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Introduction

Au cours des 20 dernieres années, le nombre d’infections fongiques invasives est
en progression, en raison de laugmentation du nombre de patients en état
d'immunodépression sévere (Kriengkauykia, 2011). Les candidoses sont les
infections fongiques les plus fréquentes en pathologie humaine (Pihet, 2013 ). En
effet, le développement d'une candidose est une complication hospitaliere
particulierement redoutée en raison du risque de mortalité élevé (40 a 60%)
(Massou, 2013). Candida albicans est la cause principale des candidoses
rencontrées (Choi, 2014). Le traitement des candidoses bénéficie actuellement de
nombreux antifongiques actifs et efficaces. Les résistances de ce microorganisme
aux antifongiques ont connu des taux alarmants ces dernieres années avec des
morbidités et mortalités tres élevés. Pour cela la recherche de nouveaux remédes
est une nécessité pour faire face a ce danger et pour assurer les traitements a ces
infections (Berrahou, 2016).

Les plantes, largement utilisés dans la médecine traditionnelle et facilement
accessibles, représentent une alternative peu colteuse et peuvent étre efficaces
contre différentes pathologies (Sardi, 2011)

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une source de substances
ayant des vertus thérapeutiques diverses (Buchbauer, 2011). Les essences
végétales autrement appelées huiles essentielles sont des substances présentes
dans les plantes aromatiques et sont réputées par leur utilisation thérapeutique
depuis des siécles. Ces derniéres années, L'usage des huiles essentielles en
médecine ne fut jamais abandonné” malgré” la découverte de processus de synthese
organique et la naissance de lindustrie pharmaceutique. Elles sont considérées
comme un véritable réservoir de molécules de base qui sont irremplacables.

L’activité” antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques a été donc
confirmée. Plusieurs recherches ont été faites spécifiquement sur la sensibilité de
Candida albicans aux huiles essentielles des plantes aromatiques de plusieurs pays
et ont montré des activités anti-Candida intéressantes (Berrahou, 2016)

L’Algérie est un pays riche en plantes aromatiques et médicinales dont plusieurs
sont utilisés depuis longtemps et jusqu’a présent dans la phytothérapie (khadir,
2013) .D’aprés nos connaissances, trés peu de travaux ont été faites sur le pouvoir

antifongique de plusieurs plantes aromatiques d’Algérie.
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Par conséquent, ce travail a pour but d’évaluer l'activité antimicrobienne de 15
huiles essentielles issues de plantes médicinales récolte on Algérie contre deux
souches de références de Candida albicans IPP 444 et ATCC 10231.

Ce manuscrit est composé de trois principaux chapitres et est séquencé comme
suit :

Le premier chapitre concerne une synthese bibliographique sur candida albicans et
les antifongiques classiques ainsi que les huiles essentielles étudiées ;

Le deuxieme chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées lors de cette étude ;

Le dernier chapitre relate la description des résultats avec une discussion qui se

terminera avec une conclusion et les perspectives.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

1. Candida albicans
1.1 Généralités

Les candidoses représentent les infections fongiques les plus fréquentes en pathologie
humaine (Marc, 2013). Elles sont dues a des levures du genre Candida, responsables
d’atteintes superficielles et profondes (Hochedez, 2007). Le genre Candida compte 166
espéces. Ce genre regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, a bourgeonnement
multilatéral, productrices (exemple : C. albicans) ou non (exemple : C. glabrata) de filaments
et donnant des colonies blanches crémeuses en culture (Develoux, 2005). Une dizaine
d’espéces sont habituellement rencontrées en pathologie, principalement Candida albicans
qui est en cause de 70- 80 % des cas et un moindre degré C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C.
krusie, C. parapsilosis (Guignard et al., 1989). Le tableau suivant résume 1’ensemble des

caractéristiques des différentes souches du candida.

Tableau 1: Les différentes caractéristiques des Genre de Candida (Ascioglu et al., 2002).

Espece Fréquence Etat saprophyte Manifestations cliniqgues ~ Remarques

Candida albicans +++ Tube digestif Candidoses cutanéo- -
muqueuses  Candidoses
digestives et Urinaires,
candidémies, candidoses

systémiques

Candida dubliniensis + Nouvelle espéce isolée Candidoses orales chez Souches résistantes

chez les sidéens des patients infectés par au fluconazole.

le VIH, candidémies

Candida glabrata ++ Tube digestif Voies  génito-urinaires, Plus fréquent

Vaginites, candidoses cancérologie.

en

urinaires, candidémies, Souches résistantes

candidoses systémiques au fluconazole.

Candida krusei ++ Produits laitiers, biére o L Résistance
Vaginites, Candidémies
fluconazole

au

1.2 La candidose

Le spectre des symptdmes rencontrés varie considérablement, de la candidose cutanée
d’une grande fréquence en pratique de ville & la candidose disséminée rencontrée chez les
patients hospitalisés cumulant de nombreux facteurs de risque et dont le pronostic est

particulierement sombre (Develoux, 2005).
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1.2.1 Facteurs favorisants des candidoses

Les facteurs favorisants peuvent étre décomposés en facteurs intrinséques ou extrinseques.
Pour les candidoses cutanéomuqueuses, les facteurs locaux sont préedominants. Pour les
infections invasives, les facteurs de risque sont plus nombreux et varient selon le terrain
(immunodéprimes, chirurgie abdominale lourde, patients de réanimation...) (El bouri, 2014).

Facteurs intrinseques (liés a I'héte) : Les facteurs liés a I’hote sont multiples. Ils peuvent
étre physiologiques (Nouveau-né, vieillard, surcharge pondérale, grossesse), locaux
(transpiration, macération, irritations...) ou liés au terrain du patient (diabete,
immunodépression en particulier au cours de I’infection a VIH, d’une hémopathie maligne ou
d’un cancer...) (ANOFEL, 2014).

Facteurs extrinseéques (iatrogenes) : Les facteurs iatrogénes sont également trés divers et
comprennent [’usage de corticoides, immunosuppresseurs, 1’antibiothérapie a large spectre et
les antiseptiques, la toxicomanie intraveineuse, les gestes chirurgicaux (chirurgie digestive,
cardiaque) ; la transplantation d’organes ou bien encore la pose de dispositifs intravasculaires
(cathéters veineux centraux notamment) (ANOFEL, 2014).

1.2.2 Aspects cliniques

Candidoses cutanées : Elles sont tres communes et sont favorisées par I’humidité et la
macération, ce qui explique I’atteinte préférentielle des plis et leur fréquence chez 1’obése.
L’intertrigo a Candida.sp est plus rare aux pieds. L’intertrigo peut siéger aux plis inguinaux,
inter-fessiers, abdominaux, sous-mammaires, axillaires, du cou (Develoux, 2005, Hay, 1999).

Onychomycoses a Candida.sp : Elles sont fréquentes aux mains avec une prédominance
féminine nette. La présence de Candida.sp dans cette localisation signe le plus souvent une
surinfection d’une onycholyse d’autre origine (hématome, psoriasis) et ne nécessite alors
aucun traitement spécifique. Classiquement, 1’onychomycose a Candida.sp débute par une
paronychie, ou atteinte des tissus périunguéaux (El bouri, 2014)

Candidoses oropharyngées : Des levures du genre Candida sont isolées des muqueuses
buccales chez les individus sains. Les pics de prévalence sont observés chez I’enfant de moins
de 18 mois et le sujet 4gé — dans le premier cas interviendrait une immaturité du systéme

immunitaire, dans le second la fréquence du port de protheses dentaires (ANOFEL, 2014).
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Figure 1 : Muguet buccal (ANOFEL, 2014).

