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Liste des abréviations :
C.albicans : Candida albicans
Ca : Candida albicans
nm : nanometre
ml : mililitre
mm : milimétre
ul : microlitre
Mg : microgramme
I: litre
@ :diamétre
C° :degré Celsius
CMI : concentration minimale inhibitrice
D.O :densité optique
DMSO : diméthyle Sulfoxyde
h : heure
HE : huile essentielle
Ktz : kétoconazole
SM :solution mére
UFC : Unité Formant Colonie
HD : hydrodistilation

LAMAAB : Laboratoire de microbiologie appliqué a I'agroalimentaire, au biomédical et a
I’environnent

O.glandulosum : Origanum glandulosum
T. fontanesii : Thymus fontanesii
A.verticillata : Ammoides verticillata

ICFI : Index de la concentration Fractionnelle inhibitrice
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Introduction

Introduction :

Candida albicans est un pathogene nosocomiale opportuniste qui ne cesse de causer des
problemes de santé grave dans les structures de soins. Les infections causées par ce
microorganisme sont souvent associées avec des résistances accrues aux imidazoles qui sont
les principaux antifongiques spécifiques pour combattre cette espece. Les résistances de ce
microorganisme aux antifongiques ont connue des taux alarmants ces dernieres annees avec
des morbidités et mortalités tres élevés. Pour cela la recherche de nouveaux remeédes est une

nécessité pour faire face a ce danger et pour assurer les traitements a ces infections.

Les produits d’origine naturelle étaient toujours la source prometteuse de substances
inhibitrices des microorganismes, parmi lesquels, le monde végétal est riche en plantes a effet
thérapeutique en particulier les effets antimicrobiens. Ces plantes ont eté utilisées depuis
I’ancien age pour traiter les diverses maladies infectieuses méme avant de connaitre 1’origine

microbienne de ces maladies.

Les essences végétales autrement appelées huiles essentielles sont des substances présentes
dans les plantes aromatiques et sont réputées par leur utilisation thérapeutiques depuis des
siecles. Ces dernieres années, plusieurs recherches ont été faites spécifiquement sur la
sensibilité¢ de Candida albicans aux huiles essentielles et ont montré des activites anti-

Candida intéressantes.

L’ Algérie est un pays riche en plantes aromatiques et médicinales dont plusieurs sont utilisés

depuis longtemps et jusqu’a présent dans la phytothérapie.

Ce travail a pour but d’évaluer I’activité antimicrobienne de quatre huiles essentielles iSsues

de plantes médicinales de I’Ouest algérien : Origanum glandulosum , Thymus fontanesii,

Ammoide verticillata, Daucus crinitus contre deux souches de références de Candida

albicans ainsi que d’étudier des combinaisons d’huiles essentielles avec des antifongiques

tels que le Kétoconazole.
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Chapitrel : Candida albicans

1. Description général sur I’espece Candida albicans :

Le genre Candida apparait actuellement comme un groupe complexe, hétérogene des
levures.

Une dizaine d’espeéces 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 (Bouchet et al, 1989).

Candida albicans est une levure polymorphique commensale qui peut entrainer des
infections séveres particulierement chez les patients immunodéprimés. Ce champignon
possede ou peut exprimer plusieurs facteurs de pathogénicité (Marot-Leblond et al, 1993)
En milieu hospitalier, la levure Candida albicans représente la cause majeure des infections

nosocomiales opportunistes d’origine mycosique (Raoult, 1998).
2. Habitat :

Candida albicans se trouve dans les cavités naturelles de ’homme, au niveau des mugueuses
de la cavité buccale, de I'intestin et du vagin (Salerno et al, 2011) et de 'animal ou il vit de
facon normale et exclusive chez 15 a 30 % dusujet 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 (Bouchet et al, 1989).
3. 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 morphologique varies (figure 01)
(Kumamoto et Vinces, 2005) :

a. Les blastospores ou blastoconidies :

C'est la forme la plus courante de multiplication de C. albicans.
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Elles se présentent sous forme de petites cellules ovoides de 3,5 & 6 micrometres sur 6 a 10
micrometres. Cette cellule peut émettre un bourgeon qui donnera une cellule fille identique a

la cellule mére (Guignard et al, 1989)
b. Pseudo —mycélium :

Il se forme par croissance tubulaire a partir du blastospore mesurant de 500 a 600 pu m de
longueur et de 3 a5 pm de largeur (Bouchet et al, 1989).

C. Le mycélium:
Il s’agit de blastospore qui a donné naissance a un tube germinatif pour former un vrai

mycélium (Senet et Robert, 1995).

d. Chlamydospores :

Les chlamydospores sont des structures terminales ou latérales arrondies, mesurent deux fois

la taille du blastospore et possedent une paroi plus épaisse (Coste et al, 2002)

Chlamydospore Hyphe

Figure 01 : Diffé rentes morphologies de C.albicans (C.Munro;

Abe rdeen University, Ecosse)
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4. Reproduction :

4.1. 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 pdle 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 mére (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.

Les conditions favorisant la formation de pseudomycélium favorisent également la formation
de mycélium vrai chez C. albicans. Ce deuxieme 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
cylindrigques 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)

4.2. Reproduction sexuée :

Contrairement a la plupart des levures, C.albicans est un organisme diploide pour lequel
aucune phase haploide n’a été observée. Le découvert en 1999 de I’existence d’un locus
MLT (Mating-Type Like) chez C.albicans (figure 2), a remis en question le mode de
reproduction de cette levure qu’avait toujours été décrite comme asexuée (Hull et Johnson,
1999). Le génome de C.albicans semble contenir les genes nécessaires & la reproduction

sexuée des champignons.

C. albicans MTL locus

MTLa

MTLox

Figure 2:Les loci MTL de Candida albicans (9 kb). Issu de Bennet et Johnson (Bennet and
Jhonson, 2005).
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5-Caractéres biologiques et physiologiques de Candida albicans :

5.1. Milieu de vie :

Toutes les especes du genre Candida sont aérobies.
5.2.pH :

La croissance est possible pour des pH allantde 3a 7.
5.3.Température :

Croissance entre 20°C et 30° C pour la majorité des levures.
5.4.Caracteres physiologiques :

Cette espéce possede la propriété de fermenter le glucose et le maltose, mais pas le lactose,
ni le 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.

