupe en antioxydants de type I ou II selon
leur mécanisme d’action.

* Antioxydants de Type [

Les antioxydants de type I sont des substances qui vont interrompre la chaine de propagation
dans le processus de formation des peroxydes en leur cédant un hydrogene. Ils sont appelés «
Phagocytes de radical libre ».
Exemples :
Le gallate de propyle, le tocophérol (Vit E) et le terbutyl hydroxy-anisol (BHA).

* Antioxydants de Type II

IIs empéchent ou diminuent la formation des radicaux libres. Ils sont appelés aussi les
séquestrants de métaux. Ils précipitent les métaux en inhibant leur réactivité par occupation
de tous les sites de coordinations.
Exemple : Acide citrique, Cystine

3.6. Sources

En plus des substances propres a 1’organisme, les médicaments, 1’alimentation et les
plantes sont des sources potentielles d’antioxydants (Cavin, 1999).

» Meédicaments :

=  Probucol (Lurselle)

Ce produit diminue non seulement le taux de cholestérol dans le sang mais aussi supprime

I’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) et prévient ainsi I’arthérogénése.

= N- Acétyl- Cystéine

Il a un important intérét dans les affections des poumons dues a des especes réactives de
I’oxygeéne. C’est un précurseur du glutathion. Tripeptide composé de Cystéine, d’acide
glutamique et de glycine, le glutathion est le transporteur d’hydrogéne dans 1’organisme.

» Alimentation :
Certaines substances que nous rencontrons dans notre alimentation de tous les jours
possédent aussi des propriétés antioxydantes.

=  Tocophérol (vitamine E)

Vitamine de la reproduction, c’est le principal agent antioxydant membranaire ; elle prévient
la peroxydation des lipides membranaires par capture des radicaux. On les rencontre dans les

fruits et Iégumes a feuilles vertes, le lait et les graines.



= Acide ascorbique (vitamine C)

Substance a propriétés antiasthéniques, 1’acide ascorbique est aussi un puissant
réducteur ; il intervient dans la régénération de la vitamine E.

Dans le tube digestif, elle manifeste un effet antioxydant en empéchant I’oxydation

des nitrates en nitrites et nitrosamides (composés cancérigenes)

(www.esculape.com/textes/antioxydant.html, 30/11/2003). Légumes, persil , agrumes et bien

d’autres fruits en sont particulierement riches (Bossokpi, 2002).
=  Sélénium

Le sélénium est un oligoélément qui ne posséde pas d’activité antioxydante
proprement dite. Il est toutefois considéré comme tel puisqu’il participe a la constitution et a
la régulation de la glutathion peroxydase, enzyme qui participe a la destruction des peroxydes
lipidiques (Pincemail et a/, 1999).

Jadis connu comme toxique, les effets bénéfiques du sélénium sur 1’organisme ne sont
connus que depuis un quart de siécle. Il neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure) et
prévient le vieillissement. Il aurait aussi une action préventive sur certains cancers ( Diallo,
2005).

> Plantes :
Les plantes sont sources de nombreux composés a propriétés antioxydantes. Peuvent
étre cités entre autres compos€s les tanins, les flavonoides, les coumarines, les caroténoides.
= Les tanins
Les tanins sont des composés présentant des propriétés antioxydantes significatives. Deux
grands groupes peuvent étre distincts :

- Les tanins hydrosolubles : des esters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un

nombre variable de molécules d’acide phénol.

- Les tanins condensés ou proanthocyanidols : polymeéres flavaniques constitués d’unités de

flavan-3-ols. Ils ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux,
Gymnospermes et Fougéres y compris (Bruneton., 1993).
Exemple : I’acide gallique

= Les caroténoides

Constituants membranaires des chloroplastes, ils forment un groupe de pigments
liposolubles contribuant a la coloration jaune, orange ou rouge des fruits et des légumes. Ils
sont trés souvent retrouvés dans les plantes alimentaires ( tomate, carotte, melon, épinard ).

Les caroténoides réagissent avec l’oxygeéne singulet, les radicaux peroxydes et

alkoyles, en capturant les radicaux libres. Exemple : le B-caroténe



= Les lignanes

Les lignanes les plus étudiés du point de vue de leurs activités antioxydantes sont les
dérivés bifuranyles des graines de sésame (Sesamum indicum DC, Pediliaceae). La forte
résistance a la détérioration oxydative de I’huile de sésame a suscité depuis plusieurs années
de nombreuses recherches sur les graines de sésame. Les lignanes diarylfuranofuraniques tels
que le sésaminol, ont montré des propriétés antioxydantes expliquant ainsi la stabilité de cette
huile. Exemple : la sésamine

= Les flavonoides :

Les flavonoides constituent un groupe de métabolites trés répandu dans les plantes. Ils
se trouvent presque dans toutes les parties de la plante, a différentes concentrations ou ils
jouent un rdle déterminé dans le systéme de défense comme antioxydants. Ces composés sont
intéressants dans le domaine médical car associ¢ a de nombreuses activités biologiques telles
que anti-inflammatoires, antihépatotoxiques, antitumorales, antihypertensives,
antithrombiques, antibactériennes, antivirales, antiallergiques et antioxydantes. Les relations
structures-activités des flavonoides et des autres composés phénoliques ont démontré que
I’activité était déterminée par la position et le degré d’hydroxylation. Exemple : I’eucalyptine

= Les coumarines :

Les coumarines ont la capacité de prévenir la peroxydation des lipides membranaires
et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ces composés agissent
comme les flavonoides. Exemple : I’esculoside

= Les stilbénoides : composés phénoliques possédant deux noyaux benzéniques séparés

par un pont éthane ou éthéne. Présents dans de nombreuses familles de végétaux supérieurs,
ils sont souvent antifongiques et antimicrobiens. Exemple : la pinosylvine

3.7. Méthodes d’études des antioxvdants

3.7.1. Test mesurant P’activité antioxydante contre le lysosome

o] Principe : ce test consiste en la détection de I’activité antioxydante d’une
substance par oxydation des lysosomes par le 2, 2°-azobis, 2-amidinopropane (Amadou,
2004).

3.7.2. Réduction du radical 1,1’-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Test sur CCM : le principe consiste a déposer les produits a tester sur des plaques de CCM en
aluminium recouvertes de gel de silice GF;s4 et a les développer dans des systémes de
solvants appropriés. Apres séchage, les plaques sont révélées avec une solution méthanolique
de DPPH a 2mg/ml. Les activités antiradicalaires apparaissent sous forme de spots de couleur

jaune-blanc sur fond violet (Cavin, 1999).



3.7.3. Test mesurant Pactivité antioxydante au moyen des caroténoides

Test sur CCM (Principe) :

0 Les plaques CCM sont préparées de la méme maniére que pour le test du DPPH, puis
giclées avec une solution chloroformique a 0,5 mg/ml de B - caroténe. La plaque CCM est
ensuite exposée sous une lampe UV a 254 nm jusqu’a décoloration de la plaque. Les zones
antioxydantes apparaissent en jaune sur fond blanc. Il faut faire particuliérement attention aux

substances déja colorées en jaune, car elles peuvent donner de faux positifs (Cavin, 1999).

3.8. Quelques plantes a activité antioxydante

Tableau 11 : Plantes a activité antioxydante

Familles & Noms scientifiques Parties utilisées Références
Anacardiaceae Feuilles, écorces des Bathily, 2001
Lannea velutina Rich racines
Capparidaceae Feuilles, fruits, écorces Fotsing, 2005
Maerua angolensis DC.
Cesalpiniaceae Parties aériennes Mogode, 2005
Cassia nigricans Vahl.
Combretaceae Ecorces du tronc, Souley Amadou,
Combretum glutinosum Perr. ex DC. ¢corces des racines 2005
Hypericaceae Feuilles Bathily, 2001
Psorospermum guineense Hochr
Leguminoseae Ecorces du tronc Diallo, 2002

Burkea africana Hook.




o Structures chimiques de quelques antioxydants isolés des plantes
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4. MONOGRAPHIES DES PLANTES

Dans ce chapitre, la monographie de chacune des plantes est présentée selon le plan suivant :

Y

Nom scientifique

Noms locaux

Synonymes

Autres especes (s’il y en a)
Systématique

Habitat

Caractéristiques botaniques
Chimie

Toxicologie

Pharmacologie

YV V.V V V V V V V V

Utilisations

4.1. Anthocleista djalonensis A. Chev.

Noms locaux

Francais : arbre chou

Bambara : samatlo, fereta lafira, fersta debe

Senoufo : dugu sudo, sonige

Synonymes : Anthocleista kerstingii ex Volk.

Autre espéce : Anthocleista rhizophoroides Baker (Boullard, 2001)
Systématique (Crété, 1965)

Reégne : Végétal

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Série : Hypogynes

Sous-série : Istémones ( a fleurs actinomorphes)
Ordre : Gentianales

Famille : Loganiaceae

Genre : Anthocleista

Espéce : djalonensis



Habitat
Cet arbre est fréquent dans les galeries forestieres de la zone soudano-guinéenne (Malgras,
1992).

Caractéristiques botaniques

Anthocleista djalonensis est une plante ligneuse de 8-15 m de haut, croissant en berge
des rivieres. Les feuilles de 9-35 cm voire 1m de long sont opposées, pétiolées, a limbes
ovales ou elliptiques. Les fleurs sont groupées en longs corymbes. Les fruits sont des baies

elliptiques ( Boullard, 2001).

; 1
Figure 2 : Photo des feuilles de Anthocleista djalonensis (Diallo, 2004)

Chimie

Lavie et Taylor-Smith d’une part, Plat,Koch et coll. d’autre part (auteurs cités par
Kerharo) ont obtenu en 1963, a partir de cette espéce un alcaloide indolique, la gentianine ou
érythricine, trés répandue chez les gentianacées. Un hétéroside monoterpénique, la
swertiamarine ou swertiamaroside, a €té isolé des feuilles séches. Taylor-Smith a isolé de
I’espece nigériane un composé qui s’est révélé etre un acide triterpénique pentacyclique
dénommé « anthocleistine » (Kerharo et Adam, 1974). La petite centaurée (Centaurium
erythreea Rafn.), une plante de la méme famille, renferme des acides phénols, des flavonoides,
des xanthones polysubstitués et plusieurs sécoiridoides responsables de I’amertume de la

plante : centauroside, centapicrine, swertiamarine (Bruneton, 1993).



Toxicologie

La gentianine, un alcaloide isol¢ de cette plante, a une toxicité tres faible chez la souris :
la DLsg est de : 250 — 300 mg/kg, 500 mg/kg et 0.48 — 1.3 g/kg respectivement par voie
intraveineuse, par voie sous-cutanée et per os (Kerharo et Adam, 1974). Cependant,
I’utilisation en médecine traditionnelle de doses trés élevées de Anthocleista djalonensis
entraine des effets toxiques (Onocha et coll., 2003).

Pharmacologie

La gentianine, alcaloide isolé de cette plante, posséde des propriétés anti-histaminiques
et anti-inflammatoires. Elle a une importante action analgésique chez le rat (Kerharo et Adam,
1974). Toutes les parties de Anthocleista djalonensis sont pharmacologiquement actives. Elle
a une activité diurétique et purgative (Burkill, 1985). Il a été¢ démontré que 1’extrait aqueux de
la centaurée, posséde des propriétés anti-inflammatoires et antipyrétiques. La swertiamarine et
la gentiopicroside sont antibactériens (Bruneton, 1993). Les racines de Anthocleista
djalonensis permettent de guérir les maux de coeur (Boullard, 2001).

UTILISATIONS :

> En médecine traditionnelle :

Au Sénégal, les tradipraticiens de santé considérent cette plante comme un purgatif
drastique de posologie délicate. Elle est utilisée lors de la recherche d’une action violente sur
le tube digestif : ce qui expliquerait son indication comme contrepoison, anti-lépreux,
emménagogue ou purgatif (Kerharo et Adam, 1974).

En Sierra-Léone, les feuilles sont utilisées dans le traitement de la jaunisse et les
racines dans le traitement de la constipation et de la gonococcie.

En Cote-d’Ivoire, les racines sont utilisées dans le traitement des oedémes et de
I’¢éléphantiasis du scrotum.

Au Nigéria, les racines sont indiquées dans I’infertilit¢ féminine et les menstruations
douloureuses (Burkill, 1985).
Au Mali, cette plante est indiquée dans le traitement de la gonococcie (Ouattara, 2005).
> Autres usages :

Le bois est blanc, 1éger et périssable. Il apparait comme n’ayant pas d’usage. Les

troncs sont parfois évidés pour Etre utilisés comme ¢étui a fleches au Nord du Nigeria (Burkill,

1985).



4.2. Erythrina senegalensis DC.

Noms locaux

Frangais : arbre corail

Bambara : n’teblin, n’timini, n’tinkisse

Dogon : nabe-ana, pale jirin

Senoufo : kaferige

Peulh : mototay

Autre espéce : Erythrina abyssinica Lam. ex Rich., Erythrina burttii
Systématique :

Reégne : Végétal

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dialypétales
Série : Calciflores
Sous-série : Diplo-méristémones
Ordre : Rosales
Famille : Papilionaceae
Genre : Erythrina
Espéce : senegalensis
Habitat
Erythrina senegalensis est un arbre disséminé en savanes soudaniennes et soudano-
guinéennes (Malgras, 1992).

Caractéristiques botaniques

C’est un petit arbre épineux de 6-7 m a écorce épaisse, claire, parfois liégeuse, a
tranche jaune. Les feuilles trifoliolées sont alternes. Les fleurs, d’un rouge vif lumineux, sont
en longs racémes terminaux de 15 - 25 cm s’épanouissant avant ou au début de la feuillaison.
Les fruits sont des gousses a parois minces, fortement incurvées ou enroulées, de 8 - 15 cm de

long. Les graines de couleur rouge vif sont ovoides (Maydell, 1990).



Figure 4 : Pied fleuri d’E. senegalensis (Arama, 2005)
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Figure 5 : Tronc d’E. senegalensis (Diallo, 2005) Figure 6 : Graines d’E. senegalensis (Kalilou, 2005)




Chimie

Une base curarisante, 1’érythroidine, a ét¢ découverte dans les graines de I’espece
américaine (E. americana) en 1937. Par la suite ont été isolés de E. senegalensis les
composés suivants : hypaphorine (C;4H;30,N3), érysodine (C;sH,;O,N) et érysopine
(C17H190,N). Une analyse ayant porté sur 50 g de graines d’origine guinéenne a donné les
résultats suivants : 9.2 % de fraction lipidique, 19.1 % d’extrait alcoolique, 0.06 %
d’alcaloides libres, 1.43 % d’alcaloides totaux libérés (Kerharo et Adam, 1974).
Des traces d’alcaloides de 1’ordre de 0.05 - 0.10 % ont été signalés dans les racines de E.
senegalensis (Kerharo et Adam, 1974). Oh Won Keun et coll. ont isolé de cette espece, deux
isoflavonoides : érysenegalenseine N et érysenegalenseine O ( Oh Won Keum et al/.,1999).
Toxicologie

Des extraits de racines ont montré une toxicité chez les souris avec une DLsy de 5 g/kg
par voie sous-cutanée (Kerharo et Adam., 1974). Une étude toxicologique réalisée en Cote-
d’Ivoire a montré que Erythrina senegalensis est faiblement toxique. La DLs, est de 1633
mg/Kg et de 1770 mg/Kg de p.c déterminée respectivement par la méthode de Miller —
Tainter et la méthode de Dragsted — Land (Traor¢ et coll, 2002).