La perleche ou chéilite accompagne volontiers les candidoses oropharyngées. Elle
correspond a une inflammation de la commissure labiale et réalise une fissure humide,
érythémateuse, squameuse ou crodteuse souvent bilatérale (ANOFEL, 2014).

Candidoses génitales : La candidose vulvo-vaginale (CVV) est 1'une de plus fréquentes
infections gynécologiques de la femme en période d’activité génitale. Les symptomes majeurs
de la CVV sont un prurit et des brilures vulvaires. Les leucorrhées sont d’abondance variable,
classiqguement blanchatres, « caillebotées » (Vazquez, 2002).

Candidoses digestives : L’oesophage est la localisation la plus commune des candidoses
digestives (Vazquez, 2003). Et les Candida.sp représentent la premiére cause d’oesophagite.
C. albicans est la encore la principale espéce incriminée. L’cesophagite (inflammation de la
mugqueuse de I’cesophage) a Candida.sp est un marqueur de I’infection a VIH et peut étre la
premiére manifestation clinique du sida. Les manifestations de cette localisation sont
dominées par la dysphagie (difficulté a la déglutition), I’odynophagie (déglutition
douloureuse) et les douleurs rétrosternales. Chez le sidéen, il faut noter la fréquence des
formes asymptomatiques (Develoux, 2005).

Candidémie et candidoses systémiques : La candidémie définit une condition ou une
levure du genre Candida a été identifiée par au moins une hémoculture. Une candidose
systémique se référe a une situation ou une levure du genre Candida a été identifiée dans
plusieurs sites non contigus et impliquant une dissémination hématogéne, bien que les
hémocultures soient restées négatives. Leur traitement est donc semblable, mais peut étre
modulé en fonction des sites anatomiques infectés (Develoux, 2005). La mortalité reste élevée
entre 40 a 60% (Massou et al., 2012). Les candidoses systémiques se manifestent aussi par
des manifestations cutanées considérées comme des métastases, prenant 1’aspect de

papulopustules uniques ou multiples et siégeant préférentiellement au tronc et aux extréemités.
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La candidose systémique peut étre d’origine nosocomiale ; dans ce cas, le plus souvent, le
point de départ est exogéne (cathétérisme central, ...) et plus rarement endogéne (a partir d’un
foyer intestinal) (ANOFEL, 2014).

1.3 Candida albicans

Candida albicans est une levure polymorphique commensale qui peut entrainer des
infections severes particulierement chez les patients immunodéprimés. Ce champignon
possede ou peut exprimer plusieurs facteurs de pathogénicité (Berrahou, 2016). En milieu
hospitalier, la levure Candida albicans représente la cause majeure des infections
nosocomiales opportunistes d’origine mycosique (Raoult, 1998).

1.3.1 Habitat

Candida albicans se trouve dans les cavités naturelles de I’homme, au niveau des
muqueuses de la cavité buccale, de I’intestin et du vagin (Salerno et al, 2011) et de I’animal
ou il vit de facon normale et exclusive chez 15 a 30 % du sujet sain. Ainsi, on le rencontre
couramment dans le tube digestif ou il peut apparaitre dans les 24 heures suivant la naissance.
C’est un saprophyte exclusif des muqueuses (Guignard et al, 1989).

1.3.2 Forme et morphologie

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, aérobie, diploide, dont le
matériel génétique se répartit en huit chromosomes. Cette levure peut mesurer de 3 a 15 um

(Kabha et al, 1995). Candida albicans a une capacité de croitre sous des formes
morphologiques varies (Kumamoto et Vinces, 2005).

Les blastospores ou blastoconidies : C'est la forme la plus courante de multiplication de
C. albicans. Elles se présentent sous forme de petites cellules ovoides de 3,5 a 6 micrometres
sur 6 a 10 micrométres figure2. Cette cellule peut émettre un bourgeon qui donnera une

cellule fille identique a la cellule mére (Guignard et al, 1989).

1 e > B g- N
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Figure 2 : Levures ou blastospores (ANOFEL,2014)
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Pseudo —mycélium : Il se forme par croissance tubulaire a partir du blastospore mesurant
de 500 a 600 pu m de longueur et de 3 a 5 um de largeur (Bouchet et al, 1989).
Le mycélium : 1l s’agit de blastospore qui a donné naissance a un tube germinatif pour

former un vrai mycelium (Figure 3) (Senet et Robert, 1995).

ANOFEL - > o st

Figure 3 : Levures et filaments (mycélium) (ANOFEL,2014).

Chlamydospores : Les chlamydospores sont des structures terminales ou latérales

arrondies, mesurent deux fois la taille du blastospore et possédent une paroi plus épaisse
figure 4 (Coste et al, 2002). Les chlamydospores sont la forme de résistance de Candida
albicans et participent a I’identification du champignon en laboratoire. Elles sont rarement

mises en évidence in vivo (Cole, 1991).

Figure 4 : Chlamydospore (C.Munro Abe rdeen University, Ecosse).
1.3.3 Organisation cellulaire et moléculaire
Structure intracellulaire : Candida albicans posséde tous les organites intracellulaires
caractéristiques des eucaryotes : un noyau, délimité par une double membrane nucléaire, et
renfermant huit chromosomes un nucléole ; un réticulum endoplasmique ; et un appareil de
Golgi (Chu et al,1993).
La paroi : Initialement, la paroi de Candida albicans était considérée comme une structure

inerte, assurant la protection et la rigidité du protoplaste.
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Désormais, il est établi que la paroi est un composant essentiel pour de hombreux aspects
biologiques et pathogéniques de Candida albicans (Cassone, 1989. Ruiz-Herrera et al., 2006).

La paroi est constituée principalement de polysaccharides : 8 —glucanes (lls comptent pour
50-60 % de la masse totale de la paroi) (Ruiz-Herrera et al, 2006) et chitine (composant
mineur de paroi) qu’est un polysaccharide linéaire fait de plus de 2 000 unités de N-
acétylglucosamine (Reiss et al, 1992). La couche externe de la paroi est constituee en grande
partie de différents types de mannoprotéines se sont nombreuses a la surface de la paroi de C.
albicans, ainsi qu’au niveau de la cicatrice de bourgeonnement (Horisberger et al., 1988 ;
Ruiz-Herrera et al., 2006). La paroi contient également un certain nombre de protéines (6-25
%) ayant une activité enzymatique. En particulier la N-acétylglucosamidase, la phosphatase
acide, la protéinase, la glucanase et la chitinase (Poulain et al., 1995).
1.3.4 Reproduction