- C. albicans produit une protéase kératolytique, capable de digérer la couche cornée de
Iépiderme, d'ou la pathogenicité du champignon lorsqu'il est présent a la surface de la peau
(Segretain el al, 1987).

6. Milieux de culture :

C. albicans peut croitre sur des milieux tels que Sabouraud, RAT (Rice Agat Tween), RA

(Rice Agar) (Vaubour, 2007), milieu P.C.B a base de pomme de terre, carotte, bile.

6.1. Milieux riches : sérum humain ou animal (Candida albicans est la seul espéce du
Candida a donner en 3 heures a 37 c°, un court filament ou tube germinatif (test de blastése)
(Bouchet 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 derniéres (Raoult, 1998).

6.2. Colonies :
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En culture, ’aspect macroscopique de C.albicans est celui d’une colonie blanche a créme,

lisse et crémeuse, a bords nets. (Morio, 2012).
7. Systématique : (Errol et al, 2011)

Regne : Eumycota

Phylum : Ascomycota

Sous embranchement : Saccharomycota
Classe : Saccharomycétes

Famille :Saccharomycetaceae

Genre : Candida

Espéce : Candida albicans

8- Structure cellulaire :

C. albicans possede tous les organites intracellulaires caractéristiques des eucaryotes : un
noyau, délimité par une double membrane nucléaire, et renfermant huit chromosomes, un
nucléole ; un réticulum endoplasmique (Chu et al, 1993), une membrane plasmique est

recouverte d'une paroi qui donne a la levure sa forme et sa stabilité mécanique.
8.1. La paroi :

C.albicans posséde une paroi qui exerce des fonctions essentielles telles que la protection
contre les stresses physiques extérieurs et contre la lyse de la cellule par turgescence. De plus,
cette structure rigide est dotée d’une grande plasticité ce qui permet a la cellule de se

maintenir sous différents morphologies.

La paroi de C. albicans (figure 3) est une structure en perpétuelle évolution d’environ un
cinquieme de micron d’épaisseur protégeant la cellule, lui conférant sa forme et par laquelle
passe la majorité des régulations avec I’hdte. La couche interne de la paroi est constituée
principalement de polysaccharides : B —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).
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La couche externe de la paroi est constituée 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).

La paroi contient aussi des lipides qui représentent que 5a 17 % du poids total de la paroi, la
présence de phospholipides, de triglycérides et de stérols libres ou estérifiés a ainsi été
observée. Un lipide intéressant de la paroide C. albicans est le phospholipomannane (Mille et
al, 2004)

Couche externe

Couche Interne

(d f

Q Protéines mmum AL Glucanes  Z\= Chitine

Figure 3 : Organisation moléculaire de la paroi de Candida albicans (Ruiz-Herrera, FEMS
Yeast Res, 2006)

9. Pathogénicité et Facteurs de virulence :

La pathogénicitt du C.albicans est largement associée a sa capacite d'adaptation a
lenvironnement, qui est aussi liée a sa variabilité structurale.

De nombreux facteurs permettent a C.albicans d’étre virulente :

a) Le dimorphisme : elle est capable d’échanger entre deux morphologies principales :
cellule blastopore de levure et des cellules hyphes (Walther et Wendland, 2008). .

b) L'adhérence a I'ndte : elle peut se faire au niveau des muqueuses (adhésines) (Hoyer
et al, 1998). Elle peut se faire aussi a partir de la formation de biolfilm a I’occasion d’un
traumatisme de fagon iatrogéne ou chirurgicale par I'introduction de matiéres plastiques

telles que les cathéters et les sondes urinaires.
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c) Sécrétion d'enzymes : la sécrétion d’enzyme hydrolytique au cours de I’infection favorise la
virulence en dégradant les surfaces des muqueuses de I’hote ainsi que ses défenses
immunitaires (Schaller et al, 2005). Ces enzymes sont des aspartyl protéinases (Saps)
(Monod et Borg-von ,2002), des phospholipases (Ghannoum, 2000) et des lipases (Fu et
al, 1997).

Ces facteurs permettent I’invasion et l'autodéfense contre 1’hdte et contre les  autres

processus pathogénes (Brown et al, 2006).
10- Les infections :

C.albicans est responsable d’infections qui par leurs gravité, se situent au premier rang des
infections fongiques (Samaranayake et al, 2002).

C.albicans est une levure commensale présente principalement dans le tube digestif, la sphere
oropharyngée et dans le tractus génito-urinaire chez 50 a 70 % des sujets sains (Ruhnke et
Maschmeyer, 2002).

C.albicans est de loin ’espéce la plus fréquemment impliquée en pathologie humaine quel

que soit le type d’infection considérée (Develoux et Beratagane, 2005).
10-1 Les candidoses :

Les candidoses sont des affections fongiques ubiquitaire et extrémement répandues .Elles sont
communes a ’homme et a certains animaux et sont associées a une augmentation du cout de
la prise en charge hospitaliere, de la durée d’hospitalisation et de la mortalité (Zaoutis et al,
2005).

Il existe différents types de candidose : les candidoses digestives, qui regroupent les
candidoses buccales, oropharyngées, oesophagiennes et gastro-intestinales, les candidoses
vaginales, les candidoses cutanées et les onychomycoses (pathologies de I'ongle) (Odds,
1987; Jarvis, 1995; Elewski, 1998; Mathews et al, 2002).

10 -2 Les infections nosocomiales :

C. albicans est la quatrieme cause des septicémies nosocomiales (Pfaller et Diekema, 2007),
avec un taux de mortalite allant de 37 a 44 % chez les patients immunodéprimes (Moran et
al, 2010).

