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Les mycoses superficielles sont causées par des champignons
microscopiques. Elles touchent généralement la peau, les cheveux, les ongles et
les muqueuses orales et génitales. Il s’agit des infections fréquentes, en
particulier dans de nombreux pays Africains [20]. Au service de dermatologie du
CHN-YO, les mycoses cutanéo-phanériennes constituent 12,4 % des
consultations [50].

A Theure actuelle, la thérapeutique des mycoses superficielles dispose
d'une gamme de substances chimiques actives sur les champignons pathogénes.
Cependant, le prix des spécialités a base d’antifongiques de synthése reste
- relativement élevé. De telle sorte que malgré 1’arsenal thérapeutique disponible,
la majeure partic de la population a recours a la médecine et pharmacopée
traditionnelles.

Notre étude a porté sur une plante utilisée en médecine traditionnelle pour
le traitement de ces affections : Mitracarpus scaber.

Mitracarpus scaber est une herbe tropicale utilisée au Burkina Faso
comme antimycosique dans le traitement des dartres et des teignes [26 ;27]. Des
études antérieures portant sur les extraits alcooliques et lipidiques ont montré une
activité antifongique [16 ; 38 ; .43 ; 46].

En reprenant les travaux sur Mitracarpus scaber, nous nous proposons de
tester son action sur d’autres espéces de champignons pathogeénes. Nous
tenterons également de préciser la nature des principes antifongiques.

Notre travail est subdivisé en deux parties:

Une premiére partie est consacrée a des généralités sur les dermatophytes
responsables de mycoses superficielles et sur Mitracarpus scaber.

La deuxiéme partie est relative a 1'étude de l'activité¢ antifongique et a
l'isolement de la fraction active de Mitracarpus scaber. Cette partie comprend

également un commentaire et une discussion avant la conclusion générale.







GENERALITES SUR LES DERMATOPHYTES

1-DEFINITIONS

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux a mycelium
cloisonné :
qui attaquent avec prédilection la kératine de la couche cornée de la peau, des
poils, des cheveux et des ongles;
. qui poussent facilement sur milieux peptonnés et sucrés comme celui de
Sabouraud ;
qui sécrétent des produits antigéniques groupés sous le nom de trichophytine ou
épidermophytine,

qui sont sensibles a I'action fongistatique de la griséofulvine.

2-CLASSIFICATION DES DERMATOPHYTES

La classification d’Emmons (1934) [10] est actuellement adoptée; elle repose

sur des caractéres botaniques. Cette classification reconnait 3 genres :

o Genre Epidermophyton (Sabouraud 1910).

Le champignon de ce genre n’attaque pas le poil. Il est caractérisé par des
macroconidies nombreuses a logettes multiples a parois minces et lisses. Les
microconidies sont absentes et parfois la présence de vrilles sur les milieux

pauvres.




o Genre Microsporum (Gruby 1843)
Le champignon de ce genre est caractérisé par des macroconidies de
grandes tailles, multiseptées, a parois plus ou moins épaisses et verruqueuses. Les

microconidies sont piriformes. Ce genre peut envahir la peau et les poils.

o Genre Trichophyton (Malmsten 1845)
Dans ce genre, les macroconidies sont en massue, & parois toujours minces
et a cloisons peu nombreuses. Les microconidies sont rondes ou en massunes. Ce

genre peut envahir la peau, les ongles et les cheveux.

3- EPIDEMIOLOGIE

3-1 Sources de contaminations

Les sources d’infection peuvent étre 1’homme (dermatophytes
antropophiles), les animaux (dermatophytes zoophiles), ou le sol (dermatophytes

géophiles).

3-2 Répartition géographique et fréquence

Les affections cutanées a dermatophytes sont universelles, il y a cependant
des différences géographiques dans la répartition des espéces impliquées. Ces
différences tendent a s'atténuer aujourd’hui du fait des voyages et des brassages

de la population.

Badillet G. dans «dermatophytes et immigration » [9] montre que les
immigrants venant d'Afrique noire sont massivement parasités par les agents des

teignes : Trichophyton soudanense et Microsporum langeronii et sont cependant




peu atteints par les agents d'epidermophyties : Trichophyton rubrum,

Trichophyton interdigitale et Epidermophyton floccosum.

Au Burkina Faso, les études sur les teignes du cuir chevelu a
Ouagadougou et Bobo Dioulasso en 1956 par Biguet et coll.[15], ont montré une
présence plus importante de Trichophyties (86,52%) que de Microspories
(12,22%).

En 1992 Guiguemdé et coll.[35] lors d'une étude sur les mycoses cutanéo-
phanériennes a Ouagadougou, ont trouvé que Trichophyton rubrum est le
dermatophyte le plus isolé.

En 1993, a l'issu d'une étude sur les teignes du cuir chevelu en milieu
scolaire dans la ville de Ouagadougou Compaoré L[25]. a montré une
prédominance de Microsporum langeronii (76,6%) suivi de loin par
Trichophyton soudanense (14%) ensuite Trichopyton violaceum (6%) et
Microsporum rivalieri (24%).

Guigma [34] en 1996, a montré par une étude sur les agents des mycoses
cutanéo-phanériennes 4 Bobo Dioulasso une prédominance de Trichophyton
rubrum dans les teignes de la peau glabre et celle de Microsporum langeronii
dans les teignes du cuir chevelu.

‘En concll;s_igg: Les dermatophytes varient d’une region a une autre et d’une -
année 4 une autre. Cependant Trichophyton rubrum et Microsporum langeronii

sont les dermatophytes qui reviennent le plus souvent.

4-LE DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

4-1 Le prélévement
Le prélévement utilise un matériel simple. Il se fait & Pendroit ou des

filaments vivants peuvent exister. Le matériel prélevé peut étre les squames, les

fragments d'ongle, les cheveux ou les poils.
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4-2 1.’examen direct

Les squames, les fragments d'ongle, les cheveux ou les poils ne peuvent
étre examinés qu'aprés action dun liquide ramollissant et éclaircissant. On
utilise :

La potasse diluée a 10, 20 et 30 % dans 1’eau. Cette solution a une action
énergétique mais détruit tout le prélévement en quelques heures.

Le chlorallactophénol a une action moins rapide, mais permet de garder
définitivement les préparations. Il est conseillé de 1’utiliser sur les poils et les
cheveux.

L’examen direct des squames met en éﬁdmce les filaments myceliens
quel que soit le dermatophyte en cause.

L’examen direct des poils et des cheveux montre les cinq types pilaires de

Sabouraud.

4-3 La culture

L’ensemencement

Le maténiel pathologique est ensemencé sur un milieu de Sabouraud
modifié contenant moins de glucose 20 g au lieu de 40 g Ce milieu est
additionné d’antibiotiques antibactériens (chloramphenicol) et d’Actidione
(Cycloheximide) qui inhibe les moisissures.