Pharmacologie

Au Sénégal, les feuilles de Erythrina senegalensis sont employées pour leurs pouvoirs
fébrifuge et cholagogue. Au Mali, une propriété diurétique est accordée a cette plante
(Burkill, 1985). Erythrina senegalensis synthétise plusieurs alcaloides aux propriétés
curarisantes (Boullard, 2001).

UTILISATIONS :

> En médecine traditionnelle

La plante est utilisée contre les troubles gastriques de toutes sortes et la dysenterie.
Les extraits de racines sont indiqués dans le traitement de la malaria, de I’aménorrhée, de la
stérilité féminine, de la fievre, du rachitisme, des maladies du foie et de la vésicule. Les
branches sont machées comme aphrodisiaque (Maydell, 1990 ).

La plante est aussi utilisée comme diurétique ; elle est indiquée dans le traitement de
I’asthme, de I’cedéme généralisé et contre I’avortement (Burkill, 1985).

Les écorces de tronc sont employées dans les fibromes utérins, les aménorrhées, les

maux de ventre ou le paludisme (Boullard, 2001).



Erythrina senegalensis est indiquée également dans le traitement de la gonococcie et des
candidoses (Ouattara, 2005).
Les écorces de tronc et les racines sont les parties les plus utilisées de cette plante.

> Autres usages

Cet arbre est planté comme haie. Le bois est peu utilisé car vite parasité. Les feuilles
sont broutées par les animaux (Maydell, 1990).
Erythrina senegalensis est un arbre trés ornemental et il est beaucoup planté pour cette

raison. Pour certains peuples, c’est un arbre fétiche a hauts pouvoirs magiques (Burkill, 1985).
4.3. Heliotropium indicum L.

Noms locaux

Bambara : ndsiku

Dogon : ogu fumbalama djon

Wolof : ndg um der, xeteram

Synonymes : H. africanum Schum. et Thonn

Autres espéces : H. angiospermum Murr.( ou H. parviflorum L.)

H. europaeum L.

Systématique
Regne : Végétal
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Gamopétales
Série : Hypogynes
Sous-série : Istémones ou Bicarpellées
Ordre : Polémoniales
Famille : Boragaceae ou Borraginaceae
Genre : Heliotropium
Espéece : indicum
Habitat :

Heliotropium indicum est une herbe qui recherche les lieux frais et humides. Elle est

parfois rudérale et est irrégulierement répartie (Kerharo et Adam, 1974).



Caractéristiques botaniques

C’est une plante herbacée a feuilles alternes, rugueuses au toucher dont la base contient
fréquemment des concrétions de carbonate de calcium (cystolithes).

Les inflorescences sont en cymes unipares scorpioides ; les fleurs de couleur presque
toujours bleue sont réguliéres. Le fruit est un akenoide plus ou moins charnu et drupacé chez

d’autres especes (Guignard, 1996).

Figure 7 :Parties aériennes d’ Heliotropium indicum (Diallo, 2005)

Chimie

Mattocks, Schoental, Crowley et Culvenar (auteurs cités par Kerharo) menant une étude
sur Heliotropium indicum en 1961, ont mis en évidence trois alcaloides dont deux ont pu étre
identifiés : I’indicine (C;sH,sNOs) et son N-oxyde (Kerharo et Adam, 1974). La structure de
I’indicine N-Oxide est présentée au sous-chapitre 4.4. Singh et coll. ont isolé de cette espece
(plante entiére) trois alcaloides pyrrolizidiniques : acétyllasiocarpine, europine et héliosupine
(Singh et al., 2005).
Toxicologie

L’¢étude pharmacodynamique de H. indicum sur divers animaux et organes isolés par
Feng a partir d’un extrait aqueux de feuilles et tiges n’a pas montré de toxicité particuliére
par voie intraveineuse chez la souris ni d’effet de spasme sur les organes isolés. Il a été
cependant noté une nette diminution du débit sanguin de la patte du rat et de la pression

sanguine chez le chien avec 0.1 ml d’extraits (Kerharo et Adam, 1974).



Pharmacologie

Les extraits alcooliques de la plante entic¢re ainsi que les extraits aqueux des feuilles
révelent une action anticancéreuse. Les extraits des feuilles montrent un faible pouvoir
insecticide (Kerharo et Adam, 1974).

Heliotropium indicum a des propriétés diurétiques. En Cote-d’Ivoire, la poudre de
feuilles seches est utilisée pour son pouvoir décongestionnant dans le traitement des rhumes et
des sinusites. La plante entiére, en Guinée, est employée comme fébrifuge (Burkill, 1985).

UTILISATIONS :

> En médecine traditionnelle

Les feuilles réduites en poudre apres séchage a I’ombre sont utilisées au Sénégal
contre diverses dermatoses, mais particuliérement contre les crotites laiteuses caractéristiques
de I’eczéma et de I’impétigo des enfants (Kerharo et Adam., 1974).

Au Nigeria et au Ghana, I’infusion de feuilles est appliquée localement sur les plaies,
les brilures, les boutons, etc.

Au Gabon, les feuilles triturées sont employées dans 1’inflammation des gencives et
des parties génitales.

La décoction de feuilles est utilisée en Indonésie contre le muguet, en cataplasme
contre les herpes et les rhumatismes en Indochine (Burkill, 1985).

> Autres usages

Les fibres de cette plante obtenue par enfouissement de la plante entiere dans la boue,
sont utilisées pour la confection de faux cheveux portés par les femmes. Certains peuples (les
Yoruba ) disent que la plante peut aider a se détourner du mal, d’ou son appellation « bec de
vautour » car lorsqu’elle porte des fruits, elle se tourne du mauvais c6té comme le bec de

vautour quand il se nourrit (Burkill, 1985).



4.4. Quelques molécules isolées des plantes a I’étude (Kugelman et a/, 1976 ; Okorie,

1976 ; Fomum et al, 1987 ; Bruneton, 1993)

HOA o Q" _cH, CO,CH,
k i \J CH, —0 —C —cI: —CH\ H3CO o
N CH OH
Y Hoc”  CH, HyC 5
O OCHs
Indicine N-Oxide Djalonensine

Sénégalenséine Erythraline



TRAVAUX PERSONNELS



1.METHODOLOGIE

Ce travail a consisté a passer en revue les résultats d’une enquéte ethnobotanique
menée aux mois de Février et Septembre de 1’année 2004 dans trois localités du Mali
(Ouattara, 2005) et a choisir trois des plantes citées au cours de la dite enquéte. Cette enquéte
a essay¢ de recenser les plantes traditionnellement utilisées dans la prise en charge des
infections sexuellement transmissibles. Les trois plantes choisies pour nos études
expérimentales ont fait ’objet d’une autre enquéte en vue de recenser les autres utilisations en
médecine traditionnelle au Mali.

1.1. ENQUETE ETHNOBOTANIQUE
1.1.1. Lieux

L’enquéte s’est déroulée dans la localité de Siby (le village de Siby et les villages
environnants) située a une cinquantaine de kilomeétres au Sud-ouest de Bamako (Région de
Koulikoro).

1.1.2 Période

L’enquéte s’est effectuée en Février 2005.
1.1.3 Instrument

Pour mener cette enquéte, la technique du guide d’entretien a été utilisée. Cette technique
a consisté a demander les indications des plantes, les modes de préparation, les voies
d’administration, la fréquence d’administration, la durée du traitement, les effets secondaires
et les contre-indications. Accompagnés par un guide, nous nous sommes rendus aupres des
thérapeutes traditionnels pour leur expliquer le sens de notre visite. Chaque thérapeute
traditionnel consentant a ensuite été interrogé (tous les thérapeutes traditionnels que nous
avons approchés ont accepté de répondre a nos questions, occasion pour nous de les
remercier). L’annexe 1 donne le guide utilisé pour le recueil des informations.

1.1.4 Equipe

L’¢quipe était composée d’un docteur en pharmacie, d’un ingénieur forestier du
Département de Médecine Traditionnelle, d’un autre employé du DMT, d’un chauffeur, de
deux guides et de I’é¢tudiant en these.

0 Choix des plantes a étudier

Les plantes ont été¢ choisies en fonction de leur fréquence d’utilisation par les

thérapeutes traditionnels et les herboristes dans les localités enquétées.



0o Expérimentation

Les ¢études expérimentales ont ¢été réalisées au Département de Médecine
Traditionnelle et au service de bactériologie de 'INRSP.

1.2. ETUDE PHYTOCHIMIQUE

1.2.1. MATERIELS

> matériel végétal

Le matériel végétal est constitué par les écorces de tronc et de racines de Erythrina
senegalensis, les écorces de tronc et les feuilles de Anthocleista djalonensis et les parties
aériennes de Heliotropium indicum. Tous ces échantillons ont été récoltés le 31 décembre
2004 a BLENDIO, une localité de la région de Sikasso. Un spécimen de chaque échantillon
est disponible au DMT sous les numéros 0636, 0759 et 2318 respectivement pour Erythrina
senegalensis, Heliotropium indicum et Anthocleista djalonensis.

Un pulvérisateur Resch type SM2000 OSI/ 1430 pupm a été utilisé pour le broyage des
drogues aprés leur séchage a I’ombre, a la température ambiante du laboratoire du DMT.

1.2.2. REACTIONS DE CARACTERISATION

Les groupes chimiques contenus dans nos échantillons ont ¢été caractérisés par
des réactions en tubes.
Les résultats sont classés comme suit :
oréaction franchement positive: + + + +
Oréaction positive: + + +
O réaction moyennement positive: + +
o réaction louche: +
O réaction négative: (-) ou 0.
> Alcaloides
Préparation de la solution a analyser
A 10 g de drogue végétale séchée et grossierement pulvérisée, ajouter 50 ml de H,SO4 a 10
%, dans un erlenmeyer de 250 ml. Laisser macérer pendant 24 heures a la température du
laboratoire. Compléter le filtrat obtenu a 50 ml avec de I’eau distillée.

Caractérisation

Prendre deux tubes a essais et introduire 1 ml de filtrat dans chacun. Ajouter 5 gouttes de
réactif de Mayer (solution aqueuse de mercuri-iodure de potassium) dans le premier tube et 5
gouttes de réactif de Dragendorff (solution aqueuse d’iodo-bismuthate de potassium) dans le

second. Les alcaloides sont caractérisés par la formation d’un précipité



» Polyphénols
Préparation de la solution a analyser (infusé a 5 %)

A 5 g de poudre, ajouter 100 ml d’eau bouillante dans un erlenmeyer de 250 ml. Aprés une
infusion de 15 mn, compléter le filtrat & 100 ml avec de 1’eau distillée.

Caractérisation
e Tanins

Dans un tube a essali, introduire 5 ml d’infusé a 5 % et ajouter 1ml de solution aqueuse de
FeCls a 1 %. Les tanins sont caractérisés par une coloration verdatre ou bleu noiratre.
Différenciation des tanins : réaction de Stiasny

Ajouter a 30 ml d’infusé a 5 %, 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol a 40 % et 5

ml d’HCI concentré) ; chauffer au bain-marie a 90 °C pendant 15mn environ. L’obtention
d’un précipité montre la présence de tanins catéchiques.

Filtrer et saturer le filtrat d’acétate de sodium pulvérisé (5 g). Ensuite, ajouter goutte a
goutte 1ml d’une solution de FeCls a 1 %. L’obtention d’une teinte bleu-noire t¢émoigne de la
présence de tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

e Flavonoides

A T’infusé 5 % présentant une coloration plus ou moins foncée, ajouter un acide (H,SO4
a 10 %), puis une base (NH4OH 50 %). Si la coloration s’accentue par acidification, puis vire
au bleu violacé en milieu basique, on peut conclure a la présence d’anthocyanes.

Réaction a la cyanidine :

Introduire dans un tube a essais Sml d’infusé a 5 %, et ajouter Sml d’alcool chlorhydrique
(éthanol a 95 © alcoolique, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume) ; puis 1ml
d’alcool isoamylique et quelques copeaux de magnésium.

L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones), rose violacée (flavanones) ou rouge
(Flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool isoamylique indique
la présence de flavonoides libres (génines). Les colorations sont moins intenses avec les
hétérosides flavoniques.

Leuco anthocyanes :

Effectuer la méme réaction que précédemment sans ajout de copeaux de magnésium et
chauffer au bain-marie pendant15 mn. L’apparition d’une coloration rouge cerise ou violacée

indique une réaction positive. Une teinte brun-rouge est observée en présence de catéchols.



> Dérivés anthracéniques

e Anthraquinones libres

A 1lg de poudre, ajouter 10 ml de chloroforme. Chauffer le mélange pendant 3mn au bain-
marie. Compléter le filtrat a 10 ml (si nécessaire) . A Iml de 1’extrait chloroformique, ajouter
1ml de NH4OH 50 % et agiter. Une coloration plus ou moins rouge indique la présence
d’anthraquinones libres.

e Anthraquinones combinées

O- Hétérosides :

Au résidu de la drogue épuisée par le chloroforme, ajouter 10 ml d’eau et 1 ml d’HCI
concentré, maintenir le tube a essai au bain-marie bouillant pendant 15 mn. A 5 ml de
I’hydrolysat ainsi préparé, ajouter 5 ml de chloroforme et agiter. Soutirer la phase organique
(chloroformique), y ajouter 1 ml de NH4OH dilué : la présence d’anthraquinones est révélée
par une coloration rouge plus ou moins intense. Conserver la phase aqueuse.

En cas de réaction négative ou faiblement positive, poursuivre par addition a 5 ml de
I’hydrolysat, 3 a 4 gouttes de FeCls a 10 %, agiter avec 5 ml de chloroforme. A la phase
chloroformique, ajouter 1 ml de NH4OH dilué et agiter. En présence de produits d’oxydation
des anthranols ou des anthrones, la coloration rouge s’intensifie ( caractéristique des O-
hétérosides a genine réduite).

C - Hétérosides :

A la phase aqueuse conservée, ajouter 10 ml d’eau, puis 1 ml de FeCl; a 10 %. Apres
¢bullition au bain-marie pendant 30 mn, agiter avec 5 ml de chloroforme. A la phase
chloroformique ajouter 1 ml de NH4OH dilué. Une coloration rouge plus ou moins intense
indique la présence de génines de C-hétérosides.

> Stérols et triterpénes

La solution utilisée est obtenue comme suit. A 1 g de poudre ajouter 20 ml d’éther ; laisser
en macération pendant un temps suffisant. Compléter le filtrat a 20 ml avec de I’éther. Apres
avoir évaporé a sec 10 ml de I’extrait, dissoudre le résidu dans un mélange de 1ml
d’anhydride acétique et de 1 ml de chloroforme. La solution obtenue est partagée entre deux
tubes a essais.

Mettre au fond d’un des tubes, 1’autre servant de témoin, 1 a 2 ml de H,SO,4 concentré a
I’aide d’une pipette. Ne pas agiter. A la zone de contact des deux liquides, la formation d’un
anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageante devenant verte ou violette révele la

présence de stérols et triterpenes.



» Caroténoides

Evaporer a sec 5 ml de I’extrait éthéré et ajouter 2 a 3 gouttes d’une solution saturée de tri
chlorure d’antimoine dans le chloroforme. Il se développe, en présence de caroténoides, une
coloration bleue devenant rouge par la suite.
» Coumarines

Evaporer 5 ml d’extrait éthérique a sec, reprendre le résidu avec 2 ml d’eau chaude. Partager
la solution entre 2 tubes a essais. Dans 1’un des tubes, ajouter 0,5 ml de NH4OH a 25 %.
Observer sous un rayonnement ultra violet a 366 nm. La présence d’une fluorescence intense
dans le tube ou il a été ajouté de ’ammoniaque est caractéristique des coumarines.