)
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11- Les molécules antifongiques :

Les antifongiques comprennent un groupe important et diversifie 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 (figure04) (Ghannoum et Rice, 1999). Leur mécanisme
d’action varie, ils inhibent la membrane fongique et la synthése de la paroi cellulaire, la
synthése de l'acide nucléique, les microtubules et inhibent aussi les altérations des

membranes fongiques) (Niimi et al ,2010)

Gluco-, mannoprotéines

Phospholipide

Ergostérol

Polymeres

Chitine
de glucanes

Cible amphotéricine B
Fonctions de la paroi
membranaire

Cible candines
Biosynthése de
la paroi cellulaire

b = <> endoplasmique
7::—18 /p 2 Q

Cible 5-fluorocytosine
Biosynthése d"ADN,
ARN

Cible azoles,
allylamines, morpholines
Biosynthése de métabolites
essentiels (ergostérol)

Paroi membranaire

Paroi cellulaire

Figure04 : Cibles des deférents antifongiques (Hulin et al, 2005)

Les composés antifongigques utilisés actuellement peuvent étre divisés en 5 groupes selon

leur mode d’action les polyenes, les échinocandines, les azolés, les fluoro-cytosines, les
allylamines, les deux premieres sont issues de produits naturels tandis que les trois autres sont
synthétiques. (Odds et al., 2003)

11-1.Les polyénes
Les polyenes sont des antifongiques naturels produits a partir d'extrait de culture

d’actinomycetes (Hatnilton, 1973).
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Les polyenes agissent en formant un complexe insoluble avec un stérol membranaire, et plus
précisément avec l'ergostérol. En effet, les polyénes ont une trés forte affinité avec
l'ergostérol, constituant majeur de la membrane cellulaire fongique (Brajtburg et al, 1996).

Le plus utilisée est Amphotericine B.

11-2.Les échinocandines

Les échinocandines sont des métabolites fongiques secondaires. Elles sont constituées d 'un
hexapeptide cyclique avec des chaines aliphatiques de différentes tailles (Turner et al, 1997).
Les échinocandines se différencient des autres antifongiques par leur mode d'action original.

En effet, elles inhibent la synthese de la paroi fongique (Odds, 2003)

11-3.Les derivés azolés :
I1s'agit de molécules de synthese 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).
11.3.1-Le kétoconazole :
A.Définition :

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 [I'éthanol, DMSO, DMF(dimethyl
formamide)(Rotstein, 1992) . Sa formule chimique est : C26H28CL2N404 (Waugh, 2008).
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Figure 5: structure du Kétoconazole (Perry et al, 2003)
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Le kétoconazole est I’un des antifongiques administré par voie orale dans le traitement des

infections superficielles et profonds (Sugar et al, 1987), il est utilisé aussi par voie topique.

L’efficacité¢ du kétoconazole est limité dans le traitement de la méningite et faible pour les

patients immunodeprimés ((Odds 2003)
B.Mécanisme d’action :

Il bloque lactivit¢ d’enzyme lanostérol 14 a-demethylase(cytochrome).ll inhibe Ila
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 (Gil et al, 1994)

12- Résistance de Candida albicans aux antifongiques :

C. albicans peut résister au antifongique soit par une surproduction de la cible cellulaire de
I’antifongique (diminution de son affinité), certaines mutations ponctuelles aboutit la

résistance aux antifongique azolées(Mallory et Craven, 2012).

Soit par des pompes a efflux actif de I'antifongique. Les principales familles de transporteurs
qui sont impliquées dans la résistance aux azoles chez les levures, il y a les transporteurs de
type MF (Major Facilatator) , codé par le gene MDR1 chez C.albicans et les transporteurs de
type ABC( ATP-Binding Casette) , codé par le géne CDR1 et CDR2 chez C. albicans.

(Coste et al, 2007).

C. albicans est résistant aux échinocandines (Niimi et al, 2010), aux azolés (Coste et al,
2007), au terbinafine (Ghannoum et Rice, 1999).
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CHAPITRE 2 : Les produits naturels et recherche d’antibiotiques

1-L’intéret de la recherche des substances antimicrobiennes d’origine naturelles :

La recherche de nouvelles molécules antimicrobiennes est devenue une nécessité. Les
composés qui présentent des activités biologiques et qui sont dérivés de sources naturelles,
par exemple, les plantes, les animaux et les microorganismes sont définis comme étant des
produits naturels (Baker et al, 2007).

Les produits naturelles d’origine végétale constituent une source importante de molécules
thérapeutiques a activité antimicrobienne utilisées depuis I'antiquité, tels que les flavonoides,

les alcaloides, les huiles essentielles (Cowan ,1999).

L’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de
nouvelles substances a pouvoir antimicrobien et antioxydant. Ainsi les huiles essentielles
commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles

bioactives (Bruneton, 1999; Teuscher et al, 2005).
2-Produit naturelle et activité antibacté rienne :

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se concentrent
principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et seront
sélectionnés sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (Verpoorte et al, 2005).
La plupart des substances synthétiser par les plantes ayant des activités inhibitrices des
microorganismes sont des métabolites secondaires (Cowan, 1999)

Les virus sont généralement sensibles aux molécules aromatiques. (Zhiri, 2006)

Tableau : Quelques exemples de grandes classes de composés antimicrobiens provenant

des plantes medicinales (Cowan, 1999)

Classe Exemple Mécanisme d’action
Les composes | phénols simples privation de Substrat
phénoliques (épicatéchine)
Quinones Lier aux adhésines, forme un
(hypéricine) complexe avec la paroicellulaire,
inactiver les enzymes
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Les flavonoides
(Chrysin)

Coumarines

(warfarine)

Lier aux adhésines,
forme un complexe avec la paroi

cellulaire,inactiver les enzymes

Interaction avec I ADN eucaryote

(activité antivirale)

Terpenes, les huiles

essentielles

(Carvacrol)

rupture de la membrane

Alcaloides -

(Berberine)

(La pipérine)

S'intercaler dans la paroi cellulaire
et/oude IADN

3-Recherche de substances naturelles anti Candida albicans :

Il existe beaucoup de recherches et de travaux qui montrent I’effet des huiles essentielles

extraites a partir de déférents especes des végétaux avec une activité remarquable anti

Candida albicans.