Reproduction asexuée : Le mode de multiplication de C. albicans est principalement de
type asexué. La multiplication est assurée par bourgeonnement de la blastospore a un pole
particulier de la cellule, donnant naissance, aprés division du noyau par simple mitose et
septation de la cellule, a une blastospore fille qui se dissocie ultérieurement de la blastospore
meére (Odds, 1979). Sous certaines conditions (température, pH, composition du milieu de
culture), la séparation ne se produit pas a la suite de la septation. Les cellules restent attachées
les unes aux autres et forment une chaine plus ou moins ramifiée appelée pseudomycélium
(Berrahou, 2016). Les conditions favorisant la formation de pseudomycélium favorisent
également la formation de mycélium vrai chez C. albicans. Ce deuxiéme mode de
multiplication végétative consiste en une croissance apicale, conduisant tout d'abord a la
formation d'un tube germinatif puis d'un filament mycélien. Le filament mycélien se présente
sous la forme d'articles cellulaires cylindriques et séparés par des cloisons ou septa incomplets
avec persistance d'un pore central assurant la continuité cytoplasmique (Odds, 1979, 1985 ;
Staebell et al, 1985)

Reproduction sexuée : Contrairement a la plupart des levures, C. albicans est un
organisme diploide pour lequel aucune phase haploide n’a été observée. Son génome semble

contenir les genes nécessaires a la reproduction sexuée des champignons (Berrahou, 2016).
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1.3.5 Caractéres biologiques et physiologiques de Candida albicans

Milieu de vie : Toutes les espéces du genre Candida sont aérobies et leur croissance est
possible pour des pH allant de 3 a 7. La majorité des leuvres peuvent pousées entre 20°C et
30°C.

Caracteres physiologiques : Cette espece posséde la propriété de fermenter le glucose et
le maltose, mais pas le lactose, ni la raffinose, ni le saccharose (Dupont, 1985). Elle est
incapable de réduire les sels de tétrazolium et de les transformer en un composé coloré (la
colonie restera blanche). C. albicans n'élabore pas d'uréase mais capable de produire une
protéase kératolytique, capable de digérer la couche cornée de I'épiderme, d'ou la
pathogénicité du champignon lorsqu'il est présent a la surface de la peau (Berrahou, 2016).

Milieux de culture : C. albicans peut croitre sur des milieux tels que Sabouraud, RAT
(Rice Agat Tween), RA (Rice Agar) (Vaubour, 2006), milieu P.C.B (pomme de terre, carotte,
bile) et les milieux riches (sérum humain ou animal (Guignard et al, 1989).

Un antibiotique comme le chloramphénicol doit étre additionné au milieu de culture pour
éviter la croissance des bactéries et une contamination par ces dernieres (Raoult, 1998).

Colonies : En culture, I’aspect macroscopique de C. albicans est celui d’une colonie
blanche a créeme, lisse et crémeuse, a bords nets (Berrahou, 2016).

1.3.6 Mécanismes de pathogénicité et facteurs de virulence

De fagon générale, le role infectieux de Candida albicans, pathogéne opportuniste, semble
favorisé par une combinaison de facteurs liés aux statuts immunologique et physiologique de
I’hote, ainsi qu’a des facteurs liés au microorganisme, plutdt qu’a un facteur de virulence
unique. Les infections candidosiques sont ainsi probablement initiées par une diminution des
défenses de I’hote qui modifie 1’équilibre de commensalisme au profit de la levure, et entraine
le basculement du stade de colonisation a celui de I’infection (Legane, 2007). Les infections
de la peau et des muqueuses telles que les candidoses vaginales par exemple, sont
principalement dues & des modifications du pH et de I’environnement microbien, alors qu’une
atteinte systémique est habituellement associ¢e a une insuffisance des défenses de 1’hote, telle
que celle présentée par les patients hospitalisés en cancérologie soumis a une chimiothérapie
ou a une antibiothérapie a large spectre (Legane, 2007). Plusieurs facteurs de virulence ont
été proposés : le dimorphisme (Legane ,2007), L’adhérence aux surfaces (Hoyer et al,1998,
Douglas,2003), La formation de mycéliums vrais et de pseudomycéliums (Hoyer et al, 1998)
et Les infections (Samaranayake et al, 2002).
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1.3.7 Systematique : (Errol et al, 2011)
Regne : Eumycota
Phylum : Ascomycota
Sous embranchement : Saccharomycota
Classe : Saccharomycetes
Famille : Saccharomycetaceae
Genre : Candida
Espéece : Candida albicans
2. Les principaux médicaments utilisés et leurs limites contre candida albicans
2.1 Les molécules antifongiques

Les antifongiques comprennent un groupe important et diversifié de médicaments utilisés
pour traiter les infections fongiques. Les antifongiques doivent pénétrer dans la cellule
fongique intacte et se fixent sur ses cibles pour perturber le fonctionnement cellulaire et
parvenir a un effet fongistatique (Ghannoum et Rice, 1999). Leur mécanisme d’action varie,
ils inhibent la membrane fongique et la synthése de la paroi cellulaire, la synthése de 1’acide
nucléique, les microtubules et inhibent aussi les altérations des membranes fongiques) (Niimi
et al., 2010). Les composés antifongiques utilisés actuellement peuvent étre divisés en 5
groupes selon leur mode d’action les polyénes, les échinocandines, les azolés, les fluoro-
cytosines, les allylamines, les deux premiéres sont issues de produits naturels tandis que les
trois autres sont synthétiques (Odds, 2003).
2.1.1 Les polyenes

Le plus connu des polyenes est I’ Amphotéricine B (AmB), utilisée depuis 1960 comme le
chef de file des antifongiques (Ostrosky et al ,2003). 11 s’agit d’un polyéne macrolide, produit
naturel de Streptomyces nodusus. L’AmB comprend une chaine polyhydroxylée hydrophile,
associée a une chaine polyéne lipophile. L’AmB posséde une grande affinité pour 1’ergostérol
membranaire. Le mode d’action communément admis est la formation de complexes stérols-
AmB insolubles, qui entrainent un réarrangement moléculaire au niveau de la membrane de la
levure. Ainsi, il en résulte une altération de la perméabilité cellulaire, avec fuite de
métabolites essentiels a la vie du champignon, et pénétration de sodium avec oedeme
cellulaire (Legane, 2007). L’AmB est insoluble dans I’eau et non absorbable par voie orale.
Elle est donc administrée par voie veineuse. Son spectre d’activité reste large : il inclut les

levures, les champignons filamenteux et les champignons dimorphiques (Legane, 2007).
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(A) (B)

Figure 5 : Structure chimique de la nystatine (A) et I’amphotéricine B (B).

2.1.2 Les dérivés azolés

Il s'agit de molécules de synthése issues de la modification du noyau azolé. Ce groupe
d’antifongiques a en commun un noyau azolé contenant deux atomes d'azote (imidazolé) ou
trois atomes d'azote (triazolé) (Odds et al, 2003).

Le kétoconazole est un antifongique imidazole caractérisé par la présence d’un noyau azolé
(Figure 5), il est lipophile, pratiquement insoluble dans I’eau (Winnicka et al, 2012), soluble
dans les solvants organiques comme 1’¢thanol, DMSO, DMF (dimethyl formamide) (Waugh,
2008).

g
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Figure 6 : Structure du Kétoconazole (Perry et al, 2003).