> Heétérosides cardiotoniques

Préparation de la solution a analyser :

Introduire 1 g de poudre dans un tube a essai, ajouter 10 ml d’éthanol a 60 ° alcoolique et 5
ml d’une solution d’acétate neutre de plomb a 10 %. Porter a ébullition pendant 10 mn et
filtrer.

Caractérisation

Agiter le filtrat avec 10 ml de CHCI; en évitant la formation d’une émulsion. Apres
décantation (dans une ampoule a décanter), soutirer la phase chloroformique; partager entre
trois tubes a essai et évaporer au bain-marie jusqu’a sec. Reprendre les résidus avec 0.4 ml
d’isopropanol. Dans les trois tubes, ajouter respectivement 1ml de chacun des réactifs
suivants : réactifs de Baljet, de Kedde et de Raymond-Marthoud. Ensuite, introduire dans
chaque tube, 5 gouttes de KOH a 5 % dans I’éthanol a 80 %. Aprés dix minutes de contact
environ, apprécier le développement des colorations suivantes caractérisant les cardénolides :
tube 1 : orangé ; tube 2 : rouge violacé ; tube 3 : violet fugace.

» Saponosides

Préparation de la solution a analyser (Décocté a 1 %)

Porter a ébullition 100 ml d’eau distillée dans un erlenmeyer de 250 ml et y projeter 1 g de
poudre, puis, maintenir en ¢bullition modérée pendant 15 mn. Ajuster le filtrat a 100 ml.

Caractérisation

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, repartir successivement 1, 2,....10 ml
du décocté a 1 %. Ajuster le volume dans chaque tube a 10 ml avec de I’eau distillée. Ensuite,
agiter chaque tube dans le sens de la longueur pendant 15 secondes a raison de 2 agitations
par seconde (soit 30 agitations). Aprés un temps de repos de 15 mn, mesurer la hauteur de la
mousse dans chaque tube. Noter le numéro du tube dans lequel la hauteur de mousse est de 1

cm. L’indice de mousse est obtenu par la relation :



1000
Indice de mousse =

Numéro du tube

> Composés réducteurs

Introduire 5 ml d’un décocté aqueux a 10 % dans un bécher et évaporer au bain-marie
jusqu’a sec. Ajouter au résidu, 1 ml de réactif de Fehling (mélange extemporané de 0,5 ml de
réactif A et de 0,5 ml de réactif B). L’obtention d’un précipité rouge brique indique la
présence de composés réducteurs.

» Oses et holosides

Introduire 5 ml d’un décocté a 10 % dans un bécher. Au résidu obtenu apres une
évaporation a sec, ajouter quelques gouttes de H,SO4 concentré puis 3 a 4 gouttes d’alcool
saturé avec du thymol 5 mn aprées. Le développement d’une coloration rouge caractérise les
oses et les holosides.

» Mucilages
A 1 ml d’un décocté a 10 % dans un tube a essais, ajouter 5 ml d’alcool absolu. L’obtention
d’un précipité floconneux par mélange aprés dix minutes, indique la présence de mucilages.

> Heétérosides cyanogénétiques

Dans un tube a essai, introduire environ 1 g de poudre. Ajouter 5 ml d’un mélange a volume
¢gal d’eau et de toluéne. Apres agitation, nettoyer la partie supérieure du tube. Fixer a la
partie supérieure du tube a I’aide d’un bouchon, un papier picrosodé fraichement préparé.

Une coloration rouge plus ou moins rapide du papier picrosodé caractérise une réaction
positive.

1.2.3. DOSAGES

1.2.3.1._ Taux d’humidité
Deux méthodes ont été utilisées pour le dosage de I’eau :

> Méthode gravimétrique

e Principe : c’est une méthode pondérale qui consiste en la détermination de la perte de
masse par dessiccation a 1’étuve ou au four.
e Matériel : - Balance analytique de précision (type SARTORIUS)
- Four - Pince - Spatule métallique

- Verre de montre (ou creuset) - Dessiccateur - Etuve



e Technique : cinq verres de montre ont été tarés et des prises d’essai (PE)de 1a2 g
(pesées au mg pres) y ont été introduites. Ces verres de montre contenant les poudres ont été
pesés avant d’étre introduits dans le four réglé a 105 °C pour une dessiccation pendant 24 H.
Au sortir du four les poudres ont été refroidies dans un dessiccateur contenant un desséchant
(chlorure de calcium, anhydride phosphorique) ; elles ont ensuite été pesées. Le calcul
suivant permet d’obtenir le pourcentage en eau :

Calcul: Masse prise d’essai = masse avant four - tare
Masse eau = masse avant four— masse apres four
% eau = (masse eau +~ masse PE) x 100

> Méthode volumétrique

e Principe : elle consiste en un dosage de 1’eau par entrainement azéotropique. La
réaction azéotropique se fait a une température constante. Apres condensation des vapeurs de
I’azéotrope, 1’eau se sépare et est dosée en volume.

e Matériel et solvants : - Ballon de 250 millilitres.

- Réfrigérant a reflux tube droit de 20 centimetres de long
- Tube cylindre gradué - Source de chaleur - Eau distillée
- Solvant non miscible a I’eau (toluéne, benzéne, xyléne, ...)
e Technique : introduire dans le ballon sec 1 ml d’eau distillée et 100 ml de toluene.
Distiller pendant une heure (1h), laisser reposer pendant trente minutes (30 mn).
Lire le volume initial (Vi) d’eau distillée.
Introduire dans le ballon une prise d’essai (PE) de 5g de poudre de drogue.
Faire bouillir ’ensemble pendant 1h et laisser reposer pendant 30 mn.
Lire le volume final (V) d’eau dans ’appareil. Rechercher le pourcentage d’eau dans la
drogue par le calcul suivant.
Calcul : % d’eau dans la drogue = (Vf- Vi) x 100 +~ PE

1.2.3.2. Substances extractibles par I’eau

Faire une décoction pendant 15 mn d’1 g de poudre dans 20 ml d’eau distillée. Mettre le
filtrat dans une capsule ou dans un ballon préalablement taré puis évaporer a sec. Peser

ensuite la capsule ou le ballon a froid et déduire la masse du résidu.



1.2.3.3. Substances extractibles par I’éthanol 70 %

Faire macérer 1g de poudre dans 20 ml d’éthanol 70 % pendant 24 H. Filtrer, mettre le filtrat
dans une capsule tarée, évaporer a sec (au bain-marie). Peser ensuite la capsule a froid et
déduire la masse du résidu.
1.2.3.4. Cendres

» Matériel : le matériel est identique a celui utilisé pour la détermination de la
teneur en eau par la méthode gravimétrique.

> Cendres totales

Les cendres proviennent des tissus de la plante ou des éléments étrangers (sable, terre)
adhérant a la drogue végétale. Elles sont obtenues par calcination compléte de la matiere

végétale dans I’air.

e Mode opératoire : peser une prise d’essai de la drogue (M) dans un creuset en silice
préalablement taré (T). Apres incinération au four a une température d’environ 600 °C, et
refroidissement dans un dessiccateur, la masse du creuset contenant la prise d’essai est
déterminée et notée M’.

La masse des cendres totales (MCt) contenues dans le creuset est donnée par la formule :
MCt=M’-M
La masse de la prise d’essai (PE) est donnée par la formule :
PE=M-T

Le pourcentage des cendres totales (% Ct) est donné par la formule :

m Ct
% Ct =100 x

PE
Réaliser 5 essais de la méme maniere afin de déterminer un pourcentage moyen.

> Cendres sulfuriques

Ces cendres sont les substances résiduelles non volatilisées recueillies lorsque
I’échantillon de drogue est calciné avec du H,SO, Elles déterminent la quantité de substances
inorganiques contenues dans la drogue.
Dans un creuset en quartz sec préalablement taré ( T ), introduire une prise d’essai de la
poudre et peser ’ensemble ( M ).

La poudre est ensuite humectée avec HySO4 a 50 % et laissée a I’étuve
pendant 24 heures a la température de 100 ° C, le creuset est porté a calcination dans un four a
la température de 600 °C pendant 6 heures et pesé ensuite apres refroidissement (M ). La

masse des cendres sulfuriques (MCs ) s’obtient comme suit :



MCs=M’-T
La masse de la prise d’essai est : PE=M - T
Le pourcentage des cendres sulfuriques (% Cs ) est donné par la formule :
MCs
% Cs = 100 x
PE

> Cendres insolubles dans ’acide chlorhydrique 10 %

La détermination de ces cendres se fait sur les cendres totales.

Introduire les cendres totales dans un erlenmeyer et ajouter 20 ml de Grunwald a 10 %.
L’ensemble est porté a ébullition pendant 15 mn au bain-marie. Apres refroidissement,
recueillir et laver la matiére non soluble sur un papier filtre sans cendre, puis, transférer le
filtre dans un creuset sec préalablement taré ( T ).

Le creuset contenant le papier filtre est ensuite séché a 1’étuve pendant 24 heures et calciné
pendant 6 heures au four a la température de 600 °C. Apres refroidissement dans un
dessiccateur, peser le creuset contenant les cendres (M”).

La masse des cendres chlorhydriques (mCc ) est donnée par la formule :

mCec =M’ -T
La masse de la prise d’essai est donnée par la formule :
PE=M’-M
Le pourcentage des cendres chlorhydriques (% Cc) s’obtient de la manicre suivante :
mCc
% Cc = 100 x
PE
1.2.3.5. Alcaloides
Alcaliniser une poudre de drogue avec une solution aqueuse alcaline : NH4OH
dilué ; on obtient des alcaloides bases qui peuvent étre extraits par des solvants organiques (
chloroforme, benzeéne, dichlorométhane, ...). Acidifier la solution organique ( H,SO4 dilué,

...). On obtient des alcaloides sels solubles dans une solution acide. Procéder a une séparation
a I’aide d’une ampoule a décanter. Prendre la phase aqueuse et y ajouter de I’ammoniaque
jusqu’a alcalinisation. Extraire avec un solvant organique a 1’aide d’une ampoule a décanter.
Prendre la phase organique et y ajouter un déshydratant (Na,SO,) puis procéder a une
évaporation a sec pour avoir les alcaloides totaux. Peser et rapporter la masse obtenue a la

prise d’essai pour avoir le rendement de 1’extraction.



Dans certains cas, il faut procéder a un dégraissage préalable (particulierement
pour les graines) avec des solvants comme I’éther de pétrole ou I’hexane.

1.2.4. EXTRACTIONS

> Extraction par les solvants a polarité croissante

Le soxhlet a été utilisé pour ’extraction par les solvants a polarité croissante. Pour ce

faire, les solvants suivants ont ét¢ utilisés: 1’éther de pétrole, le dichlorométhane, le méthanol
et I’éthanol 70 %.
Une quantité¢ de 10-20 g de la poudre a analyser a été introduite dans une cartouche placée
dans le soxhlet surmonté d’un réfrigérant et porté par un ballon contenant le solvant
d’extraction ( 100 - 140 ml ). Une série de plusieurs siphonnages a permis 1’extraction
jusqu’a épuisement de la poudre par chacun des solvants utilisés.

Le marc (résidu) a été séché et utilisé pour une digestion puis une décoction. Les extraits
polaires ont été évaporés au Rotavapor, récupérés dans des ballons préalablement tarés en vue
d’une lyophilisation. Les extraits apolaires ont été évaporés a 1’air libre dans des flacons tarés.
Les extraits secs obtenus ont ¢té¢ pesés par la suite afin de déduire le rendement de
I’extraction ; ils ont ensuite été conservés dans des flacons en verre hermétiquement fermés.

Ces extraits secs ont été utilisés pour les investigations ultérieures.
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Figure 8 : Schéma d’extraction par les solvants a polarité croissante



> macération a I’eau
50 g de poudre de drogue et 500 ml d’eau distillée ont été introduits dans un erlenmeyer et

soumis a une agitation magnétique pendant 24 heures a la température du laboratoire. Le

mélange a été filtré et le filtrat lyophilisé apres concentration. Cette opération a été reprise

trois fois.

H,O 500 ml, 24 H x 3

5 @

Figure 9 : schéma de la macération aqueuse

> infusion a I’eau
A 50 g de poudre de drogue nous avons ajouté 500 ml d’eau bouillante. Le mélange a été

ensuite filtré aprés 3 heures de contact et le filtrat fut concentré et lyophilisé.

Infusion, 3 H

Infusé
10 %

Figure 10 : schéma de I’infusion a ’eau

> macération a I’éthanol 70 %

Le mode opératoire est la méme que celui de la macération aqueuse avec ici comme solvant

de I’¢éthanol 70 % (500ml).



> décoction a I’eau

A 30 - 50 g de poudre, il a été ajouté 300 — 500 ml d’eau distillée. L’ensemble fut porté a
¢bullition pendant environ 15 mn. Le mélange a été filtré et le filtrat lyophilisé apres

concentration. Le schéma de la décoction est analogue a celui de 1’infusion.

1.2.5. CHROMATOGRAPHIE
[Chromatographie sur Couche Mince (CCM)]

La CCM est une méthode physico-chimique qui comporte une répartition du soluté
entre deux phases, une phase stationnaire et une phase mobile. Elle permet de séparer les
constituants d’une substance en fonction de leur vitesse de migration.

» Matériels : spatule, flacons, pince, crayon, régle, cutter, balance de type

Sartorius, micropipettes, cuves avec couvercle, pulvérisateurs, plaque de Silice
G 60 Fys4, lampe UV.
> Solvants :
= De dissolution :
Me¢élange méthanol : eau (1 : 1) pour les extraits aqueux.
Acétate d’éthyle ou dichlorométhane pour les extraits apolaires.
Meéthanol pour les extraits alcooliques et hydroalcooliques.
= De migration :
Le systéme de solvants Ligroine : Acétate d’éthyle (4 : 1) a été employ¢ pour les extraits
apolaires et le systéme Butanol : Acide acétique : Eau (60:15:25) pour les extraits polaires.
> Revélateurs:
Réactif de Godin ; Trichlorure d’aluminium : AICI; ; Réactif de Dragendorff
> Dépots :

Peser 10 mg d’extraits dans des flacons ; dissoudre dans 1ml de solvant de
dissolution convenable. Déposer sur les plaques, 10 microlitres des différentes solutions a
I’aide de micropipettes graduées. Introduire les plaques dans des cuves pour la migration.
Apres migration, sécher les plaques et procéder a I’observation a la lampe ultraviolette aux
longueurs d’ondes 254 et 366 nm. Calculer ensuite les facteurs de rétention (Rf) de chacune
des taches observées par la relation :

dx (distance parcourue par la substance x)

Rf =

ds (distance parcourue par le front du solvant )



1.3. ETUDE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES

1.3.1. DETERMINATION DE I’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

Cette activité a été déterminée par le principe de la réduction du radical DPPH (1-1

Diphényl 2 pycril hydrazile ) sur plaque de CCM.

Tous les extraits ont été soumis a ce test. Un mélange méthanol-eau (1 : 1) a servi a la
dissolution des extraits polaires tandis que les extraits apolaires ont été dissous dans le DMSO
(10 mg de chaque extrait ont été dissous dans 1 ml de solvant approprié¢). Des dépots de 10 pl
de chaque solution d’extrait ont été réalisés sur des plaques de Silicagel. Les systémes de
solvants Ligroine : Acétate d’éthyle (4: 1) et BAW (60 : 15: 25) ont été respectivement

employés pour la migration des extraits apolaires et polaires.