En effet, les huiles essentielles de la famille lamiacées et les molécules phénoliques possede

une activité forte vis-a-vis C. albicans (Dorman et Deans, 2000; Tepe et al, 2004 ; Alves et

al, 2014).

Il existe aussid’autre types d’especes qui ont une activité anti C.albicans tel que : Syzygium

aromaticum (la famille des Myrtaceae)(Raina, Srivastava et al, 2001), Cymbopogon martinii

var. motia (Prashar, Hili et al. 2003), Melaleuca alternifoelia((Hammer, Carson et al.

1998), Juniperus oxycedrus (Karaman, Sahin et al. 2003).
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4-L es huiles essentielles et leurs activités antimicrobiennes :
4.1-Définition :

Ce sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveurs généralement fortes,
extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques, par les méthodes de

distillation, par enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres méthodes (Wichtel et
Anthon, 1999) (Valnet, 1984). Connue par leur effet antiseptique (bactéricide, viral,
fongicide) (Bakkali et al, 2008)

La norme frangcaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme: «un produit
obtenu a partir d’une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 'épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse

par procédés physiques » (Garnero, 1996).

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs, les plantes
capables d’¢laborer les constituants qui composent ces huiles essentielles sont connues sous le
nom de plantes aromatiques, (Bruneton, 1999).Il existe plusieurs familles : Lauracées,
Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Apiacées, Cupressacées, Poacées, Zingibéracées,

Pipéraceées,

4.2. Propriétés des huiles essentielles :

La plupart des huiles essentielles ont une densité inferieure a celle de I'eau, il existe
cependant des exceptions(les HE de cannelle, de girofle et de sassafras (Jacques et Paltz,
1997) (Paris et Hurabeille, 1981)

Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles.

Elles ont une composition assez complexe (Azevedo etal, 2001). Ony trouve généralement
de nombreux constituants appartenant principalement a deux grandes familles chimiques : les
composés terpéniques et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Cosentino et
al, 1999).

Les HE sont généralement incolores ou jaune pale a I’état liquide a température ordinaire.
Elles sont peu solubles dans 1’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants

organiques. (Jacques et Paltz, 1997).
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4.3.Principes actifs antibacteriens des huiles essentielles :

Les phénols sont les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large
spectre : thymol, carvacrol. Les phénoles sont utiles dans les infections bactériennes, virales et

parasitaires, quelle que soit leur localisation. (Naeini, Khosravi et al. 2009)

Les alcools avec 10 atomes de carbone ou monoterpénols (géraniol, terpinéol, menthol...),

elles sont utiles dans de nombreuses infections bactériennes.
Les aldehydes sont quelque peu bactéricides exemple : néral , géranial, le cuminal ..ect.

De nombreuses familles de molécules ont montré une activité antivirale (in vitro) comme les

monoterpénols et les monoterpénales(Bouhdid et al. 2006)

4.4. Utilisation :

Les HE sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes (infections
d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux).

Les huiles essentielles sont utilisées en médecine alternative depuis trés longtemps pour leurs

propriétés antimicrobiennes et notamment antifongiques (Giordani, et Kaloustian, 2006).

4.5. Mode d’action :

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large due principalement a leur grande
affinité aux lipides membranaires grace a leur nature hydrophobe (Dorman et Deans, 2000).
Les composés terpéniques (les phénols et les aldéhydes) réagissent avec les enzymes

membranaires et dégradent la membranaire plasmique des levures (Knobloch et al, 1989)

En général les huiles essentielles empéchent la multiplication, la sporulation et la synthese des
toxines des bactéries. Sur les levures, elles agissent sur la biomasse et la production du

pseudomycélium. (Hulinet al., 1998).

L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la permeabilité
de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entralnant une fuite du contenu
cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al, 2000).

L’efficacit¢ d’une HE dépend de sa richesse en composés phytochimiques, plus I'H.E est

riche en substances actives, plus son activité est importante (Zhiri, 2006)
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4.6. La conservation des huiles essentielles :

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a I'air et a la lumiére, les huiles
essentielles doivent étre conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement
(Valnet, 1984 ; Sallé et Pelletier, 1991).

5-Combinaison des HE avec des substances antifongiques

Du fait de 'augmentation continue de la résistance aux antibiotiques, il devient encore plus
¢vident de tester les combinaisons d’huiles essentielles ou de leurs composants avec des

antibiotiques (Schwalbe et al, 2007).

6-Les plantes utilisées :

1-Origanum glandulosum :

Le genre Origanum, appartenant a la famille des Lamiaceées, comporte 38 especes qui sont
largement répandues dans les régions euro-sibérienne et irano-sibérienne, environ 75 %, sont
concentrées dans les régions méditerranéennes de I’Est.

Origanum glandulosum est une plante odorante (Boulos, 1983), qui pousse spontanément
dans tout le nord de I’ Afrique, en particulier dans les montagnes, a une altitude de 300 a

1600 m, surtout dans les endroits rocheux (letswaart ,1980).

Selon Quezel et Santa, 1’espéce Origanum glandulosum est une plante a tiges toutes dressées.
L’inflorescence est en épis denses, a" fleurs restant contigués apreés la floraison. La corolle a

une levre inférieure bien plus longue que la levre supérieure.

Figure6 : Origanum glandulosum(Bouchikhi Tani Zoheir,2011).
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1.1-Systématique :(Quezel et Santa ,1963) :

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicot

Sous-classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacees

Genre : Origanum

Espece : Origanum glandulosum (Desf.)

2- Thymus fontanesii

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées qui sont
parmi les familles de plantes les plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a
qualités médicales intéressantes(Yakhlef et al, 2011), localisé a la partie occidentale du
bassin méditerranéen (Morales, 2002) elles sont connues pour leurs huiles essentielles
aromatiques (Amiot, 2005).

Les plantes du genre Thymus sont des plantes basses sous- ligneuse, pouvant atteindre 40 cm
de hauteur. Ils possedent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncé, et
qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent

I’huile essentielle majoritairement composée de monotérpénes (Soto-Mendivil et al, 2006).