L’ensemencement est fait a I’6se. Le matériel trés fragmenté est déposé en
quinconce en 4 ou 5 points par tube, sur les bords, au contact du verre.
Les tubes sont mis a I’étuve a 27 °c ou tout simplement gardés a la température

du laboratoire sur la paillasse.
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4-4 Identification

L’identification est basée principalement sur 1’étude des caractéres

macroscopique et microscopique des cultures a I’isolement.

- Etude macroscopique
On note le début de pousse, la vitesse de pousse, I’aspect de surface, la

teinte du revers.

- - Etude microscopique

Elle se fait soit par dissociation d’un fragment superficiel, soit par
prélévement grice a la technique du drapeau de roth ou encore par culture sur
lames. On note :

e 1’aspect du mycelium
e Les organes de reproduction (macroconidies, microconidies chlamydospores)

e Les organes d’ornementation (vrilles, chandeliers faviques, organes pectinés)

5-LE TRAITEMENT ANTIFONGIQUE

5-1-Définition des antifongiques

Les antifongiques sont des drogues capables de détruire spécifiquement les
différents champignons isolés en mycologie médicale et responsables de 1ésions

plus ou moins graves.




5-2-Les moyens

Les médicaments antifongiques s'administrent soit par voie générale, soit
localement. Certains d'entre eux agissent spécifiquement sur un groupe de

champignons, alors que d'autres ont un spectre d'activité beaucoup plus large.
R
La griséofulvine (griséfuline ~fulcine )

La griséofulvine agit sur les mécanismes de perméabilité¢ de la membrane

~ cellulaire. Son action est limitée aux dermatophytes.

Les dérivés imidazoles

Ils inhibent la biosynthése de 1’ergostérol présent dans la membrane des
levures.

IIs sont actifs sur les dermatophytes et les candida. Les principaux sont :
Ketoconazol: nizoralR
Itraconazole: sporanoxR

R
Econazole: Pevaryl
Miconazole: DaktarinR

Les allylamines

Terbinafine en créme a 1% (lamisilR est active sur les dermatophytes,

moins efficace sur les candidoses.




Mitracarpus scaber (zucc)

(RUBIACEAE)

1-SYNONYME

Mitracarpus verticillatus vatke
Mitracarpus villosis (Bw) DC

 2-NOMS VERNACULAIRES

Hausa : Oroki
Tamacheck Tabalkadet
Moore : Yoadga

Dioula : Kuguruba




3- SITUATUATION DE Mitracarpus scaber DANS LE REGNE
VEGETAL

Phanerogamme
Gymnospermes Anglospermes
Monocotylédones Dicotylédones
v |
Autres sous-classes Asteridae

| 7
v v
Autres ordres Rubiales
i |
v
Autres familles Rubiaceae
Autres espéces Mitracarpus scaber -




4-DESCRIPTION BOTANIQUE

4-1 Port

Mitracarpus scaber est une herbe annuelle a tige pubérulente. C'est une
plante des sables; étalée diffuse, haute de 10 a 30 cm.

4-2 Feuilles

Les feuilles sont lancéolées, subacutes, de 3 4 6 cm de long et de 1 cm de

large. Elles sont glabres ou glabrescentes.

4-3 Fleurs

Les fleurs sont blanches; trés petites 2 @ 3 mm, en glomérules a 'aisselle
des feuilles. La partie supérieure de la fleur tombe en découvrant la graine dans la

demi loge restante.

4-4 Graines

Elles sont chagrinées dorsalement; la face inférieure ayant comme

'empreinte d'une patte de chien.

S-DISTRIBUTION

Mitracarpus scaber est une espéce commune a toute I'Afrique

intertropicale
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6-USAGES TRADITIONNELS

Au Congo la plante est réputée comme fongicide et parasiticide cutané.

Les haussa et yoruba Il'utilisent contre les démangeaisons, les teignes
tonsurantes, les filarioses et contre de nombreuses maladies en association avec
d'autres plantes.

Au Burkina Faso, 1a plante est utilisée dans le traitement des dartres, des
teignes et la gale. Pour le traitement antifongique la plante peut étre utilisée a
I'état frais ou apres séchage [26 ; 27].

La pulpe des tiges feuillées est appliquée en cataplasme seule ou
additionnée de carbonate de potassium sur les 1ésions.

On peut également appliquer un mélange de poudre de feuille séche et

d'huile de karité sur les 1ésions, aprés un bain avec le décocté de la tige feuillée.

7 RAPPELS SUR LA CHIMIE DE Mitracarpus scaber

Mitracarpus scaber a fait I’objet de peu d’étude sur le plan chimique.
Kerharo et Adam [40] ont rapporté des travaux faisant état de la présence des
principes chimiques suivants : alcaloides, saponosides, triterpénes et stérols.
Baoua et coll.[11] ont quant & eux mis en évidence des flavonoides, des
alcaloides, des tanins, des triterpénes et des stérols.

Ekpendu et coll.[29] ont mis en évidence la composition de 1’extrait
lipidique de la partie aérienne de Mitracarpus scaber par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la masse. IIs ont identifié au total 26 composés dont 11
sont des acides gras libres. Le composé le plus abondant est 1’acide

hexadecanoique (51,2%).
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8- RAPPELS SUR LA PHARMACOLOGIE DE Mitracarpus scaber

La plante a fait I’objet d’études dans de nombreux pays de la sous région.

Au Nigeria

Irobi et coll.[38] ont mis en évidence in vitro, une activité¢ de I’extrait
éthanolique sur Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Candida albicans,
Aspergillus niger et Fusarium solani. Ils ont mis en évidence lors d’un screening
phytochimique de la plante, la présence de substances phénoliques,
- d’hémolysines et de sesquiterpénes.

Ekpendu et coll.[30] ont mis en évidence 1’activité¢ anti-inflammatoire et
antimicrobienne de 1’extrait a 1’éther de pétrole de Mitracrpus scaber. L’activité
antimicrobienne concerne les germes suivants: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et staphylococcus aureus. Ils n’ont

cependant pas identifié les substances actives.

Au Mali

Sanogo et coll.[47], ont testé in vitro l’activit¢ antimicrobienne de
Mitracarpus scaber. 11 est sorti de 1’étude que 1’extrait a 1’éther de pétrole
obtenu a partir de 1’extrait hydro-alcoolique exerce une activité antimicrobienne
sur plusieurs souches de staphylocoques et de Candida. Le screening
phytochimique effectué a mis en évidence dans la plante la présence de

flavonoides, de tanins et de triterpénes.