Le kétoconazole est I’un des antifongiques administrés par voie orale dans le traitement
des infections superficielles et profonds (Sugar et al, 1987), il est utilisé aussi par voie
topique. Il bloque I’activité d’enzyme lanostérol 14 a-demethylase (cytochrome). 1l inhibe la
biosynthése du I’ergostérol qu’est nécessaire a la formation du membrane fongique (Odds,
2003). Le kétoconazole inhibe la transformation du C. albicans de la forme blastospore a la

forme mycélienne.
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2.1.3 Les derives pyrimidiques

Le plus connu d’entre eux est la S-fluorocytosine (5-FC). 11 s’agit d’un dérivé fluoré de la
pyrimidine, substance hautement soluble dans 1’eau, qui peut étre administrée par voie orale
ou veineuse (Legane, 2007). En clinique, la 5-FC a jusqu’alors été communément utilisée en
combinaison avec I’AmB afin d’obtenir une interaction synergique plus efficace pour lutter
contre les infections fongiques. Or, il semblerait que cette combinaison ait entrainé la
minimisation de la détection de I’émergence de phénoménes de résistance associés a
I’utilisation de la 5-FC (Legane, 2007).
2.1.4 Les échinocandines

Le plus connu est la caspofungine. Les échinocandines sont des lipopeptides amphiphiles
semisynthétiques, comprenant un noyau hexapeptide cyclique et une chaine latérale lipidique.

La caspofungine est soluble dans I’eau et non absorbée par voie orale, mais injectée par
voie veineuse (Legane, 2007). Les échinocandines se différencient des autres antifongiques
par leur mode d'action original. En effet, elles inhibent la synthése de la paroi fongique (Odds,
2003)
2.2 Les effets indésirables des antifongiques
2.2.1 Les polyenes

Les effets indésirables habituels sont peu dangereux, mais rendent le traitement
inconfortable (céphalées, fievres, troubles digestifs...). Parfois, des réactions allergiques rares
peuvent mener au choc anaphylactique. Toutefois, I’AmB présente une toxicité éleveée
notamment d’ordre rénal. Ainsi, au cours d’un traitement prolongé on voit apparaitre des
Iésions chroniques localisées au niveau du tubule pouvant aboutir a une insuffisance rénale
(Zager ,2000). Elle nécessite une adaptation posologique et une surveillance réguliére de la
fonction rénale. Une toxicité veineuse quasi permanente est constatée, les toxicités
hématologique, hépatique et neurologique sont rapportées de facon plus exceptionnelle. De
nouvelles formes galéniques d’AmB vectorisées par des lipides ont été¢ développées. Sous
formulation lipidique, la néphrotoxicité est amoindrie en raison d’une interaction mineure
avec les cellules de I’hote (Adler,1994. Sabra et al ,2001), et il semblerait que I’efficacité de
cette formulation soit supérieure a la précédente (Ostrosky,2003). D’autres formulations sont
en cours d’¢tude, notamment une combinaison de I’AmB avec un tétrapeptide
immunomodulateur (tuftsin), capable d’augmenter les fonctions immunitaires des
macrophages, des neutrophiles et des monocytes, et qui a déja fait ses preuves in vivo chez un

modeéle murin (Khan et Owais,2006).
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2.2.2 Les dérives azoles

La tolérance de ces traitements reste bonne, avec seulement quelques troubles digestifs et
de rares réactions cutanées. Leur toxicité est surtout hépatique, avec une élévation du taux des
transaminases. Les dérivés imidazolés sont de nos jours clairement remplacés par les triazolés
tels que le fluconazole ou le voriconazole. Avec I’AmB, les mutations vers la résistance,
spontanées ou sous traitement, restent exceptionnelles et négligeables en pratique.

En revanche, chez les dérivés azolés, et chez les triazolés tels que le fluconazole ou le
voriconazole, on voit apparaitre aprés traitement des souches de Candida résistantes a ces
produits, comme notamment Candida glabrata (Miyazaki et al., 2006. Goldman et al., 2004).

L’efficacité du kétoconazole est limité dans le traitement de la méningite et faible pour les
patients immunodeprimés (Odds 2003).

2.2.3 Les dérivés pyrimidiques

Le probléme de résistance, associé a I’utilisation de la 5- FC en monothérapie, a
récemment pu étre mis en évidence dans plusieurs études (Hope et al., 2006). Bassetti et al.,
2007). Outre des troubles digestifs, la 5-FC est associée a une toxicité hépatique et
hématologique.

2.2.4 Les échinocandines

Il ne semble pas exister de toxicité dose-limitante pour la caspofungine (Legane, 2007).
3. Les huiles essentielles et leurs activités antifongiques

L'accroissement des infections fongiques, notamment celles qui sont dues a la prolifération
du genre Candida, parmi les patients immunodéprimés (patients ayant subi une
transplantation d'organes et donc soumis a un traitement immunosuppresseur, patients
immunodéprimés a la suite d'un traitement antimitotique ou d'une infection par le VIH) et le
développement de souches résistantes aux médicaments utilise soulignent la nécessite de la
découverte de nouveaux agents antifongiques. Pour cela, les secrétions vegétales telles que les
huiles essentielles sont intéressantes pour leur pouvoir fongistatique. (Giordani et Kaloustian,
2006).

3.1 Définition

Selon la pharmacopée francaise, les HE ou huiles volatiles sont « des produits de
composition généralement assez complexe renfermant les principes volatiles contenus dans
les végetaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation pour extraire ces principes
volatiles. Cette définition a été valable jusqu’a la huitiéme édition de la pharmacopée (1965)

puisque les éditions suivantes ne référent plus qu’au terme d’HE (EI bouri, 2014).
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En 1998, AFNOR par sa norme AFNOR NF 75-006 définit une HE comme étant un «
produit obtenu a partir d’une matiére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par des procédés mécaniques, soit par distillation séche. L’HE est ensuite séparée
de la phase aqueuse par des procédés physiques pour les deux premiers modes d’obtention ;
elle peut subir des traitements physiques n’entrainant pas de changement significatif de sa
composition (par exemple : redistillation, aération, ...) (Yanisse, 2013).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les HE ne contiennent pas de corps
gras comme les huiles végétales. Le terme “huile” vient de leur caractére hydrophobe et de
leur propriété de se solubiliser dans les graisses, alors que le terme “essentielle” fait référence
a ’odeur dégagée par la plante productrice. Les HE sont biosynthétisées comme métabolites
secondaires par des plantes odorantes, dites aromatiques. Ces plantes se caractérisent par la
présence de structures sécrétrices des HE dans presque tous les organes du veégeétal (fleurs,
graines, racines, feuilles, fruits...) (El bouri, 2014). Une huile essentielle est un mélange
complexe d’éléments chimiques qui sont nécessairement Volatils de poids moléculaire
souvent inferieur & trois cent daltons et hydrophobe mais il est & noter que cette hydrophobie
n’est pas totale car il y a bien formation d’azéotrope et évaporation avec 1’eau (Yanisse,
2013).

3.2 Propriétés des huiles essentielles

La plupart des huiles essentielles ont une densité inférieure a celle de 1’eau, il existe
cependant des exceptions (les HE de cannelle, de girofle et de sassafras. Les huiles
essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles. Elles ont une
composition assez complexe. On y trouve généralement de nombreux constituants appartenant
principalement a deux grandes familles chimiques : les composeés terpéniques et les composés
aromatiques dérivés du phénylpropane. Les HE sont généralement incolores ou jaune péle a
I’état liquide a température ordinaire. Elles sont peu solubles dans I’eau, solubles dans les
alcools et dans la plupart des solvants organiques (Berrahou, 2016).