Aprées la migration des substances, les plaques de CCM ont été révélées avec une
solution méthanolique a 2 mg/ml de 1-1 Diphényl 2 pycril hydrazile. Les zones d’activités ont

été déterminées par I’apparition d’une coloration jaune sur fond violet.

1.3.2. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

La méthode de diffusion en Agar a été utilisée pour ce test.
o Principe : le principe est détaillé dans le chapitre des Généralités (sous-chapitre
méthodes d’études des antimicrobiens).

o Bactéries testées

Des souches cliniques de Staphyloccocus aureus et de Escherichia coli, obtenues a partir des
prélévements pathologiques du laboratoire de biologie médicale de I’'INRSP ont été utilisées
pour la recherche de I’activité antibactérienne. Les souches ATCC 25922 et ATCC 25923
respectivement pour Escherichia coli et Staphylococcus aureus ont été utilisées comme
souches de référence.

o Matériels techniques

Etuve réglée a 37 °C, réfrigérateur, milieux de cultures, boites de Pétri, pipettes Pasteur
stériles, eau physiologique, tubes stériles de 16 x 160 mm, disques non imprégnés de 6 mm de
diamétre, microscope, micro pipettes de 20 pl, gaz butane ; eau distillée, flacons stériles,
balance de précision, spatule.

o Produits a tester : extraits aqueux et organiques

0 Produits témoins : antibiotiques standards : pristinamycine, lincomycine, oxacilline et

pénicilline ont été testés sur S. aureus ; céfalotine, amoxicilline + acide clavulanique,

gentamicine et ciprofloxacine sur E. coli.



0 Matériels biologiques : les germes ont été isolés a partir des prélévements suivants :

prélévement vaginal et prélévement du liquide prostatique.

o Mode opératoire :

> Préparation des solutions d’extraits :

10 mg de lyophilisat ont été dissous dans 1 ml de diméthylsulfoxide (DMSO) ou
d’eau distillée selon qu’il s’agit d’extraits organiques ou aqueux. Une série de 5 pl et 6 pl de
la solution correspondant a des quantités de 50 pug et 60 pg d’extraits a été utilisée pour
imprégner des disques de papier de diametre connue ( 6 mm ).

> Identification et isolement des souches pathogénes :

L’observation microscopique des prélévements a été effectuée aprés coloration par
la méthode de Gram. Les prélévements ont par la suite été ensemencés sur les milieux gélose
ordinaire et EMB (Eosine Bleu de Méthyléne) en vue d’une culture. Les colonies obtenues
aprés 24 heures ont été identifiées (par Galerie API 20 E).  Staphylococcus aureus a été
identifié par le test a la catalase suivi du test au Staphylo-KIT. Les souches ainsi identifiés ont
¢été repiquées sur une gélose nutritive en tube et gardées au réfrigérateur en vue de leur
conservation.

» Préparation des milieux de culture

= Gélose EMB

Mettre en suspension 35 g de poudre dans un litre d’eau distillée. Apres un mélange
soigneux, chauffer en agitant jusqu’a ébullition en vue d’une compléte dissolution. Stériliser
la préparation a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

= Gélose de Miieller Hinton

Introduire 35 g de poudre dans un litre d’eau puis chauffer jusqu’a dissolution compléte.
Ensuite procéder a une stérilisation de la solution obtenue a 1’autoclave a 121°C pendant 15
minutes. Apres refroidissement, transférer la solution dans des boites de Pétri.

» Test proprement dit (Technique de diffusion en Agar):

Jour 1

Les souches conservées sur la gélose nutritive ont été repiquées sur les milieux de
cultures sélectifs. Staphylococcus aureus, Escherichia coli ont été respectivement repiqués sur
gélose Columbia et gélose EMB. Les milieux de culture ont été incubés a 1’étuve a 37 °C
pendant 24 heures.

Jour 2



Des disques blancs de 6 mm de diamétre ont été confectionnés avec du papier buvard et
stérilisés a I’autoclave.

Ces disques ont ensuite été imprégnés de 5 et 6 ul de la solution d’extrait et laissés
sécher dans des boites de Pétri, soit des dosages de 50 et 60 ng d’extraits par disque.

= Préparation de la suspension bactérienne : les suspensions bactériennes ont été

préparées par rapport a une solution de référence (MacFarland 0,5).
Mise en test

La suspension bactérienne a été coulée sur des boites de Pétri contenant de la gélose
Miieller Hinton. Apres inondation de toute la surface du milieu par la suspension bactérienne,
le surnageant a été aspiré a I’aide d’une pipette de transfert.

Chacune des boites a recu 5 disques reconnus par un numéro d’identification des
extraits apposé a la face inférieure de la boite. Des antibiotiques standard ont été testés dans
les mémes conditions . Les milieux ont été incubés a I’étuve a 37 °C pendant au moins 18
heures.

Jour3

Apres 18 — 24 heures d’incubation, les diametres des zones d’inhibition autour de
chaque disque ont été mesurés en vue d’apprécier I’activité inhibitrice des extraits et des
antibiotiques testés.

1.3.3. DETERMINATION DE I’ACTIVITE ANTIFONGIQUE

La méthode bio autographique a ét¢ employée pour la détermination de cette activité.
» Principe : le principe est détaillé dans le chapitre Généralités (sous-chapitre
méthodes d’études des antimicrobiens ).
> Matériels

- Matériels techniques :

Idem a ceux utilisés pour 1’activité antibactérienne avec en plus des plaques et des cuves en
verre pour la chromatographie.

- Matériel biologique :

Prélévements vaginaux
- Champignon testé
0 Les tests ont porté sur des souches cliniques de Candida albicans, issues des

prélévements vaginaux réalisés au laboratoire de biologie médicale de I’INRSP.



> Produits a tester et témoin

Les extraits de drogues devant subir le test ont été utilisés a des concentrations
progressives de 3 mg/ml et 6 mg/ml. Les extraits polaires ont été dissous dans le mélange
Meéthanol-Eau ( 1-1) et les extraits apolaires dans des solvants appropriés.

La nystatine en solution chloroformique a la concentration de 0.1 mg / 10 ml a été
utilisée comme témoin positif.

> Milieux de culture

Trois milieux ont servi a la réalisation de ce test : les milieux Gélose Sabouraud +
Chloramphénicol + Actidione, Bouillon Sabouraud (SDA: Sabouraud Dextrose Agar) et Malt
agar.

> Préparation des milieux :

e Sabouraud gélose + Chloramphénicol + Actidione

A 15 g de poudre de Sabouraud gélose + Chloramphénicol + Actidione, ajouter 1 litre
d’eau distillée. Chauffer jusqu’a la dissolution complete de la poudre. Stériliser le milieu ainsi

préparé a I’autoclave a la température de 121 °C pendant 15 minutes.

N.B. : Le Chloramphénicol et I’Actidione permettent 1’isolement du Candida albicans en

¢liminant les germes saprophytes.

e Milieu Sabouraud liquide

Dissoudre 15 g de poudre de gélose sabouraud dans un litre d’eau distillée. Procéder
au chauffage du mélange en agitant jusqu’a ’obtention d’une suspension homogene.

Stériliser le milieu ainsi préparé a I’autoclave a la température de 121 °C pendant 15 minutes.

e Milieu Malt Agar.

Ajouter a 48 g de Malt Agar, 1 litre d’eau déminéralisée puis chauffer au bain-
marie bouillant jusqu’a la dissolution compleéte du Malt Agar. Mettre le mélange avec

précaution a I’autoclave pendant 10 minutes a la température de 121°C.

> Identification du germe a tester :

Le germe a été identifié comme suit : un examen microscopique a I’état frais et
apres coloration au Gram a été suivi d’une culture et d’un test de filamentation.

= Test de filamentation : il est préalable au test biologique et atteste de I’authenticité de

la souche de Candida albicans. Pour ce faire, ensemencer une colonie issue d’une culture de
24 heures dans un tube contenant 0.5 — 1 ml de sérum humain. L’inoculum doit étre suffisant

pour donner un trés 1éger trouble dans le milieu (0,5 ml de sérum pour une colonie). Observer



au microscope entre lame et lamelle (objectif 40) une goutte de la suspension aprés 3 heures
d’incubation a 37 °C a I’étuve. Procéder enfin a I’appréciation de la production de tubes
germinatifs caractéristiques de Candida albicans.

> Conservation des souches :

Conserver les souches sur le milieu Sabouraud + chloramphénicol + actidione
coulé en tube incliné.

Pour ce faire, prendre une jeune colonie de 24 heures et I’ensemencer sur la gélose
en tube. Incuber pendant 24 heures a 37 °C puis garder le tube en anaérobiose (les tubes ne
doivent pas étre hermétiquement fermés).

NB : Les souches de Candida albicans doivent étre repiquées tous les deux mois.

» Mode opératoire :

= Préparation des chromatogrammes : la chromatographie a été réalisée sur des

plaques de verre avec des dépdts de 20 pl de solution d’extraits et de 5 ul de la solution
d’antifongique témoin.

Le systeme de solvants BAW (60, 15, 25) a été utilisé pour la migration des extraits
polaires ; pour les extraits apolaires, le systéme Ether de pétrole: Acétate d’éthyle (4:1) a
été employé. Aprés é€lution, les plaques ont été séchées a I’air libre a la température du

laboratoire afin d’éliminer les traces de solvants, puis observées a ’'UV 254 et 366 nm.

=  Procédure du test

Le test se déroule en quatre jours :

Jour 1
(1) Repiquer une culture de Candida albicans sur le milieu de culture Sabouraud gélosé +

chloramphénicol + actidione en boite de Pétri et incuber a 30 °C pendant 24 heures ;

Jour 2
(2) Préparer deux erlenmeyers contenant 50 ml de milieu de culture Sabouraud liquide et les

stériliser a I’autoclave pendant 15 mn a 121°C.
(3) Ajouter a froid a I’aide d’une pointe de spatule une colonie issue de (1) dans I'un des
milieux préparés en (2).

(4) Laisser sous agitation pendant une nuit.



Jour 3
(5) En début de matinée, prendre 0.5 ml du milieu précédent (trouble) et I’ajouter au second

milieu préparé en (2) , soit une dilution de 100 fois.
(6) Laisser sous agitation pendant environ 7 heures. Ce temps est nécessaire pour atteindre la
phase de croissance exponentielle de Candida albicans
(7) Pendant ce temps, préparer les milieux de culture a base de malt agar qui seront la base de
I’inoculum versé sur les plaques CCM, et les repartir en erlenmeyers de 50 ml. La quantité du
milieu de culture est fonction de la dimension de la plaque ; pour une plaque de 10 X 10 cm,
la quantité de malt agar sera de 10 ml.
(8) Maintenir le malt agar fondu au bain — marie a 48 °C car au-dessus de cette température,
les levures ne survivent pas et en dessous de 43 °C, le milieu se solidifie.
(9) Ajouter 0.5 ml de la solution obtenue en (5) a chaque fraction de 50 ml de malt agar
fondu, afin d’obtenir un inoculum contenant 10° cellules / ml.
(10) Laisser a nouveau reposer a 48 °C ;
(11) Verser I’inoculum sur les plaques a 1’aide de pipettes stériles a raison de 10 ml par
portionde 10 X 10 cm ;
(12) Incuber a 30 °C pendant une nuit en atmosphere humide en utilisant des boites en
plastique contenant un papier buvard trempé ;

Jour 4
(13) En début de matinée, révéler les plaques a ’aide d’une solution aqueuse de bromure de
méthylthiazoyltétrazolium (MTT) a 2,5 mg/ml. Les zones d’inhibition de croissance
apparaissent sous forme de taches incolores sur fond violet, aprés une nouvelle incubation de
4 heures.
(14) Gicler de I’éthanol sur les plaques afin de tuer les microorganismes.
(15) Recouvrir les plaques de feuilles de plastiques transparentes afin de les conserver

(laisser sécher préalablement).



RESULTATS



2. RESULTATS
2.1. ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

L’enquéte a permis de recenser les principales utilisations en médecine traditionnelle
des plantes qui font I’objet de cette étude. Trente et deux thérapeutes traditionnels ont été
interrogés dont 26 hommes et 6 femmes. Ces personnes ont un age compris entre 28 et 85 ans.
L’annexe 2 donne la liste des thérapeutes traditionnels avec 1’age, I’ethnie, le quartier et
I’ordre d’interview. Le tableau IV donne la répartition des thérapeutes en fonction de 1’age.
Au cours de cette enquéte, soixante et six (66) recettes d’indications diverses dont 36 pour
Anthocleista djalonensis, 17 pour Heliotropium indicum et treize pour Erythrina
senegalensis ont été obtenues.

Les feuilles, les écorces de racines et/ou de tronc de A. djalonensis sont utilisées en
bain, boisson, fumigation et/ou en poudre contre les maux de ventre, le paludisme, les
aménorrhées, I’impuissance sexuelle, les dysménorrhées, les candidoses, les vers intestinaux
ainsi que pour 1’évacuation des lochies.

Les écorces de tronc, les racines, les feuilles, les branches, les fleurs, les fruits de E.
senegalensis sont utilisés en bain, boisson, poudre ou comme cure-dents contre les quatre
premicres maladies sus-citées mais aussi contre la toux, la stérilité féminine et la gonococcie.

Les parties aériennes associées ou non a d’autres drogues, la plante enti¢re ou les
fleurs de H. indicum sont employées en bain, boisson et/ou en fumigation contre
principalement les aménorrhées, la toxoplasmose, les douleurs sur grossesse avec menace
d’avortement, la bilharziose, la cataracte, le vertige, la fievre de I’enfant.

Les différentes recettes sont présentées dans 1’annexe 3.



Tableau IV : Répartition des tradipraticiens selon I’age

Age (ans) Nombre Pourcentage
25-29 1 3%
30-39 3 9%
40-49 4 13%
50-59 4 13 %
60 — 69 10 31 %
70 —-79 7 22 %
80 -89 3 9%

Total 32 100 %
o25-249
|30 -39
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Figure 11 : Répartition des tradipraticiens en fonction de I’age
Tableau V : Répartition des tradipraticiens selon le sexe
Sexe Nombre Pourcentage
Masculin 26 81 %
Féminin 6 19 %
Total 32 100 %
19%
O A scLlin
| FEminin
a19%

Figure 12 : Répartition des tradipraticiens selon le sexe

La plupart des tradipraticiens interrogés sont de sexe masculin (81 %) et la tranche d’age la

plus représentée est celle de 60 a 69 ans (31 %).



Tableau V : Indications les plus fréquentes des recettes obtenues

Indications (Maladies ou symptomes) Fréquences

Douleurs abdominales 18
Paludisme
Impuissance sexuelle
Stérilité féminine
Fiévre

Arrét des régles

= 5 0 0

Dysménorrhée 2

Indications les plus fréquentes des recettes obtenues
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Figure 13 : Indications les plus fréquentes des recettes obtenues




2.2. ETUDES PHYTOCHIMIQUES

2.2.1. MATERIEL VEGETAL

Les poudres obtenues sont de couleurs rose-gris, grisatre et verdatre
respectivement pour les écorces de tronc de A. djalonensis, les écorces de tronc et de racines
de E. senegalensis ; elles sont de couleur verte pour les feuilles de A. djalonensis et les parties
aériennes de H. indicum. Les parties aériennes de H. indicum ont une forte odeur ; les autres

drogues sont d’odeur faible.