En Cote d’Ivoire

Mobié et coll.[43] ont montré que 1’huile de Mitracarpus verticillatus
obtenu a partir de I’extrait éthanolique traitée au soxhlet dans de I’hexane est

active sur Trichophyton rubrum.
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Bonga et coll.[16] ont montré ’activité de la fraction éthanolique de
Mitracarpus verticillatus sur Cryptococcus neoformans. Cette fraction a été
obtenue apres chromatographie de filtration sur colonne SEPHADEX Gso. Des
réactions colorées ont mis en évidence la présence de phytostérols dans cette
fraction.

En_conclusion : Une activité antifongique de Mitracarpus scaber a été
retrouvée avec les extraits éthanoliques et lipidiques (éther de pétrole, hexane).
Des tentatives d’explication de cette activité ont été faites en reference a la
composition chimique établie par screening des extraits. Notre travail consistera
donc a faire un fractionnement plus poussé des extraits afin de mieux préciser la

nature des substances actives.

14









1-OBJECTIF GENERAL
Contribuer a la mise au point d’'un médicament antifongique d’origine

naturelle en étudiant l'activité antifongique in vitro d’une plante médicinale :

Mitracarpus scaber (Zucc)

2-OBJECTIFS SPECIFIQUES

2-1 Extraire la poudre des feuilles de Mitracarpus scaber (Zucc) a ’aide de

" solvants de polarité croissante

2-2 Rechercher l'activité antifongique des extraits de Mitracarpus scaber sur

quatre champignons.
2-3 Etablir pour les extraits actifs la relation concentration-activité antifongique.

2-4 Fractionner par chromatographie sur colonne 1’extrait ayant montré 1’activité

la plus marquée.
2-5 Rechercher I’activité antifongique des fractions isolées.

2-6 Caractériser par chromatographie sur couche mince un principe actif

antifongique majoritaire.
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1-CADRE D'ETUDE

Notre étude a été réalisée au laboratoire de Phamacognosie et de
Valorisation des plantes médicinales; ainsi que dans le laboratoire de

parasitologie et de mycologie de la FSS

2-MATERIEL

2-1 Matériel végétal

Les tiges feuillées de Mitracarpus scaber (zucc), ont été récoltées en avril
1998 dans la ville de Ouagadougou. La drogue végétale est séchée a la
température ambiante, a 1'abri de la lumiére, avant d'étre finement broyée. La

poudre ainsi obtenue est conservée dans des flacons avant l'extraction.

2-2 Les champignons

Les dermatophytes utilisés pour les tests antifongiques sont celles
fréquemment isolées au Burkina Faso. Il s'agit de : Trichophyton soudanense,
Trichophyton rubrum, Trichophyton interdigitale, et Microsporum langeronii.
Les souches sont isolées des pfoduits pathologiques des patients consultés en
dermatologie. Elles sont identifiées par les méthodes usuelles et maintenues en
culture sur milieu solide. Les souches proviennent également du laboratoire de
parasitologie et de mycologie de la FSS.

Les souches sont conservées a -4°C jusqu'a la mise en route des tests

antifongiques.
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Tableau : Origine des souches de champignons utilisées pour les tests

antifongiques.
Champignons Origines
Trichophyton rubrum Laboratoire de mycologie et de
parasitologie de la FSS
Trichophyton soudanense Laboratoire de mycologie et de
parasitologie de 1a FSS
Trichophyton interdigitale Laboratoire de mycologie et de
parasitologie de la FSS
Microsporum langeronii Prélévement de nuque n°6739. Souche
isolée au Laboratoire d'analyses
médicales Sainte Elisabeth.

LES DERMATOPHYTES ETUDIES

Trichophyton interdigitale

Trchophyton interdigitale est transmis exclusivement d’homme a homme.
Il provoque des lésions des pieds, des lésions bulbeuses ou squameuses des
espaces interdigito-plantaires et des plantes. Egalement des lésions d’onyxis des

orteils.

Trichoephyton rubrum
1l s’agit d’un parasite exclusivement humain. Il provoque des sycosis et
kerions de barbe et moustache, des teignes du cuir chevelu chez 1’enfant et

diverses folliculites.
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Trichophyton soudanense

Il s’agit exclusivement d’un parasite humain. Il est a 1’origine des teignes
tondantes a petites plaques du cuir chevelu de I’enfant, des herpés circinés et des

onyxis des mains.
Microsporum langeronii

Il provoque des 1ésions de la peau glabre, des herpes circinés et des 1ésions

de teignes tondantes a grandes plaques.

3-METHODES

3-1 Préparation des extraits végétaux de Mitracarpus scaber

La méthode d'extraction utilisée est une percolation. La matiére végétale,
introduite dans le percolateur est soumise a un épuisement successif avec des
solvants de polarité croissante : n-hexane, de 1'acétate d'éthyle, du 2-butanol, de

I'éthanol et de 1'eau.

3-1-1 Extraction par le n-hexane

La matiére végétale (150 g) est introduite dans le percolateur. Le n-hexane
(0,5 L) est ajouté et le mélange est laissé en macération pendant 24 h. A 1a fin de
la macération une percolation est effectuée a l'aide d'un litre de n-hexane. La
solution n-hexanique est recueillie a raison de 1 ml/mn; évaporée sous pression

réduite. Le résidu est conservé -4°C et a l'abri de la lumiére, jusqu'a la mise en
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route des tests pharmacologiques. Le marc est séché et gardé pour les extractions

suivantes.

3-1-2 Extraction par I'acétate d'éthyle

Le marc issu de I'extraction n-hexanique est humecté avec 0,5 L d'acétate
d'éthyle. Le mélange est laissé en macération pendant 24 h. La percolation est
ensuite réalisée a 1'aide d'un litre de solvant. A la fin de la macération, la solution
d'acétate d'éthyle obtenue est évaporée sous pression réduite. Ce résidu est
- conservé a -4°C et a I'abri de la lumiére. Le marc est séché, pour les extractions

suivantes.

3-1-3 Extraction par le 2-butanol

Le marc issu de l'extraction a l'acétate d'éthyle est introduit dans le
percolateur; mis a macérer pendant 24 h avec du 2-butanol (0,5 L). Une
percolation est ensuite réalisée avec un litre de solvant. La solution 2-butanolique
recueillie, est évaporée sous pression réduite. Le résidu est conservé a - 4°C a
l'abri de la lumiére jusqu'a la mise en route des tests pharmacologiques. Le marc

est séché et gardé pour les extractions suivantes.