3.3 Le mode d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusicurs modes d’extraction des huiles essentielles comme la distillation,
I’hydrodistillation, la percolation (Mayer, 2012). Deux procédés sont principalement
employés et font I’objet d’une monographie a la Pharmacopée.

L’expression a froid : est utilisée pour obtenir les essences et est réservée aux Citrus
(citron, mandarine, orange...). Ce procédé consiste a briser mécaniquement les zestes frais
d’agrumes en soumettant la substance végétale a une forte pression a l'aide d'une presse

hydraulique. Cette méthode est simple et limite 1’oxydation a son minimum.
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La distillation par entrainement a la vapeur d’eau : est le procédé le plus utilisé pour
obtenir les huiles essentielles : Une source de chaleur chauffe un alambic qui contient de I'eau
et les végétaux disposés sur un plateau. La chaleur entraine la formation de vapeur qui
traverse les veégétaux et emporte avec elle les molécules aromatiques. On récupére un liquide
composé d’eau et d’huile essentielle. L’huile essentielle plus 1égere, se sépare de 1’eau. Cette
méthode apporte une amélioration de la qualité des huiles essentielles obtenues en diminuant
les altérations liées au procédé de distillation (EI bouri, 2014).

3.4 Compositions des huiles essentielles

Composition chimique d’une HE est assez complexe, on Yy trouve généralement de
nombreux constituants appartenant principalement a deux grandes familles chimiques : les
composés terpéniques et les composés aromatiques, dérivés du phénylpropane. Les composés
terpéniques sont formés d’unités isopréniques (en C5) et comprennent les monoterpénes
(C10), les sesquiterpenes (C15), les diterpenes (C20) et les triterpénes (C30). Ces composés
ont tous la méme origine métabolique. Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane
ont une biogenese différente de celle des terpénes. On peut citer ’acide et 1’aldéhyde
cinnamique (HE de cannelle), I’eugénol (HE de girofle), le carvacrol (HE d’origan), I’anéthol
et ’aldéhyde anisique (HE de badiane, d’anis et de fenouil) qui sont les principaux membres
de cette famille. Les acides organiques, les cétones de faible poids moléculaire et les
coumarines volatiles entrent également en faible proportion dans la constitution des HE.
Parmi les nombreux constituants d’une HE, I’'un domine généralement, on I’appelle composé
majoritaire. A I’intérieur d’'une méme espece végétale, on observe des variations chimiques
(qualitatives et quantitatives) importantes, ce qui conduit a admettre [’existence de
chémotypes chimiques (Mayer, 2012).

Le chémotypes définit la molécule aromatique révélatrice des principales propriétés
thérapeutiques de 1’huile essentielle. Une plante de méme variété botanique peut produire des
huiles essentielles de compositions chimiques différentes selon son origine, son pays, son
climat, son sol. (Exemple : Thyms a thymol, & géraniol, a carvacrol, a linalol, etc.). La
composition chimique des HE peut varier aussi au cours de l’extraction et durant la
conservation (Yanisse, 2013).

3.5 Mode d’action des HE

L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la perméabilité

de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu

cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al, 2000).
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En effet, les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisement leurs
groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes
membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures (Knobloch et al, 1989). En
géneral les huiles essentielles empéchent la multiplication, la sporulation et la synthése des
toxines des bactéeries. Sur les levures, elles agissent sur la biomasse et la production du
pseudomycélium. (Hulin et al., 1998). L’efficacit¢é d’une HE dépend de sa richesse en
composés phytochimiques, plus I’H.E est riche en substances actives, plus son activité est
importante (Berrahou, 2016).

3.6 Conservation des H.E

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous
certaines conditions, jusque cing ans pour les H.E.C.T par exemple. Seules les essences de
Citrus se gardent un peu moins longtemps (trois ans). Les huiles essentielles sont volatiles, il
ne faut donc pas oublier de bien fermer les flacons. 1l est préférable de les conserver dans un
flacon en aluminium ou en verre teinté (brun, vert, ou bleu) et de les garder a 1’abri de la
lumiére a une température ambiante jusque vingt degrés. Il existe des normes spécifiques sur
I’emballage, le conditionnement et le stockage des huiles essentielles (norme AFNOR NF T
75-001, 1996) ainsi que sur le marquage des récipients contenant des HE (norme NF 75-002,
1996) (Mayer, 2012).

3.7 Facteurs influencant la composition des H.E

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'nuile essentielle. La température, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la
composition du sol, la période de récolte et les techniques de cueillette et du séchage (Mayer,
2012 ; Sheehan et al., 1999).

3.8 Utilisation des H.E

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter un
certain nombre de troubles et de maladies humaines. Cette spécialité intéresse de plus en plus
les médecins et les pharmaciens qui ont ignoré un nombre important d’ouvrages
d’aromathérapie. Actuellement, un retour trés net aux HE pour la désinfection et le traitement
des maladies infectieuses a été signalé. Les HE ont une efficacité durable sans aucune
résistance contrairement aux antibiotiques (Valnet et al,1978). Deux récepteurs offrent un
abord évident quant a la puissance des huiles : la peau et la sphére oto-rhino laryngologique et
broncho-pulmonaire (Franchomme, 1981).
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Les HE ont donc une action globale, un « large spectre » sur I’ensemble de la physiologie.
Les huiles essentielles entrent dans la composition de parfums, de cosmétiques, de produits
d’entretien et de tout autre produit, comme par exemple insecticides, désodorisants
d’ambiance, diffuseurs, bougies (Mayer, 2012).

3.9 Les principales huiles ayant un pouvoir antifongique

De nombreux travaux ont montré l'utilisation des huiles essentielles pour inhiber la
croissance des levures (Giordani et Kaloustian, 2006).

3.10 Principales voies d’utilisation des H.E

Le corps humain donne aux médecines et pharmaciens qui pratiquent 1’aromathérapie
plusieurs interface intéressantes pour I’administration des huiles essentielles. Ces voies on une
importance variable on fonctions des aptitudes, de I’age, de la pathologie du patient, du germe
a traiter et sa localisation dans 1’organisme.

3.10.1 La voie orale

L’ingestion ne doit jamais se faire pure : il faut toujours les diluer avec de I’huile végétale
ou par exemple dans du miel car celles-ci ne sont pas solubles dans 1’eau et laisser fondre sous
la langue. 11 existe des capsules a avaler déja prétes avec une base d’huile végétale (El bouri,
2014). En solution, les HE étant peu hydrosolubles cela nécessite I’emploi d’un excipient pour
favoriser la prise en solution aqueuse. L’éthanol a 95% v/v n’est plus utilisé car mélangé aux
HE donne une solution homogéne mais des que remis en milieu aqueux les HE surnagent,
pour cela il est préférable le mélange avec des huiles hydrophile puisque qu’elles donnent des
émulsions suffisamment stables pour étre absorbée, ou bien les HE peuvent étre diluées dans
des teintures meres, leur fort degré alcoolique facilite leurs solubilité, cas utilisé aussi pour la
formulation des ampoules a base de complexe d’HE (Attou ,2017).