Thymus fontanesii (thym) est une plante aromatique, répandue en Algérie et tres utilisée par
les populations locales pour ses vertus médicinales (Haddouchi et al, 2009).

Thymus fontanesii est un sous arbrisseau a tiges dressees et robustes.

Elle a un calice a5 dents écartées, a feuilles oblongues-lancéolées entieres et glabres, fleurs

blanches ou pales a peine plus longues que le calice (Quézal et Santa, 1963).

Appelée communement Zaateur par les populations locales, la plante entiére est tres utilisée
en médecine traditionnelle comme antispasmodique, carminatif, antiseptique (Ghannadi et
al, 2004).
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Figure 7: Thymus fontanesii (Mebarki, 2010)

2.1-Systématique : (Quézel et Santa, 1963)

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Métachlamydées
Ordre : lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espéce : Thymus fontanesii

3-Ammoides (ou Ptychotis) verticillata (Nounkha) :

Ammoides verticillata est une plante odorante qui pousse spontanément dans le Nord de
I’Afrique (Algérie, Maroc, Tunisie) ainsi qu’en Nord d’Asie (Inde, Pakistan) (Guenther,
1950)

Les deux grandes qualitts d’Ammoides verticillata sont sa forte action stimulante et son
remarquable pouvoir antimicrobien. Elle est considérée principalement comme une plante

médicinale pour traiter les maladies du tube digestif (Quézal et Santa, 1963).
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C’est une plante annuelle gréle a souche filiforme, a tige trés ramifiée de 10 & 40 cm, sans
rosette de feuille bazales. Feuilles inférieurs pétiolées a nombreux segment multifides

verticillées .Fruits ovoides de moins de 1 mm de long.

Autre nomenclature : Nounkha (Merad, 1973).

Nounkha est une plante fortement aromatique et piquant ; son odeur est trés agréable,

diffusible et intense fortement balsamique et persistante (Bekhechi, 2002).

Figure 8 : Ammoides verticillata (photo originale)

1. Systématique : (Quézel et Santa, 1963)

Embranchement : Phanérogame

Sous classe embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dialypétales

Ordre : Ombellales

Famille : Ombelliféres

Genre : Ammoides (ou Ptychotis)
Espece : Ammoides verticillata
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4-Daucus crinitus (bouzafor , Eurg Sidi Messaoud) :

Le genre Daucus comprend environs 30 espéeces. Il est largement distribuée en Algerie ,
Maroc , Espagne et Portugal. Elle croit sur les monts Atlas et sur les collines incultes, aux

environs de Mascara et de Tlemcen.

Elle est caractérisée par des feuilles radicales étalées en rosette, glabree, les superieures
conformes. Ombelles fructifiéres a rayons inégaux, fruits finement pubescents a cotes toutes
munies d'une rangée d'aiguillons mous, jaunes ou roses, égalant 1,5 a 2 fois le diametre du
fruit (Quézel et Santa, 1963)

Figure 9: Daucus crinitus( Keddar Miloud,2009)

1. Systématique : (Quézel et Santa, 1963)

Embranchement : Tracheophyta
Sous-Embranchement Euphyllophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe :  Cornidae

Ordre : Araliales
Famille : Apiaceae
Sous-Famille : Apioideae
Genre : Daucus

Espece : Daucus crinitus
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Matériel et méthodes

1. Matériel utilisé : (voir I’annexe 1)

2. Provenances des souches :

Pour I’étude du pouvoir antifongique nous avons utilisé deux souches de référence de
Candida albicans : IPP 444(Institue pasteur paris) et ATCC 10231 (American Type Culture

Collection).

. Les souches sont conservées a 4 C° dans des tubes a gélose inclinée.

3. Coloration du Candida albicans :
Ona utilisé deux colorants : le bleu de méthylene et le lugol pour deux lames.
Les étapes de coloration :

= Déposer sur une lame propre une goutte d’eau stérile, puis prélever a ’aide de 1’anse
de platine une colonie du C.albicans a partir de gélose Sabouraud.

= Me¢élanger afin d’obtenir une suspension homogene.

= Réaliser le frottis en partant du centre de la lame, en décrivant avec I’anse des
mouvements circulaires de fagon a obtenir un étalement mince et homogene sur au
moins 2/3 de la lame.

= Sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen par le passage de la

lame dans la flamme 3 ou 4 fois une demi-seconde.

Figure : Les lames de frottis apres le séchage

= Recouvrir la lame de bleu de méthylene pendant 1 minute, pour la 2eme lame & la
place du bleu de méthylene, la lame est recouvris par le lugol pendant 30 S.

= Rincer a I’cau du robinet

= Sécher entre deux feuilles de papier absorbant

= Observation sur microscope optique.
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4. Aspect des colonies :

Pour I’obtention d’aspect macroscopique des colonies du C.albicans, on a ensemencé des
boite de pétri qui contient gélose Sabouraud par ensemencement par strie a ’aide d”un lance

de platine. Apres incubation a 37C°/24h.

5. Récolte du matériel vegétal :

La récolte de I'Origanum glandulosum a été faite a Lala Setti (début de juin 2014), Thymus
fontanesii & Koudia(en 2016), Daucus crinitus a Bensakren (en 2015) et Ammoides

verticillata(en 2015) a Béni Snous.

Apres la récolte, les parties aériennes sont isolées et sechées a 'ombre dans un endroit bien

aéré, puis sont conservés jusqu’a leur utilisation pour I’extraction.
5. L’extraction des huiles essentielles :

L’obtention d’HEs a été faite par hydrodistillation au Clevenger. Cette méthode consiste a
mettre les plantes en contacte directe avec 1’eau dans un ballon placé au dessus d’une source
de chaleur pendant 3 h. Le ballon est lié & une colonne qui communique avec un réfrigérant,
permettant la condensation des vapeurs d’eau chargée de gouttelettes d’HE. L’huile est
recueillie dans une burette graduée ou le volume est lu directement. Les huiles obtenues ont
été stockés dans des petits flacons a 4 °C

Figure 10: Extraction des HEs par hydrodistillation
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6. Etude du pouvoir antimicrobien :
6.1. Préparation d’inoculum :

-Ensemencement des souches se fait dans 5 ml de milieu Sabouraud a partir de gélose

inclinés, aprés incubationa 37 c° /24 h.