3-1-4 Extraction par I'éthanol

Le marc issu de l'extraction par le 2-butanol est également soumis & une
macération avec 0,5 L d'éthanol dénaturé pendant 24 h. A la fin de la macération,
une percolation est effectuée a l'aide d'un litre d'éthanol dénaturé. La solution
éthanolique est recueillie et évaporée sous pression réduite. Le marc est séché

pour I’extraction a I’eau distillée.
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3-1-5 Extraction par l'eau distillée

Dans un ballon jaugé de un litre contenant le marc; 'eau distillée (0,5 litre)
est ajoutée. Le mélange est laissé en macération pendant 24 h. La percolation est
réalisée avec un litre d'eau distillée. La solution aqueuse obtenue est évaporée
sous pression réduite aprés addition de 200 ml d’éthanol.

Les extraits obtenus ont servi a la réalisation des tests antifongiques et a la

recherche des groupes chimiques.

" 3-2 Fractionnement de ’extrait a ’acétate d’éthyle

L’extrait a ’acétate d’éthyle a été fractionné par chromatographie sur
colonne. La colonne (1 m de long sur 3 cm de diamétre) est remplie au 2/3 a
P’aide d’une suspension de silice pour colonne dans le dichlorométhane. L’ extrait
a fractionner est dissout dans le dichlorométhane, et déposé au sommet de la
colonne de silice. La phase mobile est ensuite introduite. Cette phase mobile est
constituée de dichlorométhane contenant des proportions croissantes de méthanol
(0; 5; 10; 15 %). Chaque palier du gradient correspond a 300 ml de phase
mobile.

Des fractions de 25 ml sont récoltées et analysées par CCM en utilisant le
mélange, dichlorométhane, tolﬁéne, méthanol (6; 6; 1 v/v), comme phase
mobile. La révélation est faite par chauffage a 110° c, aprés pulvérisation d’une
solution d’acide sulfurique a 3 % dans de 1’éthanol.

Les fractions qui présentent un chromatogramme similaire, sont
regroupées et évaporées sous pression réduite. Ces différentes fractions ont été

testées pour évaluer leur activité antifongique.
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Poudre des tiges feuillées de
Mitracarpus scaber (150g)

Extrait n-hexanique

Extrait 2 'acétate
déthyle

Fractionnement sur colonne

T

Extrait 2-butanolique

Extrait éthanolique

Percolation au n-hexane

Marc

Percolation a 1’acétate
d’éthvle

Marc

Percolation au 2-butanol

Marc

Percolation a 1’éthanol 96°

Marc

Percolation a I’eau

Extrait aqueux

Figure : schéma d’extraction et de fractionnement des extraits de Mitracarpus

scaber.

Légende
1 ;: Dichlorométhane

2 : Dichlorométhane-méthanol (95 ; 5 v/v)
3 : Dichlorométhane-méthanol (90 ; 10 v/v)
4 : Dichlorométhane-méthanol (85 ; 15 v/v)

21



3-3 Screening phytochimique

Le but du screening phytochimique est de réaliser une étude, de la relation
constituants chimiques / activité pharmacologique.

Ce screening doit permettre dans les études ultérieures d'identifier les
molécules responsables de I'activité pharmacologique. A ce titre, seuls les extraits
ayant montré une certaine acﬁvi‘té, sont soumis au screening phytochimique. Ce
screening peut étre réalisé par des réactions de caractérisation en milieu liquide
ou par Chromatographie sur Couche Mince (CCM). Dans le cadre de ce travail,
~ nous avons choisi de faire le screening chimique par CCM. Cette méthode a été
choisie a cause de sa sélectivité plus grande et des perspectives qu'elle apporte
déja en matiére de purification.

Les chromatoplaques sont soit pulvérisées a ’aide d’un réactif général de
révélation (acide sulfurique & 3 % dans 1’éthanol) soit pulvérisées a 1’aide d’un
réactif plus spécifique & certains groupes chimiques (phytostérols, triterpénes,

saponosides, substances phénoliques, alcaloides).

3-3-1 Recherche des flavonoides

Support : Gel de silice Ggp Fs4 |

Phase mobile : acétate d'éthyle, 2-butanol, acide acétique (7; 5; 2; v/v)

Solutions de dépdt :

Elles sont constituées par des témoins : le rutoside qui est un hetéroside
flavonoique et la quercetine qui est une génine. Ces témoins nous ont été offerts
par le Laboratoire de Pharmacognosie et de Bromatologie de 1’Université Libre

de Bruxelles.
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Les solutions de dép6t a la concentration de 10 mg/ml sont déposées a

raison de 20 pl et en bande de 0,5 cm sur les chromatoplaques.

Révélation

Les chromatoplaques sont exposées a des vapeurs d'ammoniaque. L'effet
bathochrome des flavonoides en milieu basique entraine une intensification de
leurs colorations (jaune, jaune orangé).

Les chromatoplaques sont observées sous UV apres pulvérisation d’une

solution de diphénylborinate de sodium.

3-3-2 Recherche des tanins

Support : Gel de silice Ggp Fasa

Phase mobile : eau, méthanol, n-butanol, acide acétique (3,5; 1,25; 10; 1,25; v/v)

Solutions de dépdt

Les solutions de dépdt a la concentration de 10mg/ml sont déposées a
raison de 20 pl et en bande de 0,5 cm sur les chromatoplaques.

L’acide tannique provient de Prolabo.

Révélation
Elle est faite avec du chlorure ferrique a 2% dans un mélange eau-

méthanol (50 ; 50 v/v). La présence de couleur bleue révele les tanins.
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3-3-3 Recherche des triterpénes et des phytostérols

Support : Gel de silice Ggo F2s4
Phase mobile : n-hexane, acétate d'éthyle, toluéne (6, 1; 2; v/v)
Témoins

Témoins des triterpénes

Tritepénes libres
11 s'agit d'un mélange de o,B,y Amyrine, de taraxasterols, de pseudotaraxasterols
et de lupéol. Ces molécules ont été isolées de Leptadenia hastata au Laboratoire
de Pharmacognosie et de Bromatologie de I'Université Libre de Bruxelles (U. L.
B.). Leur structure a été déterminée par des relevés spectroscopiques de

Résonance Magnétique Nucléaire (R. M. N.) et de Masse.

Triterpénes acétates

Il s'agit des formes acétates des triterpénes libres cités précédemment
Betuline
Elle nous a été offerte par le Laboratoire de Pharmacognosie et de

Bromatologie de I'Université Libre de Bruxelles (U. L. B.).

Témoins des phytostérols

B sitostérol
Ce témoin provient de RUTH (Allemagne) et nous a été offert par le
Laboratoire de Pharmacognosie et de Bromatologie de 1Université Libre de

Bruxelles (U. L. B.).
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Préparation des solutions de dépdt
Une solution est réalisée en dissolvant 10 mg de témoin ou d’échantillon

dans 1 ml de chloroforme.

