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RESUME

Objectif : Evaluer in vitro les activités antifongique et antibactérienne de deux extraits de feuilles d’Annona
senegalensis Pers ou "sounsou" en Bamanan de Cote d'Ivoire (I'extrait aqueux et I'extrait éthanolique 70%)
sur la croissance de Streptococcus pneumoniae et Aspergilus fumigatus.

Méthodologies et Résultats : La méthode de diffusion en milieu solide et la macrométhode de dilution en
milieu liquide ont été utilisées pour les essais antimicrobiens. Les résultats obtenus ont révélé une
sensibilité des germes testés aux différents extraits. Cependant, quelque soit le germe, I'extrait éthanolique
s'est avéré le plus actif avec des valeurs de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et de Concentration
Minimale Bactéricide (CMB) identiques et égales a 0,156 mg/mL et de Concentration Minimale Fongicide
(CMF) de 6,25 mg/mL. Par ailleurs, tous les deux extraits étudiés ont montré des effets bactéricides sur S.
pneumoniae et fongicides contre A. fumigatus.

Conclusion et Application : D’aprés nos résultats, I'éthanol a été le meilleur solvant dans la concentration
des principes actifs de la plante. En outre, les activités antimicrobiennes des extraits des feuilles d’Annona
senegalensis mise en évidence dans cette étude pourraient justifier 'usage thérapeutique de cette plante
en médecine traditionnelle dans le traitement d’un grand nombre d’infections microbiennes dont les
sinusites et les aspergiloses.

Mots clés : Annona senegalensis, extrait total aqueux, extrait éthanolique, sinusite, aspergillose.

Evaluation of antibacterial and antifungal activities in the leaves of Annona senegalensis Pers.
(Annonaceae)

Objective: To evaluate the in vitro antifungal and antibacterial activities of two extracts from the leaves of
Annona senegalensis Pers or "sounsou" (Aqueous extract and ethanolic extract) on the growth of
Aspergillus fumigatus and Streptococcus pneumoniae.

Methodology and Results: The method of diffusion in solid and macromethod of dilution in liquid medium
were used for antimicrobial testing. The results showed a sensitivity of seeds tested at various extracts.
However, whatever the germ, the ethanolic extract was found to be the most active with values of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) identical and equal to 0.156
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mg/mL and Minimum Fungicide Concentration (CMF) of 6.25 mg/mL. In addition, both extracts studied
showed bactericidal effects on S. pneumoniae and fungicides against A. fumigatus.

Conclusion and Application: According to our results, ethanol was the best solvent in the concentration of
the active ingredients of the plant. In addition, the antimicrobial activities of the extracts from the leaves of
Annona senegalensis highlighted in this study could justify the therapeutic use of this plant in traditional
medicine in the treatment of many bacterial infections including sinusitis and aspergiloses.

Keywords : Annona senegalensis, aqueous total extract, ethanolic extract, sinusitis, aspergillosis.

INTRODUCTION
Dans les pays en développement, les maladies
infectieuses  constituent une  préoccupation

importante de santé publique a cause de leur
fréquence et de leur gravité (Bourgeois, 1999). En
effet, elles sont a l'origine de plus de 17 millions de
décés par an de par le monde dont plus de la
moitié provient du seul continent africain (OMS,
2006). Divers champignons et bactéries dont
Aspergillus  fumigatus et Streptococcus
pneumoniae sont impliqués dans ces infections.
En dépit des dommages causés par ces micro-
organismes nuisibles, le monde scientifique a
découvert de nombreux traitements pour soulager
les patients. Ces remedes ont permis de réduire
lincidence des maladies infectieuses surtout dans
les pays développés (Soro et al, 2010). Les
populations pauvres ont toujours eu recours aux
plantes pour se soigner. De nos jours, en raison du
colt sans cesse élevé des prix des médicaments
disponibles associé a I'émergence de microbes
multirésistants , on note un regain d'intérét pour la
pharmacopée (Kaboré et al., 1997 ; Akoua et al.,
2004 ; Guillemot et al., 2004). Sont concernées par
ces pratiques, les populations a faibles revenus
quon peut rencontrer partout dans le monde
(Emurawa, 1982 ; de Souza et al., 1993 ;). Face a
ces differents obstacles d'ordre financier et