-La standardisation de l'inoculum a été faite avec du bouillon Sabouraud en utilisant un

colorimetre régler a 590 nm pour obtenir une D.O de 0.08 a4 0,1
6.2. Méthode de disque (Vincent) :

Cette méthode consiste a déposé undisque de 6 mm de @ imprégner d’un volume de 5 pl ou
d’un volume de 10 pl Ktz a une concentration de 86.6ug/ml au centre de la boite de Pétri
déja ensemencé (ensemencement par écouvillonnage) par I’inoculum standardisé (Bauer et
al, 1966). Aprés incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du @ de la zone

d’inhibition en mm a I'aide d’une regle graduée.

Boite de Pétri
- Souches test
Milicu de culture gélosé (Agar)

Disque imbibé d huile essenticlle

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 11 : Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Pibiri,
2005)

7.3. Méthode de microplaque a 96 puits :

Cette méthode permet d’évaluer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a I'ceil nu.
La microplaque contient 96 trous (puits), 12 puits horizontaux et 8 wverticaux. La lecture
des résultats se fait aprés incubation a 37 C° pendant 24h par I'absence ou la présence de

culture (Cuenca-Esterella et al, 2003).

E



Matériel et méthodes

7.3.1. Préparation de I’inoculum :

Dans un tube a hémolyse on met quelques goutes solution mére d’inoculum (qui est déja

incuber avant 24 h ou 48h), onajoute Sabouraud bouillon.

- Standardisation de I’inoculum a 102 UFC/ml (DO = 0,1- 0.08 & 590nm)

-Réalisation d’une série de dilution de 1/10, dans un tube contenant Sabouraud bouillon

afin d’obtenir un inoculum de 10 > UFC/ml

7.3.2. Préparation des solutions meres des HEs et de Ktz :

Les dilutions seront préparées dans des tubes a hemolyse stériles.

*
L X4

Pour les huiles :

L’huile essentielle a subi des dilutions successives au ¥ dans le bouillon Sabouraud en

ajoutant le Tween 80 pour une concentration de 1% dans le but d’avoir une miscibilité totale

de I'huile dans le bouillon. Une deuxiéme solution dite blanche a été préparée avec le bouillon

Sabouraud et le Tween 80 avec une méme concentration de 1%. Cette solution a été utilisée

pour compléter les dilutions successives de la premiére solution qui contiennent 1’huile

essentielle et afin que la concentration de Tween 80 reste la méme a 1% dans les différentes

concentrations préparées (Khadir et al, 2016)

>

Pour chaque Huile ona préparé :

SM : 410 pl Sabouraud bouillon + 80 pl d’HE+10pl Tween 80 (solution du 16%).
Dans 10 tubes, on dépose 250 pl de diluant (Sabouraud bouillon+Tween 80 1%).
A partir de la SM, on fait la préparation des dilutions décroissantes a raison %
jusqu’a 10°™ tube.

Les concentrations obtenues sont de 16 % jusqu’a 0.032%(160 pl/ml- 0.32pl/ml)
Pourle KTz :

SM :1 mgde Ktz+ 11.54 ml d’eau distillé stérile.

Dans 9 tubes, on dépose 500 pl d’eau distillé stérile.

A partir de la SM, préparation des dilutions décroissantes a raison de '; jusqu’au
10°M* tube.

Les concentrations obtenues sont de 86.9 pg/ml jusqu’a 0.15 pg/ml.
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7.4. Détermination du CM1 des HEs et du Kétoconazole vis-a-vis de Candida albicans :
i. Pour les HEs :

Pour chaque souches, on dépose horizontalement dans une rangée de la microplaque 180 pl
d’inoculum standardisé pour la souche étudier dans chaque puits .Puis on ajoute 20 pl de

chaque dilution du HE déja préparés dans des tubes a hémolyse.

On dépose dans les deux derniers rangés le contr6le positif (200 yl d’inoculum seulement) et

le control négatif (200 pl de bouillon Sabouraud seulement).
ii. Pourle Kétoconazole:

C’est la méme chose que pour les HEs, sauf qu’on a remplacé les concentrations d’HE par les

concentrations de KTZ.

7.5. Détermination de la CM|1 des HEs et du Kétoconazole combinés :
a. Principe de combinaison :

Le test de combinaison a été effectué en combinant les huiles essentielles avec un
antifongique qu’est le kétoconazole selon la méthode de Vitale et al, (2005), sur

microplaques de 96 puits.

Pour chaque huile on a préparé une série de dilutions dans 10 tubes a hémolyse avec des

concentrations décroissantes de 160 pl/ml jusqu'a 0.312ul/ml.

On a utilisé huit concentrations, 20l de chaque dilution sont déposés dans chaque puits de
microplaque horizontalement. Pius on ajoute 20l de chaque dilution de Ktz qui ont débutent

par une concentration du 69.2 pg/ml jusqu’au 0.54 pg/ml, déposé verticalement.

Ensuite on ajoute 160ul d’inoculum (10° UFC/puits) dans chaque puits, aprés incubation &
37°C pendant 24h.

Inte rprétation :
L’interprétation des résultats se fait en calculant la concentration fractionnelle inhibitrice CFI

en Anglais FIC pour « Fractional Inhibitory Concentrations »
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CMI de T'huile combiné avec le kétoconazole

CFI de I’huile =
CMI de I’huile seul

CMI de la Kétoconazole combiné avec 1’huile

CFI du kétoconazole =

CMI du kétoconazole seul

CFI = CFI de I’huile + CFI du kétoconazole (Mahboubi et Ghazian Bidgoli, 2010)
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1. Aspect des colonies :

L’aspect macroscopique de C.albicans présente des colonies blanches a créeme, lisses

et crémeuses.