3.10.2 La voie rectale
Cette voie est utilisée pour une action locale ou générale, en cas d’infections pulmonaires
chez les enfants ou les patients ayant une mauvaise tolérance gastrique. Les HE sont absorbés
rapidement par les veines hémorroidaires inférieures et se déversent rapidement dans le
systtme artériolaire des alvéoles pulmonaires, d’ou la possibilit¢ d’administration
d’importante quantités.

Cette voie est interdite depuis 2012 chez les enfants de moins de 30 mois et ceux ayants
des antécédents de convulsion fébrile ou d’épilepsie. Des ovules d’HE préparées avec les
mémes excipients peuvent étre utilises pour un effet local anti-infectieux sur la muqueuse
vaginale (Attou, 2017).
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3.10.3 La voie gynécologique

Elle permet une action rapide localement avec I’emploi d’ovules vaginaux fabriqués sur le
méme modele que les suppositoires en aromathérapie (El bouri, 2014).

3.10.4 La voie cutanee

Largement utilisée en aromathérapie, car I’effet et au méme temps local et général car les
HE pénétrent facilement et rapidement les couches cutanées pour gagner la microcirculation
périphérique puis la circulation générale.

L’application se fait en regard de 1’organe cible : sur le dos et thorax pour 1’action sur
I’arbre pulmonaire, colonne vertébrale : action sur le systéme nerveux, abdomen : action sur
les organes internes (estomac, foie, reins...), et puis nuque, tempe, front, lobes des oreilles
pour I’action sur les céphalées et migraines. Les huiles végétales sont les meilleurs excipients
pour I’administration, les crémes, gels et pommades peuvent étre aussi utilisés (Attou ,2017).
On peut également mettre quelques gouttes d’huile essentielle dans un bain (El bouri,2014).
3.10.5 La voie respiratoire

Lors de la diffusion dans I’atmosphére, il faut prendre soin de choisir des huiles
essentielles labélisées biologiques, pures, et adaptées afin d’éviter les allergies et les contre-
indications. Cette voie d’administration est préférée dans certaines indications comme pour
les huiles essentielles utilisées pour une indication respiratoire comme 1’Eucalyptus globulus,
le Pin (El bouri, 2014).

3.11 La toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles
pratiques thérapeutiques telle que l'aromathérapie (El bouri, 2014 ; Smith et al., 2000 ;
Naganuma et al., 1985).
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1. Matériels
1.1 Matériel végétal

La partie aérienne de quinze plantes aromatiques d’Algérie achetées auprés de
I'herboriste en 2019, au niveau de la région de Laghouat et de Tlemcen. Les plantes
sont broyées en poudre fine a I'aide d’'un mortier puis conservées dans un flacon en
verre a I'abri de la lumiére pour une utilisation ultérieure. Le tableau (2) indique le

nom scientifique et vernaculaire des plantes étudiées.

Tableau 2 : Les plantes aromatiques étudiées.

Nom scientifique Nom Nom arabe Famille
vernaculaire botanique
Artemisia campestris Armoise gl Asteraceae
Thymus vulgaris Thym el Lamiacées
Ammoides varticillata Nankha s gl Apiacées
Thymeleae Thymelée JY) Jasl Thymelaeaceae
microphylla
Lavandula stoechas Lavande aal Al Lamiaceae
Myrtus communis Basilic Ol Lamiacées
Salvia officinalis Sauge Ll asall Lamiacées
Mentha pepirita Menthe poivrée g Ll Lamiaceae
Ruta graveolens Rue Jaadll Rutacées
Artemisia herba halba Seriphidium ol Astéracées
Rosmarinus officinalis Romarin Jaall Jils) Lamiacées
Juniperus communis Genévrier el Cupressaceae
Laurus nobilis Laurier 2l Lauraceae
Thymus ciliatus thym a bornéol 5 e 3l Lamiacées
Saturja calamintha Satureja Ol a5l Lamiacées

1.2 Souches fongiques étudiées

Deux levures de Candida albicans (ATCC 10231 et IPP444), ont été choisis pour
leurs fréquences €levées a contaminer I'étre humain et pour leur pathogénicité. Elles
sont entretenues par repiquage sur milieu Sabouraud solide (pH 5.6) favorable a leur
croissance pendant 48 heures a 37°C. Ces souches fongiques sont fournies par le
Laboratoire de Recherche des Produits Naturels par le Docteur Belyagoubi Larbi de

I’'Université de Tlemcen.
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La nystatine (Nys) utilisée comme antifongique standard pour tester la sensibilité
des deux especes de Candida albicans est solubilisée dans du diméthylsulfoxyde
(DMSO) pour avoir une concentration finale de 10 mg/mL. L’interprétation des
résultats de Il'antifongigramme est basée selon Bonouman-lra et al. (2011). La
souche est dite sensible lorsque le diamétre d’inhibition est inferieur a 10 mm et
résistante si le diametre est superieur ou egale a 10 mm.

2. Méthodes
2.1 Extraction des huiles essentielle

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un
appareil de type Clevenger(Figure7). Plusieurs distillations ont été réalisées par
ébullition pendant environ trois heures de 200 g de poudre végétale avec 1 litre d’eau
distillée dans un ballon de 2 litres surmonté d’'une colonne de 60 cm de longueur
reliée a un réfrigérant. Les huiles essentielles, moins denses que I'eau, surnagent a
la surface.

Elles ont été recueillies et le rendement en huile essentielle a été déterminé par
rapport a la matiére seche. L’huile essentielle a été stockée a 4°C a I'obscurité dans

un tube en verre fermé hermétiquement.

Figure 7 : Montage d’hydrodistillation (Clevenger).
2.2.1 Détermination des rendements en huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle (Rd), est défini Comme le rapport entre la
masse de I'huile essentielle obtenue aprés extraction (MHE) et la Masse de la matiére

végétale utilisée (M™s). Il est donné par la formule suivante : (AFNOR ,2000).
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MHE
Rd(%) = (Mw) X 100

avec :
Rd: Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%)
MHE : Masse de I'huile essentielle obtenue en gramme (g)

M™s : Masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme (Q).

2.2 Evaluation de I'activité antifongique des huiles essentielles
2.2.1 Disque (Vincent)

Cette méthode consiste a déposé a l'aide d’'une pince métallique stérile un disque
de 6 mm de diametre imprégner d’un volume de 3 ul dHE dans la boite de Pétri
préalablement ensemencée par écouvillonnage par un inoculum d’une densité
optique de 0.2 mesurée a 620 nm (5*106 cellule/ml). Aprés incubation des boites de
Pétri a 37°C pendant 48 heures, I'absence de la croissance fongique se traduit par la
formation d’'un halo translucide autour du disque dont le diamétre est mesuré a 'aide
d’un pied a coulisse. Les résultats sont exprimés en mm.

2.2.2 Détermination de la valeur de la CMI

La concentration minimale inhibitrice est déterminée seulement pour les huiles
essentielles ayant un pouvoir anti-candidosique élevé dont le diameétre d’inhibition de
la croissance fongique est égal ou supérieur a 20 mm.