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal : Le matériel végétal est constitué de
feuilles d’Annona senegalensis Pers, (Annonaceae)
récoltées dans la région de Korhogo en juillet 2010.
Leur authentification a été effectuée par le Professeur
Aké-Assi du Centre National Floristique (CNF) de
I'Université Félix Houphouét-Boigny de Cocody-Abidjan
ol un échantillon est conservé. Les feuilles ont été
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résistance que présente  l'emploi  des
antimicrobiens actuellement disponibles, il est
indispensable de rechercher de nouvelles

substances a la fois efficace et a large spectre
d’action. Une des stratégies pour cette recherche
consiste a explorer les plantes utilisées en
médecine traditionnelle. Afin d’identifier davantage

des substances possédant des propriétés
antimicrobiennes et de rationnaliser leurs
utilisation, nous nous sommes intéressés a

Annona senegalensis Pers, (Annonaceae). Cette
plante est utilisée par les paysans africains pour
traiter un grand nombre de pathologies d’origine
infectieuses (Okoli et al., 2011). Les travaux de
Fall et al. (2003) ont permis de mettre en évidence
une activité antiparasitaire des extraits de racines
de A. senegalensis sur une souche résistante de
Plasmodium falsiparum. Par ailleurs, des activités
antibactériennes au sujet de cette plantes ont été
rapportées par More et al. (2008) notamment
contre Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
oralis et Staphylococcus aureus Le présent travail
vise a évaluer les activités antimicrobiennes des
feuilles de A. senegalensis sur une souche
fongique (Aspergilus fumigatus) et une souche
bactérienne (Streptococcus pneumoniag).

séchées pendant deux semaines au laboratoire et
réduites en poudre fine a 'aide broyeur.

Souches microbiennes : Le support microbien est
composé d’une souche fongique (Aspergilus fumigatus)
et dune souche bactérienne (Streptococcus
pneumoniae) issues de I'Unité de Formation et de
Recherche (UFR) des Sciences Médicales d’Abidjan
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(Cote d'Ivoire) et isolées respectivement sur des sujets
atteints d'aspergillose et de sinusite..

Préparation des extraits végétaux

Préparation de I'extrait total aqueux (ETA): La
préparation de cet extrait a été faite selon la méthode
décrite par Guédé-Guina et al. (1996) qui consiste a
macérer 80 g de poudre végétale dans 2L d'eau
distillée. Le macérat est homogénéisé pendant 24
heures a laide d'un agitateur magnétique de type
IKAMAG-RCT. L’homogénat est filtré successivement 2
fois sur du coton hydrophile puis une fois sur du papier
filtre Whatman 3 mm. Le filtrat obtenu est évaporé a
l'aide d’'une étuve de type Med Center Venticell, a 50°C
pour donner une poudre noire qui constitue I'extrait total
aqueux (ETA).

Préparation de I'extrait éthanolique 70% (EEzoy):
L’extrait éthanolique 70% a été obtenu en dissolvant 25
g de l'extrait total aqueux dans 500 mL d’une solution
d'éthanol a 70% puis homogénéisé pendant 24 heures
a laide d'un agitateur magnétique. Apres filtration sur
du coton hydrophile et sur du papier Whatman 3 mm, le
filtrat recueilli est évaporé a I'étuve a 50°C. La poudre
verdatre obtenue constitue I'extrait éthanolique 70%
(Zirihi et al., 2007).

Activités antimicrobiennes

Tests antifongiques : Le milieu de culture utilisé pour
les tests antifongiques est le Sabouraud (OXOID).
L'incorporation des différents extraits au milieu
Sabouraud a été faite en tubes inclinés selon la
méthode de la double dilution (Touré et al., 2011) qui a
conduit a l'obtention d'une gamme de concentration
allant de 500 a 1,95 mg/mL pour 'ETA et de 25 a 0,096
mg/mL pour I'EE7%. Pour chaque extrait, une série de
tubes a essais a été préparée. Chaque série comporte
9 tubes expérimentaux et 2 tubes témoins dont I'un
sans extrait végétal constituant le témoin de croissance
des germes et l'autre sans extrait et sans germes
servant de témoin de controle de stérilité du milieu de
culture. Les tubes sont ensemencés avec 10uL d'un
inoculum préparé par homogénéisation d’'une colonie
bien isolée de A. fumigatus dans 10 mL d'eau distillée
stérile pour donner une suspension 10°. A partir de
cette suspension, 0,1 mL est prélevé et mélangé dans
9 mL d'eau distillée stérile pour constituer la dilution 10-
 qui correspond a 10° cellules/mL. Tous les tubes sont
incubés a 30°C pendant 48 heures. Les tests ont été
répétés trois fois. . Les colonies d’A. fumigatus ont été
comptées et la croissance dans les tubes
expérimentaux évaluée en pourcentage de survivance,
calculé par rapport a 100% de survivance dans le tube
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témoin de contréle de la croissance. (Bagré et al,
2007). Ce qui a permis de déterminer Méthodologie les
paramétres antifongique que sont la CMF et la Clso ; la
CMF étant défini comme la concentration ne laissant
pas de croissance visible a l'ceil nu et la Cls,
déterminée graphiquement, est la concentration qui
inhibe 50% des germes.