Révélation

La révélation est réalisée en pulvérisant sur les chromatoplaques une
solution d'acide sulfurique a 3% dans de I'éthanol. Les chromatoplaques sont
ensuite placées a I'étuve a 110°C pendant 10 mn

Les phytostérols et les triterpénes tétracycliques donnent une coloration
~ violette qui vire rapidement au bleu. Les triterpénes pentacycliques donnent une

coloration violette persistante.

3-4 Antibiogramme-fongique

3-4-1 Milieu de culture

Le milieu de sabouraud additionné de chloramphenicol et d'actidione est
utilisé. Le milieu est coulé en boite de Pétri ronde de 90 mm de diamétre de fagon

a avoir 4 mm de gélose. Les boites sont séchées a 1'étuve a 37°C avant 1'emploi.

La technique de diffusion en milieu gélosé est utilisée pour la réalisation
de I’antibiogramme. Les tests antifongiques ont été réalisés grace a la méthode
des cupules. Les puits sont creusés dans la gélose grace a un emporte-piéce, de 6
mm de diamétre. Dans le fond de chaque puits est déposé une goutte de milieu
gélosé vierge préalablement fondu au bain-marie bouillant pour éviter la diffusion
de la solution d'extrait sous la couche de gélose. L'ensemble est refroidi a la

température ambiante.
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3-4-2 Inoculum

L'inoculum est obtenue a partir d'une culture dgée de 10 a 12 jours sur
gélose inclinée de sabouraud; elle-méme ensemencée a partir d'une culture agée
de 10 jours. A l'aide d'une pipette stérile, du soluté physiologique de chlorure de
sodium (5 ml) est introduit dans le tube de culture et la surface du mycéluim est
grattée légérement. Le soluté est repris et transvasé dans un tube a essai stérile
contenant 10 billes de verres de diamétre 3mm. Le tube est agité sur un agitateur
pendant 1 mn. La suspension obtenue sert a entretenir la souche et ensemencer

. les boites en expérimentation. Elle est préparée le jour méme de son utilisation.
3-4-3 Ensemencement

La surface de la gélose est inondée avec 5 ml d'inoculum. L'exces éventuel
de suspension étant aspiré a la pipette.

Les boites sont séchées 15 mn 4 37 °c.

3-4-4 Solubilisation des produits

Les extraits aqueux, 2-butanolique et éthanolique ont été dissous dans de
l'eau distillée stérile. '

Les extraits n-hexaniques et a I'acétate d'éthyle et les différentes fractions
sont insolubles dans l'eau et ont du étre dissous dans le Dimethyl-sulfoxide
(Merck).

Une solution contréle contenant uniquement du DMSO est également
testée.

Le standard utilisé est le kétoconazole sous forme de disque a une

concentration de 100 ng/ml. La concentration de départ des extraits pour les tests
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antifongiques est de 20 mg/ml. Nous avons procédé ensuite a des dilutions pour
avoir des concentrations de 10; 1; 0,1; 0,01 mg/ml.

Aprés avoir repéré les extraits actifs nous avons étudié la relation
concentration activité antifongique, en choisissant une gamme de concentration

20 ;40 ;80 ; 160 ; 320.

3-4-5 Dépdt des extraits

Les solutions d’extraits sont déposés a I'aide d'une micropipette a raison de

~ 50 pl dans chaque cupule. Chaque concentration est testée 4 fois.

3-4-6 Incubation

Elles sont incubées a 1a température ambiante et sont observées tous les

jours.

3-4-7 Lecture des résultats

La lecture est faite en mesurant le diamétre de la zone d'imhibition avec

une regle graduée.

3-6 Traitement des données

Les graphiques ont été réalisés a I’aide du logiciel Excel sur Windows 95.
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1 RESULTATS DE L’ETUDE PHYTOCHIMIQUE

1-1 Résultat de ’extraction

Le tableau 1 résume les résultats de 1’extraction. Les rendements sont

exprimés par rapport a la prise d’essai de départ (150 g de poudre).

Tableau I : Quantité et rendements des extraits de Mitracarpus scaber

n-hexane |Acétate d’éthyle |2-butanol |Ethanol |Eau

Résidu (g) 57 2,8 2,8 6 7.9
Rendement (%) |3,8 1,7 1,3 4 5,3

1-2 Résultat de la CCM

Les extraits ayant montré une activité antifongique sont les extraits a
I’acétate d’éthyle et au n-hexane. La CCM effectuée sur ces extraits a permis de
mettre en évidence un triterpenoide ou un stéroide commun a ces 2 extraits de Rf
0,2 avec le systéme de solvant S; et 0,1 avec le systeme de solvant S,comme le
montre le tableau II.

En plus du triterpernoide ou du stéroide, d’autres triterpénes et stéroides
ont été retrouvés dans I’extrait au n-hexane ; ainsi que des flavonoides. Dans
Pextrait a 1’acétate d’éthyle la CCM a mis en évidence des tanins et des

flavonoides.
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Tableau II: Analyse des témoins et des extraits actifs par CCM dans les

solvants S; et S,

Groupes Spots (Rf) Colorations
chimiques
S S Liebermann SbCl;s uv
B sitostérol 0,3 bleu bleu
Triterpénes 0,5 violet “violet
libres
Triterpénes 0,80 violet violet
acétates
Extrait n-| A:0,9 violet violet
hexane B:0,5 violet violet
C:0,3 bleu bleu
D :0,1 D,;0,2 Violet* bleu
Extrat acétate| E:0,1 | E;:0,2 Violet* bleu
d’éthyle
Légende

S; n-hexane-acétate d’éthyle-toluene (6 ; 1 ; 2 v/v)
S, . Chloroforme-toluéne-méthanol (6 ; 6 ; 1 v/v)

Violet* : violet virant au bleu
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Extrait au n-hexane Trterpénes acétates

Figure 1 : Chromatogramme de 1’extrait au n-hexane de Mitracarpus scaber des

triterpénes acétates

Phase mobile : n-hexane, acétate d'éthyle, Toluéne (6; 1; 2; v/v).




Extrait au n-hexane Triterpénes libres

Extrait 4 [’acétate d’éthyle

Figure 2 : Chromatogramme des extraits au n-hexane, a l'acétate d'éthyle de
Mitracarpus scaber et des triterpénes libres

Phase mobile : n-hexane, acétate d'éthyle, Toluéne (6; 1; 2; v/v).
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Extrait au n-hexane

B sitosterol

Extrait a ’acétate d’éthyle

Figure 3 : Chromatogramme des extraits au n-hexane, a l'acétate d'éthyle de

Mitracarpus scaber. et du B sitosterol




; Extrait a I’acétate d’éthyle
Extrait au n-hexane a d’éthy

Figure 4 : Chromatogramme des extraits au n-hexane, a 1'acétate d'éthyle de

Mitracarpus scaber

Phase mobile : chloroforme, Toluéne, Méthanol (6 ;6 ;1v/v)

W
(93]



1-3 Résultat du fractionnement

L’extrait a I’acétate d’éthyle, I’extrait le plus actif a donné par
fractionnement quatre fractions.