Figure 12 : aspect des colonies
2-Observation microscopique :

Candida albicans est sous forme de blastospore qui représente des petites cellules
ovoides ; et chlamydospore qui est caractérisers par des structures terminales ou latérales

arrondies.

Figure 12 : Observation microscopique du Candida albicans sous un microscope optique

de grossissement x40.
3. Résultat de P’activité antifongique des huiles essentielles et du kétoconazole :
3.1-Méthode de disque :

Les résultats des zones d’inhibitions des HEs de 1’Origanum glandulosum, du Thymus
fontanesii, d’Ammoides verticillata, du Daucus crinitus et du kétoconazole sont présentés

sous forme d’histogramme dans la figure 13.
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Figure13: Diametre d'hinibition en(mm) par les quatres HEs et le Ktz selon la
méthode de disque .

Les résultats obtenus représentent une activité trés importante des huiles essentielles utilisées
sur les deux souches de candida albicans.

L’HE de A. verticillata a montré plus d’activité sur la souche ATCC10231 que le thym et
I’origan. La zone obtenue pour la souche ATTCC10231 est de 57 mm alors que pour IPP444
elle est de 51mm. (Annexe 2, photo 3). En comparant nos résultats avec celle obtenus par
Abdelouahid et Bekhechi (2004) ou ils ont trouvé des zones d’inhibition de 36 -41 mm

contre des souches de Candida albicans.
Tandis que pour la souche IPP444, I'huile d’origan était plus active que les autre HES.

Les zones d’mhibition wvarient d’un HE a un autre et méme d’une souche a une autre.
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Figure 15 : Les zones d’inhibition de déférents HEs testés.

L’HE d’Origanum glandulosum a montré plus d’activité sur la souche IPP 444(55mm) que
pour la souche ATCC10231 (30 mm) (annexe 1, photo 1).Nos résultats sont compatibles avec

celles obtenues par Bendahou et al, (2007).

Concernant L’HE de Thymus fontanesii la zone d’inhibition obtenue avec la souche
ATCC10231 était de 45 mm, alors que pour la souche IPP444 nous avons enregistré un
diameétre de 43mm (annexe 1, photo 2), nos résultat sont compatibles avec les résultats de

Haddouchi et al, (2009) ou ils ont obtenue des diamétres de 39 mm.

L.HE de Daucus crinitus a montré une activité modéré sur les deux souches puisque 1’effet
était moins que celui obtenu avec les deux HE de T. fontanesii et d’O. glandulosum, cette HE
a permet d’obtenir des zones de 14mm avec IPP444 et de 13mm avec ATCC10231.

On peut résumer ’effet antimicrobien des quatre HE en les classant du plus fort vers le plus

faible vis-a-vis des deux souches :
» Souche ATCC10231 :

Ammoides verticillata > Thymus fontanesii > Origanum glandulosum > Daucus crinitus.

\ Plantes phénoliques
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» Souche IPP444 -
Origanum glandulosum > Ammoides verticillata > Thymus fontanesii > Daucus crinitus.

On remarque que les plantes phénoliques ont une activités plus important que Daucus

crinitus.

Les résultats ont montré aussi que nos deux souches de Candida albicans sont sensibles au
kétoconazole (Annexe 2 : Photo4). Les zones d’inhibition se rapproches entre les souches,
ATCC10231 (19 mm) et (17 mm) pour IPP444, nos résultats sont compatibles avec ceux de

Carrilo-Munozet al (1996) ou ils ont trouvé une zone d’inhibition supérieur a (20 mm).

Figure 14 : Zone d’inhibition du kétoconazole.

4. Résultats du CMI :
4.1-Résultats de la CM1 des HEs et du Kétoconazole :

Les résultats des CMIs des HEs de I’ Origanum glandulosum, du T. fontanesii, d’Ammoides
verticillata, du Daucus crinitus et du kétoconazole sont présentés par le tableau 3 et par la
figure 16(Voir annexe 2, photo 5, 6, 7, 8, 12)
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Tableau 2 : résultats du CMI des Hes et Ktz

Huile Origanum Thymus Ammoides Daucus Kétoconazole
glandulosum fontanesii verticillata crinitus
Souches (i/ml) (i/ml) (I/ml) (/ml) (ng/ml)
ATCC10231 10 10 2.5 20 4.23
Ippddd 10 10 2.5 40 8.4

Souches du Candida albicans
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Figure 16:CMls des huiles essentiels et du Ktz pour les deux
souches

D’apres la figure 16, nous remarquons que les CMIs varient d’une H.E. une autre, nous
remarquons aussi que la CMI la plus faible a ét¢ obtenue par ’'HE d'Ammoides verticillata, a
la concentration 2.5ul/ml pour ATCC10231 et la méme pour IPP444.,

Aussi, la méme CMI a été obtenue vis-a-vis des deux souches par I'HE d’O.glandulosum et

Thymus fontanesii a la concentration de 10pl/ml.
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Alors que, pour I’'HE de Daucus crinitus la CMI est obtenue a la concentration de 20 pl/ml
pour ATCC10231, alors qu’elle est de 40 pl/ml pour IPP444.

La CMI de I’antifongique kétoconazole est obtenue a la concentration du 4.23 pg/ml pour la
souche IPP444 et 8.4ug/ml pour ATCC10231, nos résultats sont compatibles avec Amber et
al, (2010) qui ont trouvé la CMI du kétoconazole entre 5-9 pg/ml contre déférentes souches

de Candida albicans.
4.2-Résultats de la CM1 des HEs et du Ktz combinés :

Ona fait la combinaison des deux HEs seulement pour les HEs de Thymus fontanesii et de

Daucus crinitus, avec le Ktz
a) Combinaison de ’HE de Thymus fontanesii et Ktz :
Les résultats obtenus sont consignées dans le tableau 03. (Voir annexe, photo 9)

Tableau 03 : CMIs de I’'HE de Thymus fontanesii et du Ktz

Souche CMI pour le CMI pou I’'HE CMl pou le ktz | CMI pour 'HE
KTz seul T. fontanesii combiné combiné
(Hg/ml) % % %

ATCC10231 8.4 1 4.32 0.25

IPP44 4.23 1 2.16 0.25

D’apreés le tableau 03, on constate que les CMIs de la combinaison de I’'HE de T. fontanesii
est de I’ordre de 0.25 % et du KTz est de 2.16 ug/ml vis-a-vis de ATCC10231 et IPP444, de
ce fait on remarque que, les CMI sont moindre que les CMIs de PHE(1) et du Ktz testés

séparément. Par conséquent, il existe un effet de synergie. (Vital et al, 2005).