Tests antibactériens

Il s'agit ici de déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales
bactéricides (CMB). La macrométhode de dilution en
milieu liquide a été utilisée (Doughari et Manzara,
2008). La gamme de concentration finale a varié de 50
a 0,195 mg/mL pour I'ETA et de 2,5 a 0,09 mg/mL pour
'EE7%. Chaque tube a été ensemencé a l'aide d’un
inoculum standardisé de 108 cellules. Cet inoculum a
été obtenu en délayant 2 a 3 colonies bien isolées dans
10 mL de bouillon Columbia (BC) stérile. Aprés
homogénéisation, le mélange est incubé a 37°C
pendant 3 a 5 heures pour donner une suspension a
partir de laquelle 0,1 mL est prélevé et ajouté a 10 mL
du BC. Aprés une incubation de 18 a 24 heures a 37°C,
la CMI des extraits est déterminée. Elle correspond a la
concentration du premier tube dans lequel il y a
absence de croissance visible & I'eeil nu du germe
testé. On ensemence ensuite la surface d’'une gélose
Mueller-Hinton coulée en boite de Pétri avec 0,1 mL du
contenu des tubes ayant une concentration supérieure
ou égale a la CMI pour déterminer la CMB. Elle
correspond a la plus petite concentration qui laisse
survivre au plus 0,01% des germes de la suspension
de départ en 24 heures. Par ailleurs, le rapport
CMB/CMI de chaque extrait a été calculé afin
d’apprécier son pouvoir antibactérien.

Tests d'efficacité Ces tests ont été réalisés par la
méthode de diffusion en milieu solide (Vinod et al.,
2010) en déterminant les diamétres des zones
d’inhibition. Ainsi, a partir des extraits végétaux, des
disques de 9 mm de diametre découpés dans un papier
Whatman n°1, stérilisés et imprégnés de différentes
concentrations d'extraits aqueux (50 mg/mL) et
alcoolique (2,5 mg/mL), a raison de 20uL par disque,
ont été déposés délicatement a la surface d'un milieu
préalablement  ensemencé. Parallélement, 2
antibiotiques (Gentamicine et Ciprofloxacine) et 2
antifongiques (Amphotericine B et Nystatine) usuels ont
été utilisés. Les diamétres d'inhibition sont mesurés
autour des disques aprés une pré-incubation de 30
minutes a la température ambiante suivie d'une
incubation a I'étuve a 30 ou 37°C pendant 24 ou 48
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heures selon le germe. L'interprétation des résultats
des antibiogrammes a été faite selon la méthode
décrite par Drouhet et Dupont (1978) pour A. fumigatus

RESULTATS

Les résultats des tests antifongiques et antibactériens
des extraits sont consignés dans les tableaux 1 et 2.
On observe une activité antifongique significative des
deux extraits étudiés (ETA et EEzos) sur A. fumigatus.
De ces deux extraits, 'EE7, S'est révélé le plus actif

et les recommandations du CA-SFM (2010) pour ce qui
concerne S. pneumoniae.

avec une valeur de CMF de 6,25 mg/mL contre 500
mg/mL pour 'ETA. Les valeurs des Clsy sont de 0,41
mg/mL et 13,50 mg/mL pour IEE et ETA
respectivement. (Tableau 1)

Tableau 1: Valeurs des paramétres antifongiques comparées des extraits des feuilles d’A. senegalensis aprés 48

heures d'incubation. (n=3)

Paramétres antifongiques (en mg/mL)