Tableau V : Fractionnement de 1’extrait a 1’acétate d’éthyle

Fractions Solvants Quantité (g) Rendement
éluants (ml) (%)
I CH,Cl, (300) 1 25 0,8
u CH,CL,- 1,5 37,5 0,5
CH;0H(95, 5 0,2
v/iv)
I CH,CL- 0,2 5 0,2
CH;0H (90, 10
v/v)
14 CH,CL,- 1,2 30
CH;0H (90, 15
v/v)

La fraction la plus active est la fraction 111 Elle a été caractérisée par
CCM . La réaction est positive avec le réactif de liebermann en donnant une
coloration violette. Elle est également positive avec SbCL3 en donnant une

coloration bleue.




2-EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTIFONGIQUE

2-1 Résultats du screening de 'activité antifongique de Mitracarpus
scaber

Les extraits au n-hexane et 1'acétate d'éthyle de Mitracarpus scaber. ont
présenté une activité antifongique sur Trichophyton rubrum, Trichophyton.
soudanense, Trichophyton interdigitale, Microsporum langeronii (tableaux I et
).

Les extraits au 2-butanol, a I'éthanol et a 1'eau de Mitracarpus scaber n'ont

pas présenté d'activité antifongique a la concentration de 20 mg/ml

Tableau IV : Résultats du screening de ’activité antifongique de 1’extrait au n-

hexane de Mitracarpus scaber

FUNGI CONCENTRATION EN mg/mi

20 10 1 0,1 0,01

Trichophyton rubrum

Trichophyton soudanense

Trichophyton interdigitale

Microsporum langeronii

Légende :

(+) :présence d’activité antifongique

(++) : présence d’activité antifongique marquée
(+++) : présence d’activité antifongique trés marquée

) : absence d’activité antifongique

35



Tableau V : Résultats du screening de ’activité antifongique de 1’extrait a

I’acétate d’éthyle de Mitracarpus scaber

FUNGI CONCENTRATION EN mg/ml

20 10 1 0,1 0,01

Trichophyton rubrum

Trichophyton soudanense

Trichophyton interdigitale

Microsporum langeronii

Légende :

(+) : présence d’activité antifongique

(++) : présence d’activité antifongique marquée
(+++) : présence d’activité antifongique trés marquée

(-)  : absence d’activité antifongique

2-2 Evaluation de I’activité antifongique des extraits au n-hexane et a
Pacétate d’éthyle de Mitracarpus scaber.

Le diamétre d’inhibition des extrait au n-hexane et a I’acétate d’éthyle

testé 4 20mg/ml sont résumés dans le tableau VI.

36



- Tableau VI : Diamétre d’inhibition (mm) des extraits au n-hexane et a 1’acétate

d’éthyle de Mitracarpus scaber testés a la concentration de 20 mg/ml.

FUNGI n-hexane Acétate d’éthyle | Kétoconazole
(100 pg)
Trichophyton rubrum 18 +£2 39+1
Trichophyton soudanense 162 39+1
Trichophyton interdigitale 12+2 14 +£2 38+1
Microsporum langeronii 140 =1

2-3 Relation concentration — activité antifongique des extraits au n-
hexane a ’acétate d’éthyle de Mitracarpus scaber

Une gamme de concentration de 20 ; 40 ; 80 ; 160 et 320 mg/ml a été

choisit. Elle a permis d’établir des courbes dose-effet. Ces courbes ont été

linéarisées par transformation logarithmique de la concentration.
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Figure 5 : Effet dose-dépendante de I'extrait au n-H. " isolé des tiges feuillées de M. s. “sur les
champignons

n-H. : Extrait au n-hexane
A. E. : Extrait & l'acétate d'éthyle
M. s. : Mitracarpus scaber
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Figure 6 : Effet dose-dépendante de I'extrait & I'A. E. " isolé des tiges feuillées de M. s. ', sur les

champignons

A. E. : Extrait 4 I'acétate d'ethyle

M. s. : Mitracarpus scaber
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M. s : Mitacarpus scaber
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Figure 7 : Effet dose-dépendante des extraits au n-H. et 4 I'A. E. " Isolés des tiges feuillées de
M.s. surT.i°’

n-H. : Extrait au n-hexane
A. E. : extrait a l'acétate d'éthyle
M.s.: Mitracarpus scaber
T. I : Trichophyton intredigitale
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Figure 8 : Effet dose-dépendante des extralits aun-H. " et a I'A.E.* Isolés des tiges feulilées de M. s.
*surT.r "

n-H.: Extrait au n- hexane
A.E.: Extralt a I'acétate d'éthyle
M.s.:Mitacarpus scaber

T.r.: Trichophyton rubrum
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Flgure 9 : Effet dose-dépendante des extralts au n-H. et a I'A.E. " Isolés des tiges feulllées de de
M.s. "surMm.l '

n-H. : Extrait au n-hexane

A.E.: Extralt & I'acétate d’' éthyle
M.s.:Mlitracarpus scaber
M.L:Mlicrosporum langeronli




2-4 Résultat de Pactivité antifongique des fractions de I’extrait a

Pacétate_d’éthyle.

L’activité la plus marquée a été observée avec la fraction IIL

TableauVII : Diamétre d’inhibition des fractions testées a la concentration de

20mg/ml
FUNGI Fraction | Fraction | Fraction | Fraction
| I 11} Iv
Trichophyton rubrum 0 14+£2 [24£2 0
Trichophyton soudanense 0 11£2 22+2 0
Trichophyton interdigitale 0 10+1 19+ 2 0
Microsporum langeronii 0 0

44







La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) a été effectuée sur les
extraits au n-hexane et a I’acétate d’éthyle, les deux extraits actifs. Le but de
cette CCM est d’effectué une étude de la relation constituants chimiques/activité
antifongique. C’est ainsi que 1’analyse des chromatogrammes des extraits au n-
hexane et a 1’acétate d’éthyle laisse entrevoir dans I’extrait au n-hexane la
présence de triterpénes dont les Rf sont proches de ceux des triterpénes libres
(mélange de a, B et y amyrine; de lupéol; de taraxastérol; de pseudotaraxastérol)
et des triterpénes acétates. Ce chromatogramme laisse entrevoir aussi la présence
des phytostérols se situant 4 une valeur Rf proche de celui du B-sitostérol. Des
flavonoides ont été également trouvé dans cet extrait. Dans I’extrait 4 I’acétate
d’éthyle a été trouvé des tanins et des flavonoides. Des études antérieures
réalisées sur la plante ont permis de mettre en évidence ces composés. Ces études
ont été réalisées par Baoua et coll.[11], Kerharo et Adam [40]. Cependant ces
études n'ont pas permis d'isoler et de caractériser ces composés.