Des volumes compris entre 2.5-30 pl de chaque l'huile essentielle sont ajouté
dans une série de tube a essai contenant 10 ml de milieu Sabouraud liquide
additionné (1% de Tween 80) Les huiles essentielles. Aprés agitation des tubes a
l'aide d’'un vortex, 0.1 mL d’inoculum fongique de densité optique de 1.0 mesurée a
620 nm (2*10° cellule/ml) est ajoutée immédiatement a I'aide d’une micropipette.

Les tubes sont ensuite incubés pendant 24 heures a 37°C. La concentration
minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d’ul/ml inhibant toute culture

visible a I'ceil nu aprés la durée de culture a 37 °C précisée pour chaque souche.
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1. Rendement d’extraction et quelques propriétés physiques des HEs

Les huiles essentielles de plantes aromatiques étudiées sont obtenues par
hydrodistillation. Elles sont pour la plupart de couleur jaune et transparent ayant un
aspect liquide et caractérisées par tres forte odeur aromatisante (Figure 8). Les
valeurs du rendement d’extraction ont été calculées par rapport a la matiere végétale
seche et sont comprise entre 0.5-2.7%. Les plantes Lavandula stoechas et
Thymelaea microphylla ont les valeurs de rendement les plus elevées (2.4-2.7%).

Selon Said et al. (2011) et Tefiani (2015), le rendement en huiles essentielles
varie essentiellement selon la nature et I'origine géographique la plante utilisée, ainsi

que le matériel et la méthode d’extraction.

Figure 8 : Aspet physique des huiles essentielles de quelques plantes aromatiques
étudiées. (A) : Artemisia campestris ; (B) : Thymelaea microphylla ; (C) : Salvia
officinalis ; (D) : Ammoides verticillita.
2. Antifongigramme

La sensibilité des souches Candida albicans (IPP444) et Candida albicans (ATTC
10231) a était étudiée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition de la
croissance fongique en milieu saboureau solide et ceci en présence de différente
concentration de la nystatine comme antifongique stadard.

D’aprés les Figues 9 et 10 on constate que la nystatine a un effet antifongique
plus elevé sur Candida albicans qui augmente avec l'augmentation de la

concentration de la nystatine (Tableau 3).
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Figure 9: Résultats de l'effet de la nystatine sur Candida albicans (IPP 444)
determiné par la méthode de disques.

Figure 10 : Résultats de l'effet de la nystatine sur Candida albicans (ATTC 10231)
determiné par la méthode de disques.

On remarque aussi que le méthanol, utilisé comme sovant, n’a aucun effet
antifongique sur la levure. En présence d’'une concentration finale de la nystatine a
1.5 pg/Disque, des diamétres dinhibition d’environ 31.0 et 37.5 mm ont été observés
vis-a-vis de Candida albicans (ATCC10231) et Candida albicans (IPP444),
respectivement. La valeur de la CMI a était determinée par la méthode de diffusion
sur disque qui égale a 1.25 pg/mL (0.00125 pg/Disque). D’aprés linterpretation de
'antifongigramme proposée par Bonouman-lra et al. (2011), les deux souches
fongigues de Candida albicans sont sensibles a la nystatine.

D’aprés Vandeputte (2008), les polyénes ont pour cible I'ergostérol, le principal
composant de la membrane plasmique des champignons. Leur caractére amphotére
leur permet de s'associer a la bicouche lipidigue de la membrane fongique, en
formant des pores ceci provoque la déstabilisation de la membrane plasmique tandis
que le canal permet la fuite de composants intracellulaires, a l'origine de la lyse
cellulaire. Carrillo-Munoz et al. (2006) suggérent que les polyénes seraient capables

d'induire un stress oxydatif, notamment chez C. albicans.
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Tableau 3 : Résultats de I'effet de la nystatine sur Candida albicans.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Nystatine
(Lg/Disique) C. albicans C. albicans
(ATCC) (IP444)

0 6.0 6.0
0.00125 9.7 70
0.12 14.3 13.3
0.6 16.0 15.3
15 31.0 37.5

2. Screening de I'effet anti-candidosique des huiles essentielles de queinze
plantes aromatiques

Nous avons pu déterminer I'effet antifongique de quinze huiles essentielles obtenu
a partir des plantes aromatiques meédicinales les plus largement utilisées par la
population algérienne. Les résultats ainsi trouvés dans indique sur la Figure (11). On
remarque que la présence de l'huile essentielle provoque l'apparition d’'un halo

d’inhibition dont le diamétre est variable d’une plante a une autre.

Thymeleae microphylla Thymus ciliatus

Figure 11 : [lactivité des quatre huiles essentielles plus active contre les deux
souches de candida albicans
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On constate d’aprées les résultats montrés dans le Tableau (4) et la (Figurel2) que

le diameétre d’inhibition dépend d’'une part de la souche fongique et d’autre part de
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Figure 12: Les résultats de I'effet anti-candidosique des queinces HEs des plantes

aromatiques étudiées.

Tableau 4 : Résultats de l'activité antifongique de neuf huiles essentielles des
plantes aromatiques sur les souches de candida albicans étudiées determinée par la

meéthode de diffusion sur milieu solide (3.5 pl/disque).

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Huile essentielle C. albicans C. albicans
(IPP444) (ATCC 10231)
Thymus vulgaris 41.2+0.5 45.0+2.9
Ammoides vatrticillata 37.2£0.5 41.840.3
Thymelaea microphylla 21.3+0.5 24.4+0.2
Mentha pepirita 36.8+2.5 10.7£0.2
Artemisia herba halba 08.3+0.2 06.9£0.0
Rosmarinus officinalis 07.2+0.5 06.0£0.0
Laurus nobilis 08.7+0.2 06.8+0.0
Thymus ciliatus 40.6+1.3 56.0+1.4
Saturja calamintha 11.5+0.2 13.0£1.0
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Parmi les quinze HEs testées, seulement neuf ont inhibées de maniere
significative la croissance des deux souches de Candida albicans. Par contre, les
huiles essentielles de Salvia officinalis, de Rosmarinus officinalis, de Juniperus
communis et de Myrtus communis n‘ont aucun effet antifongique. On note
également une activité antifongique relativement faible pour les HEs de Lavandula
stoechas et Artemisia campestris.

On remarque aussi que les huiles essentielles obtenus a partir de Thymus
vulgaris, Ammoides varticillata, Thymelaea microphylla, et Thymus ciliatus ont une
forte activité anti-candidosique.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé dans la litérature. Yekhlef et al
(2011) a trouvé que I'huile essentielle de Thymus vulgaris a 3.5 pl/disque provoque
I'apprition d’'une zone d’inhibition de la croissance de Candida albicans a 64 mm.

Berahou (2016) a montré que I'huille essentielle d’Ammoides varticillata possede
I'activité antifongique plus elevée sur Candida albicans (ATCC10231) par rapport aux
huiles essentielles du thym et I'origan avec unev diametre d’inhibition d’environ 50
mm. Par ailleurs, Abdelouahid et Bekhechi (2004) signalent de leur part que I'huile
essentielle de cette plante provoque I'apparition d’'une zone d’inhibition d’environ 40
mm contre des souches de Candida albicans.