2.2.2. REACTIONS DE CARACTERISATIONS

Tableau VI : Résultats des réactions de caractérisation

Groupes chimiques HIPA ESET ESER ADF ADET
Tanins catéchiques ++++ +++ ++ +++ +++
Tanins galliques ++++ - - - -
Saponosides ++ +++ ++++ ++ ++++
Oses et holosides +++ ++ +++ + 4+ + 4+
Hétérosides cardiotoniques ++ ++ ++ ++ + +
Stérols et terpénes ++ +++ +++ ++ + +
Mucilages ++++ - - +++ .
Flavonoides ++ + + ++ +
Alcaloides ++ ++ +++ + + + 4+
Coumarines - - 444 + )
HIPA : parties aériennes de Heliotropium indicum ADF : feuilles de Anthocleista djalonensis
ESET : écorces de tronc de Erythrina senegalensis ADET : écorces de tronc de Anthocleista djalonensis

ESER : écorces de racines de Erythrina senegalensis

Le screening phytochimique a révélé la présence de tanins, de saponosides, de
flavonoides, d’oses et holosides, d’alcaloides, de glucosides cardiotoniques, de stérols et
terpenes dans tous les échantillons analysés.

Les mucilages ont été caractérisés dans deux échantillons (HIPA, ADF).

Deux échantillons (ESER, ADF) contiennent des coumarines a des degrés variables.

Les composés suivants n’ont été retrouvés dans aucune des drogues étudiées : dérivés

anthracéniques, caroténoides, composés réducteurs, hétérosides cyanogénétiques.



2.2.3. DOSAGES

Tableau VII : Pourcentage des substances dosées dans les différentes parties des plantes

étudiées.

Nature du dosage ADF ADET ESET ESER HIPA
Eau (Gravimétrie) 5% 4% 4% 4% 5%
Eau (Volumétrie) 4% 6 % 5% 4% 8 %
Cendres totales 465% 2.70% 10 % 14 % 17 %
Cendres chlorhydriques 0.62% 0.70% 2% 3% 3%
Cendres sulfuriques 7 % 5.80 % 13 % 19 % 21 %
Substances extractibles par ’eau 30 % 20 % 10 % 15% 24 %
Substances extractibles par EtOH 70 % 38 % 51% 10 % 12 % 28 %
Indices de mousse 167 200 500 333 125
Alcaloides totaux 0.14% 04 % 0.8 % 1% 0.25 %

Les teneurs en eau dans toutes les drogues n’excedent pas 10 %, limite supérieure requise

par la pharmacopée internationale pour une bonne conservation des drogues. Dans nos

conditions expérimentales, le taux d’alcaloides totaux le plus élevé a été retrouvé dans les

¢écorces de racines de Erythrina senegalensis (1 %) et le plus faible taux dans les feuilles de

Anthocleista djalonensis (0.14 %).



2.2.4. EXTRACTIONS

Tableau VIII : Résultats des extractions avec I’eau et I’éthanol 70 % des drogues de

Anthocleista djalonensis

Extraits Drogues Rendement (%) Aspects / Couleurs
Macéré H,0O Feuilles 26 Cristallin / Noir-verdatre
Ecorces de tronc 20 Floconneux / Grisatre
Macéré EtOH 70 % Feuilles 38 Pateux / Noir-verdatre
Ecorces de tronc 10 Amorphe / Beige
Décocté 10 % Feuilles 20.50 Pateux / Marron
Ecorces de tronc 10 Pateux / Brun-noiratre
Infusé 10 % Feuilles 22 Cristallin / Marron
Ecorces de tronc 12 Feuillet / Brunatre

Le rendement le plus €levé a été obtenu avec le macéré éthanolique des feuilles (38 %) et le

plus faible rendement avec le décocté a 10 % des écorces de tronc (10 %).

On constate que pour les deux organes de cette plante, I’éthanol 70 % extrait plus de

composés que 1’eau.

Tableau IX : Résultats des extractions avec I’eau et I’éthanol 70 % des drogues de

Erythrina senegalensis

Extraits Drogues Rendement (%) Aspects / Couleurs
Macéré H,O Ecorces de racines 24 Floconneux / Jaune-verdatre
Ecorces de tronc 20 Floconneux / Ocre jaune
Macéré EtOH 70 % Ecorces de racines 40 Amorphe / Ocre froid
Ecorces de tronc 28 Amorphe / Ocre clair
Décocté 10 % Ecorces de racines 20 Collant / Marron
Ecorces de tronc 12 Cristallin / Marron
Infusé 10 % Ecorces de tronc 12 Pateux / Rouge-brun

Le macéré a I’éthanol 70 % des écorces de racines a donné le rendement le plus élevé (40

%) tandis que le plus faible rendement a été obtenu avec I’infusé a 10 % et le décocté a 10 %

des écorces de tronc (12 %). Le constat fait pour Anthocleista djalonensis est valable pour

Erythrina senegalensis.



Tableau X : Résultats des extractions avec I’eau et I’éthanol 70 % des parties aériennes

de Heliotropium indicum

Extraits Drogues Rendement (%) Aspects / Couleurs
Macéré H,O Parties aériennes 22 Paillette / Noir-verdatre
Macéré EtOH 70 % Parties aériennes 18 Paillette / Noir-verdatre
Décocté 10 % Parties aériennes 20 Pateux / Noir-verdatre
Infusé 10 % Parties aériennes 22 Paillette / Gris-chaud

L’infusé a 10 % et le macéré a 1I’eau ont donné les rendements les plus €levés (22 %) tandis
que le macéré a 1’éthanol 70 % a donné le plus faible rendement (18 %).

Contrairement aux plantes précédentes, on constate que les parties aériennes de
Heliotropium indicum contiennent plus de substances solubles dans 1’eau que dans 1’éthanol 70
%.

Tableau XI : Résultats de I’extraction avec les solvants a polarité croissante des

drogues de Anthocleista djalonensis

Extraits Drogues Rendement (%) Aspects / Couleurs
Ether-P Feuilles 0.90 Collant/ Vert
Ecorces de tronc 0.20 Feuillet / Jaune-vert
DCM Feuilles 2.35 Collant / Vert-foncé
Ecorces de tronc 0.20 Feuillet / Jaune-orangé
MeOH Feuilles 17.15 Pateux / Vert-foncé
Ecorces de tronc 1.30 Collant / Orange
H,0 50 °C Feuilles 4.75 Floconneux brillant / Marron
Ecorces de tronc 8.35 Floconneux / Marron
H,0 100 °C Feuilles 0.45 Floconneux / Marron
Ecorces de tronc 4.25 Floconneux / Marron

Le rendement le plus élevé d’extraction a été obtenu avec 1’extrait méthanolique des feuilles
(17.15 %) et le plus faible avec I’extrait a I’éther de pétrole des écorces de tronc (0.20 %)
pour Anthocleista djalonensis.

Ether-P : extrait a I’éther de pétrole EtOH70 % : extrait a I’éthanol 70 %

DCM : extrait au dichlorométhane H,0 50 °C : digesté
MeOH : extrait méthanolique H,O 100 °C : décocté



Tableau XII : Résultats de ’extraction avec les solvants a polarité croissante des drogues

de Erythrina senegalensis

Extraits Drogues Rendement (%) Aspects / Couleurs
Ether-P Ecorces de racines 0.20 Collant / Ocre jaune
Ecorces de tronc 0.10 Feuillet / Ocre-jaune
DCM Ecorces de racines 1.35 Pateux / Jaune-orangé
Ecorces de tronc 1.15 Feuillet / Ocre-jaune
MeOH Ecorces de racines 1.10 Pateux / Orange
Ecorces de tronc 0.65 Feuillet / Jaune-orangé
H,0 50 °C Ecorces de racines 8.75 Floconneux / Ocre jaune
Ecorces de tronc 4 Floconneux brillant / Jaune-vert
H,O 100 °C Ecorces de racines 6.40 Floconneux / Marron
Ecorces de tronc 1.80 Amorphe / Ocre jaune

Le digesté des écorces de racines a donné le rendement le plus élevé (8.75 %) ; le plus faible

rendement a €té obtenu avec I’extrait a I’éther de pétrole des écorces de tronc (0.10 %).

Tableau XIII : Résultats de I’extraction avec les solvants a polarité croissante des parties

aériennes de Heliotreopium indicum

Extraits Drogues Rendement (%) Aspects / Couleurs
DCM Parties aériennes 3.50 Collant / Vert-foncé
MeOH Parties aériennes 6.30 Pateux / Vert

EtOH 70 % Parties aériennes 4 Pateux / Verdatre
H,0 50 °C Parties aériennes 8.50 Amorphe / Ocre froid
H,0 100 °C Parties aériennes 4.10 Paillette / Noir-chaud

Le digesté a donné le rendement le plus élevé (8.50 %). Le rendement le plus faible a été

obtenu avec I’extrait au dichlorométhane (3.50 %).



Tableau XIV : Pourcentage des substances extractibles a I’éthanol et a ’eau

Parties utilisées Extraction Rendement
Parties aériennes de Heliotropium indicum Ethanolique 28 %
Aqueuse 24 %
Feuilles de Anthocleista djalonensis Ethanolique 38 %
Aqueuse 30 %
Ecorces de tronc de Anthocleista djalonensis  Ethanolique 51 %
Aqueuse 20 %
Ecorces de tronc de Erythrina senegalensis Ethanolique 10 %
Aqueuse 10 %
Ecorces de racines de Erythrina senegalensis Ethanolique 12 %
Aqueuse 15 %
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Figure 14 : Pourcentage des substances extractibles a I’eau et a I’éthanol

Les écorces de tronc de A. djalonensis ont présenté le rendement le plus élevé en substances
extractibles par 1’éthanol (51 %), les substances hydrosolubles se trouvant plus dans les

feuilles de la méme plante (30 %).



2.2.5. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)
2.2.5.1. Résultats de la CCM des extraits apolaires
Tableau XV : Résultats de la CCM des extraits éther de pétrole des échantillons d’

Anthocleista djalonensis

Rf ADF ADET

254 nm 366 nm Godin 254 nm 366 nm Godin
0.04 - rose - - - -
0.14 visible rose-violacé - visible - -
0.22 - rose-violacé - Visible - -

0.25 visible  rose-violacé - - - -
0.28 visible rose - - - _

0.30  visible marron - visible - marron
0.34  visible rouge vert - - -

0.38  visible violacé marron - bleu-ciel -

0.44 - - - visible - -

0.50  visible rouge - - - -

0.66 - - - - - violacé

0.71 visible

0.78  visible - - - - rose-violacé
0.84 - - - visible - -

0.94 - - - - - rose-violacé

Les feuilles de A. djalonensis ont présenté plus de substances fluorescentes (2 366 nm ) que
les écorces de tronc.
Tableau XVI : Résultats de la CCM des extraits éther de pétrole des échantillons d’

Erythrina senegalensis

Rf ESER ESET

254 nm 366 nm Godin 254 nm 366 nm Godin
0.14  visible  jaune-vert - visible - -
0.22 visible - - - - -
0.29  visible - marron visible violet jaune
0.31 - - - visible violet marron
0.34  visible - - visible - -
0.36 - bleu-ciel - - bleu-ciel -
0.39  visible - - visible - -
0.45  visible - - visible - -
0.64 visible - - - - -
0.67 - - - - - violet
0.93 - - violet - - violet

Dans les deux organes, les substances observées aux Rf 0.34, 0.36, 0.39, 0.45 et 0.93
présentent les mémes caractéristiques avec les révélateurs.
N.B : Pour toutes les drogues testées, les taches observées au point de dépot ont une

fluorescence a 366 nm et une coloration jaune apres ’action du réactif de Godin. Ces taches



pourraient caractériser les flavonoides. Les colorations violettes pourraient indiquer la
présence de composés terpéniques.
Tableau XVII: Résultats de la CCM des extraits DCM des échantillons

d’Anthocleista djalonensis

Rf ADF ADET
254 nm 366 nm Godin 254 nm 366 nm Godin
0.04 visible rose - - - -

0.06 visible  rose-violacé - - - -
0.15 visible  rose-violacé - - - -
0.21 visible  rose-violacé - - - -
0.24 visible rose - - - -
0.30 visible rouge vert visible - -
0.36 - - - - bleu-ciel
0.42 - rose - visible - violet
0.70 - - - - - violet
0.82 - - - visible - -

0.93 - - - - - violet

Les deux organes ont présenté des substances aux Rf 0.30 et 0.42. Toutes les substances vues

a 254 nm dans les feuilles ont présenté une fluorescence a 366 nm.

Tableau XVIII : Résultats de la CCM des extraits DCM des échantillons d’ Erythrina

senegalensis
Rf ESER ESET
254 nm 366 nm Godin 254 nm 366 nm Godin

0.03 visible - - visible - -

0.14  visible - - visible - -

0.18 visible - marron - - -

0.22  visible - - visible violet  jaune-orangé
0.24 - - marron - - -

0.28  visible - - visible - -

0.31 visible - marron - - -

0.33 - - - visible violet  jaune-orangé
0.38 - bleuatre - visible -

0.42 - - - - bleu-clair -

0.67 visible - - - - -

0.76 - violacé - - bleuatre -

0.82 visible - - visible - -

0.91 - - violacé - -

Les Rf en gras indiquent les substances observées dans les deux échantillons. Les taches aux
Rf 0.03 et 0.14 ont les mémes caractéristiques avec les révélateurs utilisés pour les deux

organes.



Tableau XIX : Résultats de la CCM de P’extrait DCM d’ Heliotropium indicum

Rf 254 nm 366 nm Godin
0 Visible Jaune-orangé Jaune-orangé

0.21 Visible - -
0.25 Visible Rose-violacé -
0.29 Visible Rose-violacé -
0.31 Visible Rouge Vert
0.33 Visible - -
0.45 - Violet -
0.49 - Bleuatre -
0.84 Visible - -
0.94 - - violet

La plupart des taches ont été vues a 254 nm et ont présenté une fluorescences a 366 nm.

(A)

Figure 15: Chromatogramme des extraits apolaires révélé par le réactif de Godin
Front du solvant: 8§ cm

Support : Plaque de Silice G60F,s4 en aluminium

Dépét : 5 pl

Eluant : Ligroine : AcOEt (4:1)

Révélateur : - Réactif de Godin (A)



2.2.5.2. Résultats de la CCM des extraits polaires

Dans les tableaux qui suivent, sont présentés seulement les résultats de la CCM des

extraits réalisés par 1’eau et I’éthanol.

Tableau XX : Résultats de la CCM des extraits polaires

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
Décocté 10 % des parties aériennes de H.indicum 0.31 - Violet clair -
0.46 Visible - -
0.48 - Violet clair -
0.68 Visible - -
Décocté 10 % des écorces de tronc de E.senegalensis 0.35 - - Jaune
0.46 Visible Violet clair -
0.54 Visible - Violet
0.56 - Violet clair -
0.58 - - Violet
clair
0.66 Visible Bleu clair Jaune
0.76 Visible - -
0.84 - Rose-violacé -
Décocté 10 % des Ec. de racines de E.senegalensis ~ 0.35 - - Jaune
0.46 Visible Violet clair -
0.54 Visible - Violet
0.58 - Violacé Violet
clair
0.66 Visible Rose-violacé Jaune
0.76 Visible - -
0.84 - Bleu clair -
Décocteé 10 % des feuilles de 4. djalonensis 0.16 Visible - -
0.20 - Bleu clair -
0.33 - Bleu clair -
0.45 Visible Bleu clair -
0.62 Visible - -
0.66 - Rose violacé Jaune
0.74 Visible - -
0.78 - - Jaune
0.84 - Bleu -
Décocté 10 % des écorces de tronc de A. djalonensis 0.10  Visible - -
0.26 Visible - -
0.30 - - Jaune
0.35 Visible - -
0.44 - Bleu -
0.64 Visible - Jaune

De nombreuses taches ont une fluorescence violette a 366 nm. Les taches observées au Rf

0.66 dans le décocté des deux organes d’ Erythrina senegalensis différent seulement par leur

fluorescence a 366 nm.