La comparaison des chromatogrammes obtenus avec le méme systéme de
solvant laisse entrevoir une substance D dans I’extrait au n-hexane qui semble
identique a la substance E dans I’extrait a ’acétate d’éthyle. Le comportement
chromatographique de cette substance se rapproche de celui des triterpénes ou
des stéroides. Cette substance donne une coloration violette virant au bleu avec le
réactif de Liebermann et une coloration bleue avec le réactif au SbCl;. Les Rf
sont de 0,1 avec le systéme de solvant S; et de 0,2 avec le systéme de solvant S,.
Ceci laisse penser donc a la présence d’un triterpéne tétracyclique ou d’un
stéroide ayant un caractére plus apolaire que les triterpénes et le B-sitostérol
précédemment cités. En effet, 1a coloration violette virant au bleu avec le réactif
de liebermann est en faveur d’un triterpéne tétracyclique ou d’un stéroide [21].
Cette substance est cependant plus importante dans I’extrait a 1’acétate d’éthyle
que dans D’extrait au n-hexane. Elle est retrouvée en grande quantité dans la
fraction III, fraction issue du fractionnement sur colonne de 1’extrait a 1’acétate

d’éthyle. La substance contenue dans la fraction III semble pure, puisque le
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chromatogramme ne révéle guere la présence d’autres substances ; et cela avec

plusieurs systémes de solvants.

Sur le plan de la pharmacologie, les extraits a 1’acétate d’éthyle et au n-
hexane sont actifs contre les quatre souches de dermatophytes utilisées. Ces
extraits ont été testés a plusieurs concentrations. L’extrait au n-hexane est actif a
partir de la concentration de 10 mg/ml. L’activité de 1’extrait a I'acétate d’éthyle
se manifeste a partir de la concentration de 1 mg/ml (tableaux V et VI).

La mesure du diameétre d’inhibition (mm) met en évidence une activité
plus importante de 1’extrait a 1’acétate d’éthyle. Les diamétres d’inhibition ont été
mesurés a la concentration de 20 mg/ml. En ce qui concerne le germe le plus
sensible a savoir Microsporum langeronii ; nous avons observé un rapport de
diamétres d’inhibition de 1,3 en faveur de I’extrait a I’acétate d’éthyle.

Ces résultats montrent bien que 1’activité antifongique est retrouvée au
niveau des extraits apolaires. Ils rejoignent ceux de Mobié et coll.[43] ; Sanogo et
coll.[47] Bonga et coll.[16] qui ont montré une activité antifongique des extraits
lipidiques de Mitracarpus scaber. Nous avons procédé a un épuisement successif
avec des solvants de polarité croissante. La substance active trés soluble dans les
solvants apolaires a été totalement extraite par eux avant le passage du 2-butahol
de I’éthanol et de 1’eau. C’est la raison pour laquelle les extraits butanolique,
éthanolique et aqueux sont inactifs.

Les courbes expﬁﬁmt la relation entre la dose testée et I'effet antifongique
montrent une activité dose-dépendante. La linéarisation de ses courbes permet
d’obtenir une loi mathématique de 1'utilisation de cette substance. Cela pourrait
servir a la standardisation d'une forme galénique.

La comparaison du diamétre d’inhibition de la fraction III et de I’extrait a
I’acétate d’éthyle, testé a la concentration de 20 mg/ml montre un rapport

d’activité de 1,3 en faveur de la fraction III testée a la méme concentration. Le
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rendement de cette fraction étant de 5% de I’extrait a 1’acétate d’éthyle, on peut
supposer que la substance de Rf 0,2 n’est pas la seule responsable de I’activité
antifongique. En outre les deux extraits testés 4 la méme concentration ne
donnent pas des effets trés différents. Nous pensons que les flavonoides présents
dans les extraits au n-hexane et a 1’acétate d’éthyle pourraient également
contribuer a D’activité antifongique. En effet, certains flavonoides ont été
reconnus comme possédant une activité antifongique. Il s’agit notamment des
flavonoides trouvés dans Alpinia speciosa [13]. qui seraient actifs sur
Trichophyton rubrum, Trychophyton mentagrophytes et Epidermophyton

floccosum.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence une des substances
responsables de I’activité antifongique de Mitracarpus scaber. 11 s’agit d’un
triterpéne tétracyclique ou d’un stéroide retrouvé dans la fraction III.

Ce résultat n’est cependant pas étonnant puisque des triterpenoides et des
stéroides manifestent une activité antifongique dans les études ultérieures. Bonga
et coll.[16] ont aussi isolé un phytosterol responsable d'une activité antifongique
sur Cryptococcus neoformans. En outre, les triterpénes isolés de Hygrophyla
auriculata [13] seraient responsables d'une activité antifongique sur Trichophyton
rubrum, Trychophyton mentagrophytes et Candida albicans. Les sapogenines
1solés de la luzerne seraient également responsables d'une activité antifongique a
I’encontre des candida et diverses dermatophytes[21].

Par ailleurs, parmi les nombreuses propriétés des triterpénes et des
stéroides figurent les propriétés anti-inflammatoires [45]. Cette observation est
particuliérement intéressante dans la mesure ou les teignes sont trés souvent
accompagnées des réactions inflammatoires. Le triterpene tetracyclique ou le
stéroide isolé pourrait non seulement avoir une activité antifongique mais
également anti-inflammatoire. Cette hypothése est a vérifier dans les études

ultérieures.

47



Notre étude nous a permis de mettre en évidence ’activité antifongique de
Mitracarpus scaber sur les dermatophytes fréquemment isolés au Burkina Faso.
11 s’agit de Trichophyton rubum Trichophyton soudanense Trichophyton
interdigitale et Microsporum langeronii. Nous avons par un fractionnement de
I’extrait le plus actif isol€ la fraction la plus active. D’autres perspectives peuvent
étre développées a partir de nos résultats a savoir 1’identification de la structure
du triterpéne tétracyclique ou du stéroide et cela a l'aide de relevés
spectroscopiques de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et de masse. Une
fois la structure identifiée; elle pourrait servir de modéle a I’hemisynthése ou

méme a la synthése de molécules antifongiques. |
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Nous avons effectué une étude sur Mitracarpus scaber. Cette étude a
concerné d’une part la recherche de ’activité antifongique sur les dermatophytes
fréquemment isolés au Burkina Faso ; et d’autre part I’isolement de la fraction
active de Mitracarpus scaber.