Extraits végétaux Clso CMF
Extrait total aqueux (ETA) 13,5 500
Extrait éthanolique 70% (EEzox) 0,41 6,25

Tableau 2 : Valeurs des paramétres antibactériens comparées des extraits des feuilles d'A. senegalensis aprées 24

heures d’incubation.( n=3)

Extraits végétaux Clso
Extrait total aqueux (ETA) 1,33
Extrait éthanolique 70% (EEzox) 0,030

Paramétres antibactériens (en mg/mL)
CcMmI CMB CMB/CMI
50 50 1
0,156 0,156 1

Pour ce qui concerne les essais antibactériens, il
apparait une nette inhibition de la croissance in vitro de
S. pneumoniae par les deux extraits testés. Cependant,
I'EE70% a montré la plus forte activité avec une valeur
de CMI de 0,156 mg/mL contre 50 mg/mL pour 'ETA et
une valeur de Clso de 0,030 mg/mL tandis que celle
obtenue avec 'ETA est de 1,33 mg/mL. En outre, pour
chaque extrait testé, la valeur de la CMI déterminée est
égale a celle de la CMB. Par ailleurs, on observe que le
rapport d'activitt CMB/CMI pour un extrait donné est
égal a 1 (Tableau 2). Vis-a-vis des antimicrobiens
usuels, sur la base des diametres des zones d’inhibition

déterminés, la souche de A. fumigatus est sensible a la
nystatine (17 mm) alors qu’elle résiste a 'amphotéricine
B (0 mm) (Tableau 3). Quant & la souche de S.
pneumoniae, elle se montre résistante a la gentamicine
(4 mm) et présente une sensibilité intermédiaire a la
ciprofloxacine (21 mm). Comparativement a ces
antimicrobiens, les extraits végétaux ont induit des
zones d'inhibition plus importantes. Cependant, 'EEzq,
s'est révélé le plus actif quelque soit le germe testé
avec des diametres d'inhibition variant de 11 a 13 mm
contre 10 a 11 mm pour 'ETA. (Tableaux 3 et 4).

Tableau 3 : Diamétre des zones d'inhibition des extraits végétaux et des antifongiques de référence sur A. fumigatus.

Extraits végétaux Antifongiques de référence
ETA (500mg/mL) EE70% (25mg/mL) | AMPH (100ug) NYST (100IU)
Diamétre d'inhibition (mm) 11 13 0 17
Sensibilité A R S

R :résistant ; S : sensible ; A : actif ; ETA : Extrait total aqueux ; EE7% : Extrait éthanolique 70% ;

AMPH : Amphotéricine B ; NYST : Nystatine
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Tableau 4: Diamétre des zones d'inhibition des extraits végétaux et des antibiotiques de référence sur S.

pneumoniae
Extraits végétaux Antibiotiques de référence
ETA (50mg/mL) EE7% (2,5mg/mL) |  GEN (500ug) CIP (120ug)
Diamétre d'inhibition (mm) 10 11 4 21
Sensibilité A A R I

R : résistant ; | : intermédiaire ; A : actif ; ETA : Extrait total aqueux ; EE7% : Extrait éthanolique 70% ;

GEN : Gentamicine B ; CIP : Ciprofloxacine

DISCUSSION

Cette étude avait pour objectif d'évaluer les activités
antifongique et antibactérienne de deux extraits des
feuilles d’Annona senegalensis, sur la croissance in
vitro  d'Aspergillus  fumigatus et  Streptococcus
pneumoniaie. Les résultats obtenus ont permis de
tracer les courbes de sensibilité de déterminer les
différents paramétres antimicrobiens que sont les Cls,
CMF, CMI et CMB. L'analyse de ces résultats indique

100
90
80+
70
60+
50 )

Survivance (%)

104
30 |
20 |
104

que les deux souches microbiennes testées sont toutes
sensibles aux différents extraits. Pour chaque extrait,
cette sensibilité se traduit par une diminution du
nombre de colonies des germes testés avec
laugmentation de la  concentration.  L'allure
décroissante de toutes les courbes de sensibilité
prouve clairement que les extraits sont actifs selon une
relation dose-réponse (Figure 1et 2).