Tabeau XXI : Résultats de la CCM des extraits polaires (suite)

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
Macéré H,O des feuilles de A. djalonensis 0.17 Visible - -

0.32 - Vert -

0.51 Visible - -

0.64 Visible - -

0.68 - Violet -

0.83 - Bleu -
Macéré H,O des Ec. de tronc de E.senegalensis  0.45 Visible - Violet clair

0.49 - Bleu clair Violet

0.53 - - Violet clair

0.56 Visible -

0.60 - Rose violacé Jaune

0.66 Visible - -

0.84 - Bleu clair -

0.96 - - Jaune
Macéré H,O des part. aériennes de H. indicum 0.74 Visible - -
Macéré H,O des Ec. de tronc de A.djalonensis 0.64 Visible - -
Macéré H,O des Ec. de racines de E.senegalensis 0.40 Visible - -

0.46 Visible - -

0.49 - Bleu clair  Violet clair

0.53 - - Violet clair

0.57 Visible - -

0.60 - Rose violacé Jaune

0.70 Visible Bleu clair -

0.84 - Bleu ciel -

0.96 - Bleu ciel  Jaune orangé

Au Rf 0.64, le macéré aqueux des organes de Anthocleista djalonensis a présenté une tache

visible uniquement a 254 nm. Les taches observées aux Rf 0.49 et 0.60 avec les macérés

aqueux des échantillons d’Erythrina senegalensis présentent les mémes caractéristiques avec

les différents révélateurs.



Tabeau XXII : Résultats de la CCM des extraits polaires (suite)

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
mgeomn 70% des parties aériennes de H.indicum 0.50 Visible - -

0.85 - Bleuatre -

0.96 - Jaune orangé Jaune-verdatre
mgtom 70% des écorces. de tronc de A.djalonensis 0.44 Visible - -

0.65 Visible - -
mgion 70% des feuilles de A.djalonensis 0.32 Visible Bleu Jaune

0.45 Visible Bleu clair -

0.60 - Bleu clair -

0.64 Visible - Jaune

0.68 - Violet clair -

0.70 - Bleuatre -

0.74 Visible - -

0.78 - Violet clair Jaune

0.84 Visible Bleu ciel -

0.96 - Rouge Jaune verdatre
mgcon 70% des Ec. de tronc de E.senegalensis 0.48 - - Violet

0.54 Visible - -

0.60 - Violet Violet clair

0.65 Visible - -

0.70 Visible - -

0.84 - Bleu clair -

0.96 - - Jaune orange
mgcon 70% des Ec. de racines de E.senegalensis  0.45 Visible - -

0.48 - - Violet

0.56 Visible - -

0.60 - - Violet

0.70 Visible - -

0.84 - Bleu ciel -

0.96 - - Orange

0.98 - Bleu ciel -

MEgtOH 70 % - macéré a I’éthanol 70 %
Le macéré éthanolique des feuilles de Anthocleista djalonesis a présenté plus de taches

fluorescentes que les extraits éthanoliques des autres organes.



Tabeau XXIII : Résultats de la CCM des extraits polaires (fin)

Extraits Rf 254 nm 366 nm Godin
mf10 % des écorces de tronc de A.djalonensis 0.56  Visible - -
mf 10 % des feuilles de 4.djalonensis 0.56 Visible Bleuatre -

0.66  Visible - -

mf 10 % des écorces de tronc de E.senegalensis 0.20 - Bleu -
0.26 - - Jaune
0.40 - - Violet
0.48  Visible - -
0.52 - Jaune

0.57 Visible - -

Inf10 % : infusé a 10 %
Peu de taches ont été observées avec les infusés des échantillons testés. Les infusés des parties

aériennes de Heliotropium indicum n’ont pas présenté de taches visibles dans nos conditions

expérimentales.

Remarque : d’une fagon générale, les colorations jaunes obtenues aprés révélation par le

réactif de Godin peuvent indiquer la présence de flavonoides. Les substances colorées en vert

pourraient étre des stérols et celles en violet pourraient suspecter des composé€s terpéniques.

(B) ©)

Front du solvant: 8 cm

Support : Plaque de Silice G60Fs4 en Aluminium
Dépét : 5 ul

Eluant : Butanol-Acide acétique-Eau (60 : 15 : 25)
Révélateur : - Réactif de Godin ( B, C et D)

(D)

Figure 16 : chromatogrammes des extraits polaires aprés révélation par le réactif de Godin



2.3. TESTS BIOLOGIQUES
2.3.1 RESULTATS DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES EXTRAITS DES

DIFFERENTES DROGUES

Tableau XXIV : RESULTATS DU TEST ANTIOXYDANT SUR CCM REALISE SUR
LES EXTRAITS DANS LE SYSTEME BAW (60 :15 :25) APRES REVELATION PAR

LE DPPH

Extraits Taches Rf
Décocté 10 % des feuilles de Anthocleista djalonensis Jaune 0.70

Jaune 0.74
Macéré a I’éthanol 70 % des écorces de racines de Erythrina senegalensis Jaune 0.92
Macéré a I’éthanol 70 % des écorces de tronc de Erythrina senegalensis Jaune 0.94
Epuisé méthanolique des écorces de tronc de Erythrina senegalensis Jaune 0.84

Jaune 0.91
Epuisé méthanolique des écorces de racines de Erythrina senegalensis Jaune 0.84

Jaune 0.91
Epuisé méthanolique des parties aérienns de Heliotropium indicum Jaune 0.76

Au moins six extraits polaires ont réagi au test anti-radicalaire. Les échantillons d’Erythrina

senegalensis possédent plus de composés antioxydants. La figure 16 donne une illustration de

cette activité¢ (Chromatogrammes 1 et 2).



Tableau XXV : RESULTAT DU TEST ANTIOXYDANT SUR CCM REALISE SUR
LES EXTRAITS DANS LE SYSTEME LIGROINE :AcOEt (4:1) APRES
REVELATION PAR LE DPPH

Extraits Taches Rf
Extrait a 1’éther de pétrole des feuilles de Anthocleista djalonensis Jaune 0.54
Extrait DCM des écorces de racines de Erythrina senegalensis Jaune 0.26
Jaune 0.39
Jaune 0.52
Extrait DCM des écorces de tronc de Erythrina senegalensis Jaune 0.54

Trois extraits apolaires ont montré un pouvoir antioxydant. L’extrait DCM des écorces de

racines de E. senegalensis a donné le plus de taches jaunes sur fond violet.

4y

2

Figure 16: chromatogrammes des extraits polaire(ss lévélés par le DPPH
Front du solvant: 8 cm

Support : Plaque de Silice G60F;54 en aluminium

Dépot : 5 ul

Eluant : (BAW) Butanol-Acide acétique-Eau (60 : 15 : 25)
Révélateur : - DPPH (1 et 2)



2.3.2. RESULTATS DE L’ACTIVITE ANTIFONGIQUE DES EXTRAITS

Tableau XXVI : Résultats de ’activité antifongique

Extraits Doses Rf

Extrait DCM des écorces de racines de Erythrina senegalensis 120 ng  0.14

0.30

60ug 0.14

Macéré H,O des parties aériennes de Heliotropium indicum 120 ng  0.94

Macéré EtOH des écorces de racines de Erythrina senegalensis 120 ug  0.95

Macéré EtOH des écorces de troncde Erythrina senegalensis 120 ug  0.95
Nystatine' 0.5 ng 0

Nystatine2 0.5pug 048

1 : Témoin dans le systéme de solvant Ether de pétrole : AcOEt (4 :1)
2 : Témoin dans le systéme de solvant BAW (6 : 1,5 : 2,5)
Sur 34 extraits testés, quatre (4) ont montré une activité vis-a-vis de Candida albicans

comme I’indique le tableau ci-dessus.



Ether P : AcOEt (4 :1) BAW (60 :15 : 25)

A3) Nystatine )

Ether P : AcOEt (4 :1)

5) Nystatine

Figure 17 : Chromatogrammes des extraits apolaires et polaires révélés par le bromure de tétrazolium
Front du solvant: 8 cm
Support : Plaque de Silice G60F;s4 en verre
Dépdt : 20 ul
Eluants : (3) — BAW (60 : 15 : 25)
(4et5) —» EtherP: AcOEt(4:1)
Révélateur : Bromure de tétrazolium (3, 4 et 5)

Sur les plaques (3) et (4), seul le témoin (Nystatine) a agi contre Candida albicans. La
plaque (5) montre I’action inhibitrice du témoin et d’un extrait (extrait DCM des écorces de
racines d’Erythrina senegalensis.



2.3.3. RESULTATS DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES EXTRAITS

2.3.3.1 Résultats du test antibactérien sur Staphylococcus aureus

Tableau XXVII: Diamétres d’inhibition des souches de Staphylococcus aureus par les

extraits de plantes et les antibiotiques standard

Antibiotiques standard Doses Diametres d’inhibition (mm)
(ng)
S. aureus S. aureus
(Souche clinique) (ATCC 25923)
Extrait DCM des feuilles de A. djalonensis 50 11 -
60 14 -
Décocté 10 % des parties aériennes de H. indicum 50 9 -
60 10 -
Macéré H,O des parties aériennes de H. indicum 50 7 -
60 9 -
Extrait Ether P des feuilles de 4. djalonensis 50 14 -
60 15 -
Macéré EtOH des parties aériennes de H. indicum 50 9 -
60 11 -
Extrait DCM des écorces de tronc de E.senegalensis 50 8 -
60 9 -
Extrait MeOH des Ec. de racines de E.senegalensis 50 11 -
60 12 -
Extrait DCM des Ec. de racines de E.senegalensis 50 11 -
60 11 -
Macéré H,O des écorces de tronc de 4.djalonensis 50 8 -
60 10 -
Décocté 10 % des écorces de tronc de A.djalonensis 50 8 -
60 9 -
Macéré H,O des écorces de tronc de E.senegalensis 50 8 -
60 9 -
Oxacilline 5 26 (S) 32 (S)
Pristinamycine 15 32 (S) 30 (S)
Pénicilline G 6 0 (R) 38 (S)
Lincomycine 15 30 (S) 30 (S)
S = Sensible R = Résistant (-) = diamétre non déterminé

Les extraits au dichlorométhane et a 1’éther de pétrole des feuilles de Anthocleista
djalonensis ont été les plus actifs sur Staphylococcus aureus aux doses de 60 pug avec des

diamétres d’inhibition de 14 et 15 mm. La souche clinique testée est résistante a la pénicilline

G.



2.3.3.2. Résultats du test antibactérien sur Escherichia coli

Tableau XXVIII : Résultats de ’activité antibactérienne des extraits et antibiotiques

standard sur Escherichia coli

Antibiotiques standard Doses Diamétres d’inhibition (mm)
(ng)

E.coli E.coli
(souche clinique) ( ATCC 25922)

Décocté 10 % des parties aériennes de H. indicum 50 10 -
60 10 -
Décocté 10 % des feuilles de 4. djalonensis 50 7 -
60 8 -
Macéré H,O des écorces de tronc de E. senegalensis 50 7 -
60 8 -
Extrait MeOH des parties aériennes de H.indicum 50 9 -
60 10 -
Extrait MeOH des écorces de tronc de 4. djalonensis 50 7 -
60 8 -
Décocté 10 % des écorces de tronc de A. djalonensis 50 7 -
60 8 -
Ciprofloxacine 5 36 (S) 39 (S)
Amoxicilline+Acide clavulanique 20/10 16 (R) 22 (S)
Gentamicine 15 22 (S) 22 (S)
Cefalotine 30 16 (R) 18(S)
S = Sensible R = Résistant (-) = non déterminé

Les extraits obtenus a partir des parties aériennes de Heliotropium indicum avec le méthanol
et ’eau a 100 °C ont ét¢ les plus actifs sur Escherichia coli aux doses de 60 pg avec 10 mm
comme diametre d’inhibition. La souche clinique de E. coli est résistante a la céfalotine et a

I’association amoxicilline/acide clavulanique.

Galerie d'identification API20E Culture de E. coli sur Gélose EMB

Culture de 8. aureus sur Gélose Columbia Antibiogramme d’extraits de plante sur S. aureus

Figure 18 : illustration de ’activité antibactérienne
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3. ANALYSES ET DISCUSSIONS

Cette étude a commencé par I’exploitation des résultats de I’enquéte ethnobotanique
menée par Ouattara en 2004. A partir de ces données trois plantes indiquées dans la prise en
charge des infections sexuellement transmissibles ont été¢ sélectionnées : Anthocleista
djalonensis A. Chev., Erythrina senegalensis DC. et Heliotropium indicum L. (Ouattara,
2005). L’enquéte que nous avons effectuée par la suite a permis de recenser les autres usages
de ces plantes en médecine traditionnelle. Chacune des plantes étudiées, présente un intérét
dans le traitement de la gonococcie. Cette méme indication est rapportée par Burkill pour les
trois plantes (Burkill, 1985). Il ressort des travaux de Ouattara que la gonococcie, les
candidoses et les trichomonoses respectivement appelées « sopisi ou damajalan »,

« lemingnpo ou jijemabo » et « ngorosien » en langue bamanan sont les infections les plus
traitées par les tradithérapeutes dans les localités de Kolokani, Koutiala et Siby (Ouattara,
2005).

L’enquéte réalisée au cours de cette étude a permis de recenser comme autres
indications de ces plantes, les aménorrhées, les dysménorrhées, la stérilité féminine, les
douleurs abdominales et I’'impuissance sexuelle. D’autres auteurs rapportent pour ces mémes
plantes les mémes indications (Kerharo et Adam, 1974 ; Malgras, 1992 ). L’indication de
Heliotropium indicum dans le traitement de la bilharziose et de la toxoplasmose a été notée
au cours de cette enquéte. Cette derniere information n’a pas été rapportée dans la littérature
consultée.

L’étude phytochimique a permis de caractériser les substances suivantes dans
toutes les drogues a des concentrations variables : tanins, oses et holosides, saponosides,
flavonoides, alcaloides, glucosides cardiotoniques, stérols et terpenes. Dans nos conditions
expérimentales seules les parties aériennes de Heliotropium indicum et les feuilles de
Anthocleista djalonensis ont présenté des polyuronides (mucilages). La présence de certains
composés notamment tanins, alcaloides et flavonoides a ¢été confirmée par la méthode
chromatographique sur couche mince. Les coumarines ont été caractérisées dans les écorces
de racines de Erythrina senegalensis et dans les feuilles de Anthocleista djalonensis.

Les dérivés anthracéniques, les caroténoides, les composés réducteurs ainsi que
les hétérosides cyanogénétiques n’ont été retrouvés dans aucun des échantillons dans nos
conditions expérimentales.

L’administration de Heliotropium indicum dans certaines affections cardiaques a

été signalée par Traoré et collaborateurs (Traoré et coll., 2004). Cet usage pourrait s’expliquer



par la présence d’ hétérosides cardiotoniques dans cette plante. En effet, les résultats de ce
présent travail corroborent ceux obtenus par Traor¢ et coll. qui ont mis en évidence 1’activité
des hétérosides cardiotoniques de Heliotropium indicum sur le cceur des lapins (TRAORE et
coll., 2004).

La majorité des constituants de ces plantes ont une affinité plus marquée pour les
solvants polaires : 51 % des substances contenues dans les écorces de tronc de Anthocleista
djalonensis sont extractibles par I’éthanol contre 20 % par 1’eau. Les feuilles de la méme
plante contiennent 30 % de substances hydrosolubles et 38 % de substances solubles dans
I”éthanol.