Mitracarpus scaber est une herbe de 10 a 30 cm de haut. Il s’agit d’une
espéce commune a toute 1’Afrique intertropicale. 11 est utilis¢é comme
antimycosique au Burkina Faso. Des études effectuées dans les pays de la sous
région ont mis en évidence son activité antifongique. Aucune étude n’a été faite
au Burkina Faso concernant 1’activité de cette plante ; et peu d’indications sont
données concemant les substances rcsponsables-de cette activité. C’est la raison
pour laquelle nous avons réalisé une extraction de la poudre des tiges feuillées de
Mitracarpus scaber avec des solvants de polarité croissante. Les extraits obtenus
(n-hexane, acétate d’éthyle, 2-butanol, éthanol et eau) ont été testés sur
Trichophyton rubrum, Trichophyton soudanense, Trichophyton interdigitale et
Microsporum langeronii. Les extraits au n-hexane et a I’acétate d’éthyle se sont
révélés actifs sur ces dermatophytes. Les diametres d’inhibition(mm) varient
selon les dermatophytes de 12 mm + 2 4 14 mm * 3 pour 1’extrait au n-hexane.
Les diameétres sont de 14 mm + 2 4 19 mm + 2 pour 1’extrait a ’acétate d’éthyle.
L’extrait a I’acétate d’éthyle est I'extrait le plus actif isolé de Mitracarpus scaber.
Une fraction active a été isolée a partir de cet extrait.

Au terme de notre étude, nous avons isolé une des substances actives de
Mitracarpus scaber. Un travail ultérieur permettra de donner sa structure.
L’utilisation traditionnelle a été confirmée et on peut déja s’orienter vers la
préparation des médicaments a partir des fractions telles que celle a 1’acétate
d’éthyle.
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Des études réalisées dans les pays de la sous region ont montré I’activité
antifongique de Mitracarpus scaber sur Trichophyton rubrum et Candida
albicans. Cependant son activité antifongique sur les dermatophytes
fréquemment isolés au Burkina-Faso et les substances responsables de 1’activité
ne sont pas connues. Notre étude a pour but de contribuer a la mise au point d’in
médicament antifongique.

C’est la raison pour laquelle nous avons effectué une extraction avec des
solvants de polarité croissante. Les extraits obtenus (n-hexane, acétate d’éthyle,
2-butanol, éthanol et eau) ont été testés sur les dermatophytes selon un protocole
mis au point. Une CCM est effectuée sur les extraits actifs dans le but d’établir
une relation constituants chimiques - activité anﬁfongjque. L’extrait le plus actif
a été fractionné par Chromatographie sur colonne. Les différentes fractions
obtenues ont été testées suivant le méme protocole en vue d’isoler la fraction la
plus active.

Les extraits au n-hexane et a ’acétate d’éthyle se sont révélés actifs contre
Trichophyton rubrum, Trichophyton soudanense, Trichophyton interdigitale et
Micosporum langeronii. 1’analyse des chromatogrammes des deux extraits a
permis de mettre en évidence la présence d’un triterpéne tetracyclique ou d’un
steroide. Ce composé est présent en grande quantité dans la fraction III. Cette
fraction III a montré I’activité antifongique la plus marquée.

Nous avons par notre étude isolé un triterpéne tetracyclique ou un steroide
une des substances responsables de l’activité antifongique de Mitracarpus

scaber.

Mots clés. Triterpene tetracyclique, steroide, activité antifongique

Mitracarpus scaber.
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KAMBOU Yéri Sonia Thesis n°17
Year 1998-1999

CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE
ANTIFUNGAL ACTIVIVITY OF Mitracarrpus
scaber zucc (RUBIACEAE)

Mitracarpus scaber is widely spread in west Africa where it used as antifungal
agent. Many phytochemical and pharmacblogical studies has been realised in west
African regions. These studies has shown the antifungal activity of Mitracarpus scaber
on Trichophyton rubrum and Candida albicans. However, its antifungal activity on the
dermatophytes frequently isolated in Burkina-Faso and the substance responsable of
activity are not established. The aims of study is to isolate and identify the antifungical
principles.

For this .purpose, the aerial parts of Mitracarpus scaber were powndered and
successively extracted with n-hexane, ethyl acetate, 2-butanol, ethanol and water.

All of these extracts have been tested on trichophyton rubrum, trichophyton
soudanense, trichophyton interdigitale and microsporum langeronii according to an
established protocol. The TLC of the extracted assets is made in order to establish a
relation ship between contiting chemical and antifungaj activity. The most : active
extract has been fractionnated by column chromatography. The different fractions have
been téted following the same protocol in order to isolate the most active fraction.

The n-hexane and ethyl acetate extracts appeared active against trichophyton
rubrum, trichophyton soudanense, trichophyton interdigitale and microsporum
langeronii. The analysis of the chromatograms of the two extracted assets made obvious
the presence of a tetracyclique triterpene or steroid. This component is present in large
quantity in the fraction III was the most active.

Throughout our study, we have isolate a tetracycli-f, triterpen or a steroid one

of the substances responsable of the antifungal activity of Mitracarpus scaber

Key words : TetracycliC triterper” steroid, antifungal activity Mitracarpus

scaber
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE
L’ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE

Mitracarpus scaber Zucc
(Rubiaceae)

Des ¢études réalisées dans les pays de la sous region ont montré |’activité
antifongique de Mitracarpus scaber sur Trichophyton rubrum et Candida albicans.
Cependant son activité antifongique sur les derrﬁatophytes fréquemment isolés au
Burkina-Faso et les substances responsables de I’activité ne sont pas connues. Notre
étude a pour but de contribuer a la mise au point d’in médicament antifongique.

C’est la raison pour laquelle nous avons effectué une extraction avec des
solvants de polarité croissante. Les extraits obtenus (n-hexane, acétate d’éthyle, 2-
butanol, éthanol et eau) ont été testés sur les dermatophytes selon un protocole mis au
point. Une CCM est effectuée sur les extraits actifs dans le but d’établir une relation
constituants chimiques - activité antifongique. L'extrait le plus actif a été fractionné par
Chromatographie sur colonne. Les différentes fractions obtenues ont été testées suivant
le méme protocole en vue d’isoler la fraction la plus active.

Les extraits au n-hexane et a 'acétate d’éthyle se sont révélés actifs contre
Irichophyton rubrum, Trichophyton soudanense, Trichophyton interdigitale et
Micosporum langeronii. L’analyse des chromatogrammes des deux extraits a permis de
mettre en évidence la présence d’un triterpéne tetracyclique ou d’un steroide. Ce
composé est présent en grande quantité dans la fraction III. Cette fraction III a montré
I’activité antifongique la plus marquée.

Nous avons par notre étude isolé un triterpéne tetracyclique ou un steroide une

des substances responsables de 1'activité antifongique de Mitracarpus scaber.

Mots clés. Triterpene tetracyclique, steroide, activité antifongique Mitracarpus

scaber.