CMF= 500 mg/mL
CI5p= 13,50 mg/mL

0Ly

T T
0 cr, 100 200

T T Y
300 400 500

Concentrations (mg/mL)

Figure 1: Effet de l'extrait total aqueux sur la croissance in vitro de Aspergilus fumigatus
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100-¢

Survivance (%)

CMI= CMB= 50 mg/mL
Cl55= 1,33 mg/mL

L 4

40

(7]
2

Concentrations (mg/mL)

Figure 2: Effet de I'extrait total aqueux sur la croissance in vitro de Streptococcus pneumoniae

Sur la base de CMF ou CMI selon le germe, les

rapports  defficacité ~ déterminés, a  savoir
CMFera/CMFeero (pour A, fumigatus) et
CMIgr//CMIgezow,  (pour S .pneumoniae)  sont

respectivement 80 et 320. Cela signifie que I'EEzqy est
80 fois plus actif sur A. fumigatus et 320 fois plus actif
sur S. pneumoniae que I'ETA. De plus, on remarque
que quelque soit le germe, les valeurs des Cls
enregistrées avec I'EEzqp (0,030 et 0,41 mg/mL) sont
plus faibles que celles obtenues avec I'ETA (1,33 et
13,50 mg/mL). De cette analyse, on peut donc déduire
que 'EEzqy est plus actif que 'ETA. Une différence de
composition entre les deux extraits, liée au mode
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d’extraction utilisé selon Thangara et al., 2000, pourrait
expliquer ces résultats. Cette observation est soutenue
par plusieurs travaux dont ceux de Moroh et al. (2008)
et de Bagré et al. (2011) qui ont montré que I'éthanal
permet une meilleure concentration des principes actifs
comparativement a 'ETA. En effet, selon ces auteurs,
lorsqu'on passe de lextrait total aqueux a l'extrait
éthanolique, certains groupes chimiques sont éliminés
et d'autres sont concentrés. C'est le cas des dérivés
moins polaires comme les terpénes dont la présence
en proportion suffisamment élevée est signalée aprées
une étude phytochimique des différents extraits étudiés
(Okoli et al., 2010). (Figure 3et 4).
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Figure 3: Effet de l'extrait éthanolique 70% sur la croissance in vitro de Aspergilus fumigatus
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Figure 4: Effet de I'extrait éthanolique 70% sur la croissance in vitro de Streptococcus pneumoniae

S'agissant des pouvoirs antibactériens de nos extraits,
les résultats enregistrés indiquent que le rapport
d’activitt CMB/CMI est égal a 1 pour chaque extrait
donné. Selon Berche et al. (1991), cette valeur qui est
égale a 1, nous permet d'affirmer que tous les extraits
testés sont bactéricides. Car d'aprés ces chercheurs,
lorsque le rapport CMB/CMI d'une substance est
inferieur ou égal a 4, cette substance est jugée
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bactéricide tandis qu'elle est dite bactériostatique, si ce
rapport est supérieur a 4. En outre, un ensemencement
sur milieux neufs d’écouvillons prélevés a la surface de
chacun des milieux représentant la CMF, montre une
absence de germes aprés 48 heures d'incubation a
30°C. Ce qui signifie que les extraits étudiés sont
fongicides. Ces résultats confirment ceux de plusieurs
autres chercheurs qui ont déja démontré les activités
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antibactériennes et antifongiques  d’Annona
senegalensis Pers sur divers germes dont
Staphylococcus aureus Candida albicans,

Streptococcus mutans (ATCC 25175) et Aspergillus
niger (Noumi et Fozi, 2003 ; Abubakar et al., 2007 ;
Magassouba et al, 2007 ; More et al, 2008). Les
diamétres d'inhibition enregistrés varient de 10 a 11
mm pour 'ETA et de 11 a 13 mm pour 'EE7. Selon
Biyiti et al. (2004), un extrait est considéré comme actif
s'il enduit une zone d'inhibition supérieure ou égale a
10 mm. Ainsi, on peut donc conclure que tous les deux
extraits utilisés sont actifs sur les germes testés.
Cependant, avec des diamétres de 11 et 13 mm sur

CONCLUSION

Les résultats de cette études ont montré que A.
fumigatus et S. pneumoniae sont sensibles aux extraits
de A. senegalensis selon une relation dose-réponse.
Les deux extraits étudiés possedent des propriétés
bactéricide et fongicide. Cependant, la plus forte
activité a été enregistrée avec I'extrait éthanolique 70%.
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