Le taux des alcaloides totaux varie de 0.14 % dans les feuilles de 4. djalonensis a
1% dans les écorces de racines de Erythrina senegalensis. Ceci est en accord avec les
résultats présentés par Burkill qui rapporte 0a 6 % et 0 a 1 % d’alcaloides respectivement
dans les feuilles et les écorces de Anthocleista djalonensis (Burkill, 1985).

La teneur en eau dans les échantillons est inférieure a 10 %, ceci respecte la limite
requise par les pharmacopées internationales pour une bonne conservation des drogues
végétales. Une teneur supérieure a 10 % favorise en effet des réactions d’oxydation, de
fermentation ainsi que la formation de moisissures.

Heliotropium indicum présente les taux les plus élevés en cendres totales et
sulfuriques respectivement 17 % et 21 % et aussi en cendres chlorhydriques (3 %). Les taux
en cendres totales et chlorhydriques dans 1I’échantillon de cette étude, sont nettement
inférieurs a ceux trouvés par Karfougué Keita en 1992 ; par contre le taux en cendres
sulfuriques est supérieur a celui de 1’échantillon du méme auteur. Il a trouvé comme taux en
cendres sulfuriques, totales et chlorhydriques respectivement 18.19 %, 18.77 % et 26.04 %
dans un échantillon de Heliotropium indicum (Keita,1992). Les taux élevés en cendres
chlorhydriques peuvent témoigner d’une forte présence d’éléments siliceux ou d’une
contamination de la drogue avec du sable ou de la poussicre. La contamination de
Heliotropium indicum pourrait s’expliquer par le fait que cette plante est une herbe hirsute
capable d’emprisonner les grains de poussicres. Les feuilles de Anthocleista djalonensis ont
présenté le taux le moins élevé en cendres chlorhydriques (0.60 %).

Aux cours des extractions, le rendement le plus élevé (40%) a été obtenu avec les
écorces de racines de E. senegalensis en macération éthanolique et le rendement le plus faible
(0.10 %) avec I’extrait a I’éther de pétrole des écorces de tronc de la méme plante. D’une
manicre générale, tous les échantillons testés renferment des substances qui ont une affinité

plus ¢élevée pour les solvants polaires (18 a 40 %) que pour ceux apolaires. En effet les



rendements obtenus avec les solvants apolaires utilisés dans cette étude (éther de pétrole et
dichlorométhane) vont de 0.10 % a 3.50 %.

Tous les extraits obtenus ont été soumis a une CCM laquelle a permis de vérifier la
présence ou non de certaines substances caractérisées lors des réactions en tubes. C’est ainsi
que la présence d’alcaloides a été confirmée par une révélation au réactif de Dragendorft.
L’observation a I’UV et la révélation par le réactif de Godin ont permis d’apprécier la
présence dans les échantillons, de certains composés dont les flavonoides et les tanins.

Le criblage biologique a été orienté sur les activités antioxydante, antibactérienne et
antifongique.

Dans nos conditions expérimentales, chacune des plantes étudiées a montré un pouvoir
antioxydant. Erythrina senegalensis a été la plante la plus riche en composés antioxydants.
L’effet antioxydant des différents extraits pourrait étre dii a leur richesse en composés tels les
tanins et les flavonoides. En effet, les substances polyphénoliques, selon de nombreux
auteurs sont des composés a haut potentiel antioxydant (Bruneton, 1993 ; Cavin, 1999). Ceci
donne une lueur d’espoir car ces substances sont retrouvées a des concentrations variables
dans tous les échantillons testés. Un tel résultat semble intéressant car de nos jours un grand
intérét est accordé aux composés antioxydants. En effet, plusieurs études épidémiologiques
ont mis en évidence que de faibles taux sanguins en antioxydants, exposent I’organisme aux
cancers et aux maladies cardiovasculaires (Pincemail et a/., 1999). 1l est établi par ailleurs
qu’un apport complémentaire en antioxydants permet de réduire 1’incidence du cancer, des

maladies cardiovasculaires et de I’athérosclérose (Pincemail et al., 1999).

Pour ce qui concerne I’activité antibactérienne, de nombreux extraits ont inhibé la
croissance de souches cliniques de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli aux doses de
50 et 60 pg. Les diamétres des zones d’inhibition vont de 07 4 15 mm selon les extraits et les
souches. L’extrait a 1’éther de pétrole des feuilles de Anthocleista djalonensis s’est montré le
plus actif sur S. aureus avec un diameétre d’inhibition de 15 mm a la dose de 60 pg. D une
facon générale, les extraits préparés avec les solvants organiques ont été les plus actifs sur
Staphylococcus aureus (Tableau XXVII). Dans nos conditions expérimentales, le décocté
aqueux et I’extrait méthanolique obtenus avec Heliotropium indicum ont été les plus actifs sur
E. coli (Tableau XXIX). L’activité antibactérienne de ces plantes pourrait s’expliquer par la
présence de substances polyphénoliques (tanins et flavonoides) ou de saponosides. Selon de
nombreux auteurs (Bruneton, 1993 ; Ybert et al., 2001), les composés polyphénoliques

possedent des propriétés antibactériennes. Les flavonoides, pigments responsables de la



coloration des fleurs et des fruits en jaune ou en blanc, ont de nombreuses vertus médicinales :
activités antioxydante, anti-inflammatoire, antivirale ; effet hépatoprotecteur et oestrogénique
(Ybert et al., 2001). L’ activité antimicrobienne des flavonoides de Erythrina burttii a été
signalée par Yenesew et coll. ( Yenesew et coll., 2005). Les tanins sont surtout connus pour
leur propriété astringente mise a profit pour stopper les hémorragies. IIs permettent par
ailleurs de lutter contre les infections du fait de leur capacité a complexer les macromolécules,

en particulier les protéines : enzymes digestives et autres, protéines fongiques ou virales

(Bruneton, 1993).

L’activité antifongique a été déterminée sur des souches cliniques de Candida
albicans. L’inhibition de ce champignon par quatre des extraits testés aux doses de 60 et 120
pg a pu étre appréciée. L’extrait au dichlorométhane des écorces de Erythrina senegalensis a
été le plus actif avec des zones d’inhibition aux Rf 0.14 et 0.30. L’activité antifongique
pourrait étre due aux saponosides et aux tanins (Bruneton, 1993). Chludil et a/. ont mis en
évidence ’activité antifongique des glucosides stéroidiques (saponines) de Anasterias minuta
(Chludil et al., 2002). Les tanins également comme indiqué ci-dessus pourraient avoir une

activité contre les champignons.

Outre ces propriétés, il est important de noter que les trois plantes de cette étude
possédent des propriétés anti-inflammatoires et diurétiques (Burkill, 1985 ; Malgras, 1992 ;
Bruneton, 1993). Les activités antiparasitaire et antivirale n’ont pas €té déterminées dans cette
étude. Cependant, les données de la littérature sur les composés présents dans les drogues,
donnent une indication sur leur possible activité a I’égard des virus et des parasites. En effet,
des effets inhibiteurs de la réplication des virus ont été décrits in vitro pour les tanins. Les
dérivés galliques pourraient inhiber 1’adsorption des virus sur les cellules mais aussi la
transcriptase inverse (Bruneton, 1993). Par ailleurs, Lin Lii et a/. ont mis en évidence
’activité inhibitrice des tanins sur le VIH-1 par blocage de son entrée dans les cellules cibles
(LU et al., 2004). Ceci pourrait ouvrir une piste de recherche pour nos plantes dont les

différentes parties sont riches en tanins.

Les données sur ces trois plantes et les composés qui y ont été caractérisés au cours
de cette étude ainsi que les différents résultats des tests biologiques pourraient expliquer le
bien-fondé de leur utilisation traditionnelle dans la prise en charge des infections

sexuellement transmissibles.
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4. CONCLUSION & RECOMMANDATIONS

CONCLUSION

Cette étude a permis d’objectiver I'utilisation traditionnelle de trois plantes dans la
prise en charge des Infections Sexuellement Transmissibles au Mali.

Pour ce faire, une enquéte ethnobotanique a été effectuée aupres des thérapeutes
traditionnels et des investigations par screenings phytochimique et biologique ont été
réalisées.

L’étude phytochimique a revelé la présence d’alcaloides, de tanins, de flavonoides,
d’ hétérosides cardiotoniques, d’oses et holosides, de stérols et terpénes, de saponosides a des
concentrations variables dans tous les échantillons.

La plupart des extraits testés pour leurs activités biologiques ont montré une efficacité
notable. Chaque plante possede un pouvoir antioxydant. Par ailleurs, nombreux sont les
extraits qui ont la capacité d’inhiber des souches cliniques de bactéries (Staphylococcus
aureus et Escherichia coli). Quatre extraits provenant de Erythrina senegalensis et de
Heliotropium indicum ont montré une activité vis-a-vis de Candida albicans.

Les données de la littérature permettent d’établir un lien entre les substances
caractérisées et les activités biologiques observées. Certes, les activités antiparasitaire et
antivirale des plantes ne sont pas testées dans cette ¢tude, cependant, il n’est pas exclu
qu’elles puissent agir sur ces microbes. Il serait souhaitable d’approfondir I’é¢tude de chacune
des plantes afin de voir si oui ou non elles peuvent agir sur les parasites et les virus d’une part
et d’autre part, isoler les molécules actives en vue d’enrichir I’arsenal thérapeutique des
phytomédicaments. Il serait également utile d’étudier la toxicité de ces plantes.

Heliotropium indicum renfermerait des alcaloides pyrrolizidiniques, qui sont des composés
assez toxiques selon la littérature (Bruneton, 1999).

Les résultats de cette ¢tude et ceux d’autres auteurs (Kerharo et Adam, 1974 ;
Burkill, 1985 ; Malgras, 1992 ; Bruneton, 1993 ; Lii et coll., 2004 ; Ouattara, 2005) pourraient
justifier I’utilisation des trois plantes dans la prise en charge des infections sexuellement

transmissibles.



RECOMMANDATIONS

1. Poursuivre les investigations sur les trois plantes ( INRSP/DMT, FMPOS, Ministére
de la Sant¢ ):

déterminer la toxicité, les activités antivirale, antiparasitaire et antibactérienne

isoler les molécules actives pour enrichir I’arsenal thérapeutique des phytomédicaments

Rendre pérenne la collaboration entre chercheurs et tradipraticiens de santé (Ministere de
la santé, Ordres professionnels de la Santé, Fédération Malienne des Thérapeutes

Traditionnels)

Appuyer les structures de recherches (Ministeére de la Santé, Ministere de 1’Education

Nationale, Partenaires Techniques et Financiers)

Prévenir le déficit en matiéres premicres végétales (Ministére de I’ Agriculture et de

I’Environnement, Populations) :

Prévenir le couvert végétal

Procéder a la culture des plantes médicinales






5. ANNEXES

Annexe 1 : Guide d’entretien utilisé lors de I’enquéte

FICHEN®:1 I I I 1 DATE I II1 1 I IT I I IT I1 I1 1
Jour Mois Année

HEURE DE DEBUT: 1 1 1 I T 1
Heure minutes
1. IDENTIFICATION

Nom et Prénoms
Age:1 I TII1 1 Sexe I I (M=masculin, F= Féminin)
Résidence
Profession : I I (1 = Herboriste, 2 = thérapeute traditionnel 3 = 1 et 2, 3= autre)
Autres (préciser)

2. PLANTE DE L’ENQUETE

Nom local

3. USAGES DE LA PLANTE

4. MODE D’EMPLOI

5. POSOLOGIE

6. EFFETS SECONDAIRES

7. CONTRE - INDICATIONS

8. SIGNES D’INTOXICATIONS

9. COMPORTEMENT EN CAS D’INTOXICATION

MERCI POUR VOTRE COLLABORATION




Annexe 2 : Liste des thérapeutes interrogés

NO
d’identification Noms&Prénoms Age(ans) Sexe Résidence
du thérapeute

1 CAMARA Sagaba 76 M  Siby-Djissoumana
2 TRAORE Kouraba 60-69 F  Siby-Djissoumana
3 SIDIBE Koumou 42 M  Siby-Djissoumana
4 DOUMBIA Kondia 60 M  Siby-Djissoumana
5 DOUMBIA Faféré 63 M  Siby-Djissoumana
6 BAGAYOGO Modibo 28 M  Siby-Djissoumana
7 CAMARA Modibo 48 M  Siby-Djissoumana
8 KEITA Namory 70 M  Dioulafondo

9 KEITA Balla 50-59 M  Dioulafondo

10 KEITA Gouro 74 M  Dioulafondo

11 KEITA Balam 58 M  Dioulafondo

12 KEITA Sokomari 72 M  Dioulafondo

13 KEITA Sebe Balla 50 M  Dioulafondo

14 KEITA Bobo 61 M  Dioulafondo

15 KEITA Sekou 78 M  Dioulafondo

16 KONE Fanta 40-49 F  Dioulafondo

17 KEITA Fadima 60-69 F Dioulafondo

18 KEITA Nakani 30 F  Dioulafondo

19 KEITA Oumou 35 F  Dioulafondo

20 CAMARA Bobo 80 M  Guéna

21 TRAORE Morike 60 M  Guéna

22 KEITA Bakari 80 M  Guéna

23 CAMARA Ladji Missiri 61 M  Guéna

24 CAMRA Massama 61 M  Guéna

25 CAMARA Lamine 42 M  Guéna

26 TRAORE Famouké 60 M  Guéna

27 CAMARA Bouréma 55 M Kalasa

28 DOUMBIA Faman 35 M  Siby-Djissoumana
29 CAMARA Bamakan Boukari 85 M  Siby-Kakala

30 CAMARA Awa 70 F  Siby-Kakala

31 CAMARA Fakourou 70 M  Siby-Kakala

32 CAMARA Fassayi 65 M  Siby-Kakala




Annexe 3 : Recettes obtenues au cours de I’enquéte

Les recettes obtenues au cours de I’enquéte sont présentées dans les tableaux suivants par

plante. Les numéros des tableaux ne suivent pas 1’ordre du reste du document.

Tableau N°1 : Recettes recensées pour Anthocleista djalonensis A. Chev.

NO
d’identification
du Thérapeute

Recettes

Indications

Mode
d’emploi/Posologie

Durée de
traitement

E.S/C.L
Autres
informations

Ecorces de racines en
association avec Xylopia
aethiopica et Aframomum
latifolium

Maux de ventre

Pulvériser. Donner une
pincée(2 doigts) de
poudre par prise avec ou
sans eau.

1 jour

Poudre ou décocté d’écorces de
racines ou de tronc

Maux de ventre

Pour conserver le
décocté, faire la
décoction avec les
racines de C. sieberiana
Adulte :1verre N°8/jour
Enfant : demi-dose

Jusqu’a
guérison

Une conservation
prolongée entraine
une fermentation

Ecorces de racines ou de tronc

Maux de ventre avec
risque de stérilité
féminine

Délayer 1c.ac. de
poudre dans de I’eau
(1verre N°8). 1 c. as.

par prise (matin et soir).