Le pouvoir antifongigue plus élevé des huiles essentielles de Thymus vulgaris,
d’Ammoides verticillita et Thymus ciliatus est due a leur richesse en thymol et
carvacrol (Cheurfa et al., 2013 ; Attou et al., 2017 ; Daoudi, 2015). Plusieurs travaux
ont montré que 'huile essentielle de Thymelaea microphylla exerce aussi une action
inhibitrice sur des bactreriés pathogénes (Bounab et al., 2017 ; Dahamna et al.,
2015).

3. Détermination de la CMI des huiles essentielles

L’évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a consisté a déterminer
la plus faible concentration d’'un agent antimicrobien nécessaire pour inhiber
totalement la croissance fongique (Kanoun et al., 2015). La CMI des huiles
essetielles est determinées par la méthode de macrodilution sur milieu Sabourau

liquide (Figure 13).
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Figure 13: Exemple du résultat de I'évaluation de CMI de I'huile essentielle de

Thymelaea microphylla sur Candida albicans.

Les valeurs de la CMI des huiles essentielles des plantes qui possédent l'activité
antifongique la plus elevée sont regroupées dans le Tableau (5). D’arpés ses
résultats, on remarque que les huiles essentielles de Thymus ciliatus et Thymelaea
microphylla sont plus efficaces par rapport aux autres huiles essentielles testées vue
la faible valeur de leur CMI. De plus, les huiles essentielles de Thymus vulgaris et

Ammoides varticillata exercent un effet similaire sur les deux especes de C. albicans.

Tableau 5: Détermination de la CMI des HE de quatre plantes aromatiques sur
Candida albicans.

C. albicans C. albicans

Huile essentielle (IPP 444) (ATCC)
CMI (ug/ml)  CMI (ug/ml)
Thymus vulgaris 10.9 10.9
Ammoides varticillata 9.1 9.1
Thymelaea microphylla 2.0 8.2
Thymus ciliatus 2.2 8.8
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Nos résultats sont relativement similaires par rapport a ceux trouvé dans la
litérature.

Yekhlef (2011) et Giordani et al. (2006) ont signalé que l'huile essentielle de
thymus vulgaris inhibe fortement la croissance de Candida albicans en milieu liquide.

Oliveira (2017) a obtenu une valeur de CMI de 10 pg/mL pour 'effet d’huile
essentielle de Thymus vulgaris sur Candida albicans. Cette valeur est tres proche
par rapport a celle trouvée dans notre présente étude.

De plus, une valeur de CMI d’environ 2.5 pl/ml a était trouvée par Attou et al.
(2017) et Berrahou (2016), ceci pour leffet d’huile essentielle d’Ammoides
varticillata. Par conséquent, on peu dire que l'activité de I'huile essentielle dépend
fortement de la région de la recolte de la plante.

On signale que notre résultat trouvé sur l'effet de I'huile essentielle de thymus
ciliuatus sur Candida albicans est en désaccord par rapport a celui repporté par
Bousmaha et al. (2007) (CMI 1 mg/mL). Cette différence est due probablement a la
saison de la récolte, a I'effet des facteurs pédo-climatiques et aussi du cycle végétatif

de la plante étudiée. (Bona et al ,2016).
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Conclusion

L’apparition des souches fongiques résistantes aux traitements chimiques a base
de fongicides synthétiques pousse a la recherche d’autres méthodes pour lutter
contre ces affections et qui utilisent I'approche de la médecine traditionnelle par
l'utilisation de certaines plantes médicinales. Notre travail a été consacré a I'étude de
'activité antifongique des huiles essentielles de quelques plantes aromatiques sur
Candida albicans incriminée en pathologies humaines.

Les résultats de 'aromatogramme montrent que les huiles essentielles provenant
de Thymus vulgaris ; Ammoides verticillata ; Thymeleae microphylla et Thymus
ciliatus inhibent de maniére efficace la croissance de Candida albicans. L’activité
antifongique de ces plantes c'est avérée relativement faible par rapport a la
nystatine.

L’evaluation de la CMI montre que parmi les plantes testées, seulement les huiles
essentielles de Thymeleae microphylla et Thymus ciliatus ont un pouvoir anti-
candidosique le plus elevé.

Par conséquent, il serait envisageable de completer cette étude par I'identification
des principes actifs de ces huiles essentielles par la chromatographie en phase
gazeuse couplée a un spectrometre de masse (CPG-SM) et de recherche d’autres
activités biologigues. On pourra également valorisée les huiles essentielles les plus
actives dans la fabrication des crémes et des gels et des solutions de bain de

bouche qui peuvent etre utilisés pour le traitement des candidoses superficielles.
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ANNEXES

Annexe 01 : composition de milieu Sabouraud solide .

Peptone ....ovviii 10g/1
D(#)- GIUCOSE . vttt e 40 g/l
A AT e 15 g/l
Ph5.6+0.2437°C

Composition de milieu de culture : Sabouraud liquide

CasBiNe PEPLONE ... vinit i 59
Extraitde levure ... 59
GIUCOSE ...t 20 ¢

Hel oo Qlq goute
TWeEen 80 ...eeii 1%

PH 5.6

Bau distille ...oooooe 1000 ml
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Résumé

Candida albicans est un pathogéne opportuniste nosocomial impligué dans de nombreuses
infections. Dans ce travail, nous avons évalué la sensibilité de deux souches de références de Candida
albicans (IPP 444 et ATCC 10231) vis-a-vis de a quinze huiles essentielles issues de plantes
aromatiques utilisée dans la médecine traditionnelle Algérienne. Les huiles essentielles ont étaient
extraites par la méthode d’hydrodistillation. De bon rendement d’extraction était obtenu (0.5-2.7%). Les
deux souches fongiques sont sensibles a la nystatine.

Les résultats de 'aromatogramme réalisé par la méthode de diffusion en milieu gélosé montrent que
parmi les plantes testées seulement quatre ont un pouvoir anti-candidosique élevé (Thymus vulgaris ;
Ammoides varticillata ; Thymeleae microphylla et Thymus ciliatus) Les valeurs de CMI de ses plantes
déterminées par la méthode de macrodilution sur milieu Sabouraud liquide sont comprises entre 2.2-
10.9 pg/ml.

Les huiles essentielles des plantes aromatiques d’Algérie peuvent étre considérées comme une
source prometteuse de nouveaux agents antifongiques qui peuvent étre utilisé dans le traitement des
candidoses.

Mots clés : Plantes aromatiques, huile essentielle, antifongique, Candida albicans, CMI.

Abstract

Candida albicans is a nosocomial opportunistic pathogen involved in many infectious diseases. In
this work we evaluated the sensitivity of two reference Candida albicans strains (IPP 444 and ATCC
10231) against fifteen essential oils extracted from Algerian aromatic plants used in traditional medicine.
The essential oils have been extracted using hydrodistillation method. The yield extraction was found to
be 0.5-2.7%. The both fungal strains were sensitive to nystatin. The aromatogram realized by agar
diffusion method show that from all tested plants only four plants have a high antifungal activity (Thymus
vulgaris; Ammoides varticillata; Thymeleae microphylla, Thymus ciliates). The CMI values ranged from
2.2t0 10.9 pg/mL, determined by liquid macrodilution method. The essential oils of aromatic plants can
be considered as a promising source of a new antifungal agent that can be used for the treatment of
candidose.

Keywords: Aromatic plants, essential oils, antifungal, Candida albicans, CMI.
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