3-4 jours

Racines, feuilles ou écorces de
tronc

Paludisme
Infections digestives

Iverre N°8 de décocté
par prise ( 2 fois/jour)

<7 jours

Ecorces de tronc

Intoxications

Délayer 2c.a c. de
poudre dans lverre N°8
d’eau, mélanger avec du
lait frais. Boire matin et

soir

Une
semaine

Vomissement
Diarrhée
Ne pas donner aux
sujets affaiblis

Ecorces de tronc

Paludisme chronique

Boire 1verre N°8 de
décocté 2 fois par jour

Ecorces de tronc des cotés Est et
Ouest ; Ecorces de racines des
c6tés Nord et Sud

Aménorrhée

A une partie d’écorces
de tronc, ajouter une part
d’écorces de racines :
pulvériser avec du sel
gemme. A [’autre partie
d’écorces de tronc,
ajouter le restant
d’écorces de racines :
faire une décoction. La
poudre est a macher, le
décocté est utilisé en
bain de vapeurs et en
boisson (1-2 fois/jour)

4-5 jours

Racines

Paludisme

Boire le matin (avant le
petit déjeuner)

3 jours

Diarrhée

Racines

Paludisme

Faire une décoction et
ajouter miel(1/2 litre de
miel pour 4 litres d’eau).

Boire /2 a 1 verre n°8
matin et soir.

3-5 jours

Racines

Intoxications

Faire une décoction ;
ajouter du miel(1litre
pour 2 litres d’eau).
Prendre 1fois par jour.

<7 jours

Ecorces de tronc ou de racines

Impuissance sexuelle

Pulvériser la drogue
avec du sel gemme.
Consommer la poudre
avec de la soupe.

Feuilles

Maux de ventre

Faire une décoction.
Utiliser en boisson 1 fois
par jour.

3 jours

Racines

Impuissance sexuelle

Faire une décoction,
ajouter du miel. Boire le




10 matin et le soir au
coucher.
Pulvériser les feuilles de
L. inermis ; délayer sur
Racines ou écorces de tronc Maux de ventre avec les racines ou les 7 jours B
12 concassées associées aux risque de stérilité écorces de tronc et
feuilles de Lawsonia inermis féminine laisser macérer deux
jours. Boire le macéré.
Pulvériser avec du sel
13 gemme. Prendre la
Ecorces de racines Maux de ventre poudre avec ou sans eau _ _
de temps en temps.
Faire une décoction ;
Racines Dysménorrhées boire le matin a jeun et le _ _
SOIr.
14 Pulvériser ; boire la
Ecorces de racines Maux de ventre poudre délayée dans de _ Ne pas donner aux
I’eau ou de la bouillie femmes enceintes
Faire une décoction ;
16 Racines Maux de ventre boire de temps en temps. 15 jours B
Sécher et pulvériser ;
17 Ecorces de racines Paludisme prendre la pou@re avec _ _
ou sans eau matin et soir
Utiliser le décocté de
18 Racines entiéres ou écorces de Dysménorrhée racines ou la poudre 2-3 jours B
racines d’écorces de racines 2
fois par jour.
Laver, sécher et
pulvériser ; prendre 1c.a
Ecorces de racines Maux de ventre ¢ de poudre avec ou sans | 1-2 jours B
19 eau 2 fois par jour
Pulvériser ; macher 1c.a
Ecorces de racines Maux de ventre c. de poudre par prise. B B
Faire une décoction ;
Contre les vers mettre du miel dans le
20 Racines intestinaux décocté, laisser macérer 7 B Diarrhée
(Téniasis) nuits ; boire 1-2 fois par
jour
Paludisme de Faire une décoction ;
21 Feuilles I’enfant laver l’enfgnt 1-2 fois par 4 jours B
Fiévre pendant la jour
dentition
Faire une décoction ; Diarrhée pouvant
22 Racines Intoxications utiliser en boisson de _ étre calmée par la
temps en temps. prise de bouillie
Pulvériser ; délayer dans
de I’eau, ajouter du miel
et laisser macérer. Boire
23 Ecorces de racines Paludisme une quantité d’un verre 4-5 jours _
n°8 du macéré 2 fois par
jour
Maux de ventre Laisser macérer une
24 Racines nuit ; boire 1 fois par jour | < 10 jours Diarrhée
Comme purgatif | (le matin de préférence)
Pulvériser ; délayer la
Stérilité féminine | poudre dans un mélange
Ecorces de tronc associées aux d’eau(2L) et de
racines de Swartzia miel(0,4L), laisser 2-3 jours Diarrhée
25 madagascariensis macérer. Boire chaque
Ictére soir. Dans le cas de
I’ictére, boire chaque
matin.
Pulvériser avec du sel
gemme. Prendre 1-2 fois
Ecorces de racines Maux de ventre par jour lc.a ¢ de poudre | 1-2 jours
avec ou sans eau.
Eplucher et découper ; _
26 ajouter de I’eau et du
Racines Maux de ventre miel convenablement. Une
avec ballonnement Laisser macérer 24H. semaine

Boire 2-3 fois par jour




Pulvériser ; prendre 1c.a
Ecorces de racines Maux de ventre c. de poudre dans de la
bouillie 1-2 fois par jour
Faire une décoction ;
27 Maux de ventre utiliser en bain et en
Racines et feuilles avec risque de boisson 2 fois par jour.
stérilité féminine

Pulvériser ; prendre 1

Ecorces de tronc et écorces de Maux de ventre pincée (4 doigts) de
racines poudre 1 fois par jour (le
matin). B B
28 Fievre de I’enfant Faire une décoction ;
Ecorces de tronc (paludisme) utiliser en bain et en
boisson 2 fois par jour.
Evacuation des Faire une décoction ;
29 Ecorces de tronc ou feuilles lochies utiliser en bain de vapeur _ _
et en boisson
Maux de ventre Pulvériser avec du sel
31 Ecorces de racines - gemme. Macher la
Impuissance - -
poudre.
sexuelle

Trente et six (36) recettes sont a base de Anthocleista djalonensis. Les parties les plus utilisées
sont les écorces de tronc, les écorces de racines, les racines entiéres associées ou non a

d’autres drogues.

Tableau N°2 : Recettes recensées pour Erythrina senegalensis DC.

Ne° Mode Durée de E.S./C.L
d’identification Drogues Indications d’emploi/Posologie traitement Autres
du thérapeute informations
8 Racines Stérilité féminine Faire une décoction. 20 jours

Boire 1 fois par jour

Tremper les racines
concassées dans la
premiére eau de
lavage du mil (dans
13 Racines Maux de ventre un canari). Laisser 4 jours
macérer 3-5 jours ;
Boire 1-2 fois par
jour

Faire une décoction.
Feuilles Fiévre pendant la Utiliser en bain et en 1-2 jours
dentition boisson (1c.a c.)
matin et soir
19 Sécher ; griller puis
pulvériser avec du sel
Fruits Toux gemme. Prendre une 2-3 jours
pincée(avec 3 doigts)
2 fois par jour

20 Feuilles ou racines Paludisme Faire une décoction ; 3 jours
boire 1 fois par jour

Pulvériser avec du sel
22 Ecorces de racines | Impuissance sexuelle | gemme ; macher de
temps en temps

Faire une décoction
des racines
Racines Arrét des régles concassées ; faire une >1 jour
toilette intime et
boire 2 fois par jour

23

Faire une décoction ;

24 Feuilles et fleurs Arrét des regles utiliser en bain et en 3-4 jours

boisson 1 fois par
jour

26 Branches Impuissance sexuelle | Utiliser comme cure-
dents




29

Ecorces de tronc

Gonococcie

Mélanger avec les
graines du mil ; faire

macérer une
semaine ; boire 2
fois par jour

30

Ecorces de tronc

Gonococcie

Faire une décoction ;
boire de temps en

temps

31

Ecorces de tronc

Gonococcie

Faire une décoction ;
utiliser en bain et en

boisson

32

Feuilles

Aménorrhée

Faire une décoction ;

Stérilité féminine

utiliser en bain et en

boisson

Une semaine

Treize (13) recettes sont a base de Erythrina senegalensis. Trois de ces recettes constituées

par les écorces de tronc sont indiquées dans le traitement de la gonococcie.

Tableau N° 3 : Recettes recensées pour Heliotropium indicum

N° Drogues Indications Mode Durée de E.S/ClI./
d’identification d’emploi/Posologie | traitement Autres
du thérapeute informations
Parties aériennes
associées ou non
aux fruits de
1 Sterculia setigera, Stérilité Féminine Pulvériser ; utiliser la 3-7 jours _
aux galles de poudre en fumigation.
Guiera
senegalensis et a
Gardenia ternifolia
Douleur sur grossesse
2 Parties aériennes avec menace Faire une décoction ; < une semaine _
d’avortement utiliser en boisson
Faire une décoction avec
3 Plante entiére Cataracte une eau neuve ; se laver 3 semaines Irritations
les yeux avec tous les
matins
Faire une décoction ;
Fievre de I’enfant donner a I’enfant 3-4 fois
par jour _ _
4 Parties aériennes Faire une décoction ;
Bilharziose (avec utiliser en boisson 2 fois
hématurie terminale) par jour
Faire une décoction ; 3 jours
Arrét des regles boire 2 fois par jour
Pulvériser la drogue
fraiche ; sécher puis
12 Plante entiére Métrorragie pulvériser de nouveau ; 2-3 jours _
délayer la poudre dans de
la bouillie boire 2 fois par
jour
Faire une décoction de la
14 Parties aériennes Vomissement (au cours | drogue séchée ; boire 1-2 _ _
du paludisme) fois par jour
Faire une décoction ;
16 Plante enticre Vomissement utiliser en bain et en _ _
boisson 2-3 fois par jour
Faire une décoction ;
17 Parties aériennes Vomissement(chez donner 1c.a c. a ’enfant 2 _ _
I’enfant) fois par jour
Faire une décoction ;
18 Parties aériennes Anémie ou hypotension | utiliser en boisson 3 fois _ _

(insuffisance de sang)

par jour




Faire une décoction et
utiliser en boisson.
Adulte : 1 verre 8 2fois

19 Fleurs Vomissement par jour ; 1-2 jours _
Enfant : 1c.a c. 2 fois par
jour
Faire une décoction ;
Parties aériennes Amaigrissement de utiliser en bain et en 10 jours _
23 . .
I’enfant boisson(1/2 verre 8 ) 4fois
par jour
Parties aériennes
associées aux Faire une décoction et
écorces de Parkia Arrét des régles boire une tasse chaque _
25 biglobosa et a celles nuit —
de Vitellaria
paradoxa
Faire une décoction ;
27 Parties aériennes Vertiges(au cours d’une | utiliser en bain et boisson 1-2 jours Diarrhée parfois
maladie) 2 fois par jour
29 Parties aériennes Stérilité féminine Faire une décoction et _ _
utiliser en boisson
Faire une décoction ;
30 Parties aériennes Vomissement( femme donner a boire 3 fois par _ _
enceinte, enfant) jour
Maux de ventre Faire une décoction ;
débouchant sur stérilité | utiliser en bain et boisson
féminine ;Toxoplasmose
31 Parties aériennes Faire une décoction ; _ _
Maux d’yeux ; utiliser en bain d’yeux et
Courbatures en bain corporel
Faire une décoction ;
32 Parties aériennes Avortement boire une tasse a café du Une semaine _

décocté 2 fois par jour

Dix sept (17) recettes sont a base de Heliotropium indicum.




Annexe 4 : Composition des réactifs

» Réactif de BALJET

F e e (S o) To1 5 [ | T P lg
Ethanol @ 50° alcCoOlIqUe S Puerrrerrriiiiie e 100 ml
» Réactif de DRAGENDORFF

Nitrate de bismuth pulverisé. ..o 20,80 g
104 P 38,10 g
Iodure de sodium anhydre.............ooiiiiiiii e 200 g
Eau distillée 8 Pueneenniniiii e 1000 ml

Agiter pendant 30 mn
» Réactif du DPPH

1,1 diphényl 2 picrylhydrazyle en solution méthanolique a2 mg/ml (M / V).
» Réactif de FEHLING
Solution A :

CUSIO g et 35¢g
Bau diStIlle. . ..o e 500 ml
HzSO4 ............................................................................................ 5 ml

Laisser refroidir et compléter a 1 litre avec de I’eau distillée.

Solution B :

Sel de SeIgNeEtte. ...ttt e 150 g
Eau distill€e. ... ..o 500 ml
Refroidir et ajouter 300 ml de lessive non carbonatée a 1 litre avec de I’eau distillée.

NB : Me¢élanger les deux solutions a volume égal au moment de I’emploi.

» Réactif de GODIN

Solution A :

Vanilline. . ..o e lg
Ethanol 2 95° alcoolique. ... ..ooviiniiii e 1000 ml
Solution B :

Acide perchloriqQUEe. ... ..o 3 ml
Eau distill€e. .. ..ot e 100 ml

Me¢élanger les deux solutions au moment de 1’emploi, ensuite pulvériser sur les plaques CCM

avec une solution de H,SO4 a 4 %.



» Réactif de GUIGNARD (Papier picrosodé)

F e e (S o) To1 5 [ | 1 T lg
Carbonate de SOAIUML. ..ottt e 10g
Eau distill€e g S Puveenriiiiiiii e s 100 ml
» Réactif de KEDDE

Acide dinitro 3,5 beNZoique. .......oouiiniiii i lg
Ethanol 2 95 ° alcoOliqUe S Peerrenrieniiiiiiiie i 100 ml
» Réactif de MAYER

Todure de POtasSIUML. . .....euuie it 25¢g
ChlOTure MeTrCUTIQUE. ... .vet ettt et et et ettt et e e et e e e aneeaas 6,77 g
Eau distill€e g S Pueneenriniitii i 50 ml

» Réactif de RAYMOND MARTHOUD

1,3 dINITODENZENE. ... ee ettt et et e e e e e e e e e e e lg

Ethanol 4 96° alcoolique q S Puueeneeeneieiie e 100 ml
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8. RESUME

Ce travail a porté sur I’é¢tude de la phytochimie et des activités biologiques de
Anthocleista djalonensis, Erythrina senegalensis et Heliotropium indicum, plantes utilisées au
Mali dans le traitement traditionnel des infections sexuellement transmissibles.

Une enquéte ethnobotanique a permis de recenser les différentes indications de ces
plantes dont les plus fréquentes sont les douleurs abdominales, le paludisme, 1I’impuissance
sexuelle, la stérilité¢ féminine, les arréts des régles, la gonococcie et la dysménorrhée.
L’indication de Heliotropium indicum dans le traitement de la bilharziose et de la
toxoplasmose a été notée au cours de cette enquéte.

Le screening phytochimique réalisé sur les échantillons récoltés (feuilles et écorces de
tronc de Anthocleista djalonensis, écorces de tronc et de racine de Erythrina senegalensis,
parties aériennes de Heliotropium indicum) a mis en évidence des groupes chimiques

susceptibles de justifier les utilisations traditionnelles de ces plantes.

Le screening biologique a montré que ces plantes possedent des activités antioxydante,
antibactérienne et antifongique. La plus grande activité antioxydante a été observée avec les
extraits de Erythrina senegalensis. L extrait a 1’éther de pétrole des feuilles de Anthocleista
djalonensis a la dose de 60 pg avec une zone d’inhibition de 15 mm a été le plus actif sur
Staphylococcus aureus. Le décocté et 1’extrait méthanolique de Heliotropium indicum ont

montré un effet sur Escherichia coli avec une inhibition de 10 mm a la dose de 60 pg. Quatre



extraits provenant de Erythrina senegalensis et de Heliotropium indicum ont montré une

activité vis-a-vis de Candida albicans.

Les activités antiparasitaire et antivirale n’ont pas été déterminées dans cette étude.
Cependant, les données de la littérature sur les composés présents dans les drogues, donnent

une indication sur leur possible activité a 1’égard des virus et des parasites.

Mots clés : infections sexuellement transmissibles, Anthocleista djalonensis, Erythrina
senegalensis, Heliotropium indicum, antioxydant, antifongique, antibactérien, plantes

médicinales.
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