Afin de vérifier le type d’effet observé, on a calculé la Concentration Fractionnelle Inhibitrice

(CFI).Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 05 pour les deux souches :
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Tableau 5 : index de concentration fractionnelle inhibitrice de ’'HE de T. fontanesii et du

kétoconazole

Combinaison CFI ICFI
Thymus fontanesii 0.0025 0.502
Ktz 0.50

Selon Cantonetal , (2005):

» ICFI<05 — effetdesynergie
» 05<ICFI <4 = effetd’addition
» ICFI >4 = effet d’antagonisme

Notre ICFI calculé est de 0.502 quiest <0.5, donc il ya un effet de synergie entre I’HE de

Thymus fontanesii et du Ktz.
2.3- Résultats de la CMI de ’HE de Daucus crinitus et du Ktz combinés :

Pour la détermination de la CMI de D.crinitus et Ktz combinés, on a testés seulement sur la
souche ATCC10231. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 06 et la figure
17.(Voir annexe ,photo10)

Tableau 6 : CMIs de I’'HE de Daucus crinitus et du Ktz combinés

Souche CMI pour le CMI pou’HE | CMI poule ktz | CMI pour I’HE
KTzseul seul combiné combiné
(Hg/ml) (1l/ml) (1g/ml) (ul/ml)
ATCC10231 8.4 20 8.4 20

D’apres le tableau 6, on remarque que les CMIs de la combinaison de I’'HE de Daucus
crinitus et du Ktz vis-a-vis de ATCC10231 sont équivalentes aux de I’'HE et du Ktz testés
séparément, donc il y a un effet d’addition (Khan et Ahmad, 2011).

Afin de vérifier ’effet d’addition, on a calculé I’ICFI. Les résultats sont données le tableau 7
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Tableau 7: index de concentration fractionnelle inhibitrice de ’'HE de Daucus crintus et du

kétoconazole

Combinaison CFI ICFI
Daucus crintus 1 2
KTz 1

ICFI est égale de 2 qui 0.5 <ICFI <4, le résultat confirmé qu’il ya un effet d’addition entre

I’'HE de Daucus crintuset le KTz combiné.

L’effet anti Candida des HE est di a I’augmentation de la perméabilité de la membrane
plasmigue suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et
donc la mort de la levure.

En effet, les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisément leurs
groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes

membranaires et degradent la membrane plasmique des levures (Cox et al, 2000).

Concernant les combinaisons des huiles essentielles de T. fontanesii et de D. crinitus avec le
Kétoconazole, Des résultats similaires ont été observés par Khanet al,(2011) lorsque il a
démontré I’effet synergique de ’'HE de S. aromaticum avec le Fluconazole, de méme, Shin
et Kan 2003 ont testé I'effet la combinaison du Kétoconazole avec ’'HEs de A. rugosa Vvis-a-

vis un champignon Agastache rugosa le résultat était un grand effet de synergie.

L’usage de HEs pour combattre les infections causé par I’espéce C. albicans semble unbon
moyen puisque ce pathogéne a montré toujours des sensibilités au essences végétales, de plus
jusqu’a présent, les huiles essentielles ne sont utilisées en aromathérapie que pour usage
externe et I'espéce C. albicans est connue comme un agent incriminé dans les infections de la
peau et les tissus mous et d’autre endroit externe du corps, par conséquent les huiles
essentielles constituent une bonne solution pour ces infections surtout avec I’augmentation

accrue des résistance au antifongiques
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Conclusion géenérale

L’objectif assigné a cette é¢tude était d’évaluer I’effet inhibiteur des huiles essentielles d’ouest
d’Algérie sont d’O. glandulosum, A. verticillata, D. crinitus et T. fontanesii sur des souches
de C. albicans, ainsi que d’étudier la combinaison entre certains de ces H.E et I'antifongique
le kétoconazole.

Les HE ont montré des activités fortes mais différentes d’une huiles a une autre, I’'HE de A.
verticillata a montré un effet trés remarquable suivi par O. glandulosum, T. fontanesii et D.
crinitus  respectivement. Les combinaisons de T. fontanesii et de D. crinitus avec
Kétoconazole ont donné des effets de synergie et d’addition respectivement.

Ces résultats sont encourageants en terme de lutte contre ce pathogéne nosocomiale puisque
les effets des huiles était trés fort d’un coté et d’un autre coté aucun antagonisme n’a été
décelé des deux huiles test¢ d’ans le teste de combinaison. Cela confirme 1’usage de ces
plantes aromatiques et médicinales par les populations anciennes comme un moyen effeicace
pour lutter contre les muqueuses.

Vu les résultats obtenus, il serait intéressant de valoriser ces plantes aromatiques par
L’¢laboration des produits pharmaceutiques a base d’huiles essentielles telle que les
pommades, les lotions, les gels pour le traitement des infections et des aéro-sols pour la
désinfection atmosphérique des établissements de santé ; faires des tests in vivo pour savoir la
réponse de l'organisme vis-a-vis de ces huiles essentielles et la pharmacocinétique de ces
derniers dans l’organisme, et en fin d’élargir I’étude sur d’autres huiles essentielles des

plantes locales et d’autre antifongiques.
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Annexe 1

Matériels et produits utilisées :

o

Boites de pétri

>

Anse de platine

o
A5

*
L X4

Autoclave

X/
L X4

Baro-magnétique

R/
L X4

Bec de bunsen

X/
L X4

Becher

*
L X4

Bouillon Sabouraud liquide

o
%

% Colorimétre (spectrophotometre)

% Disque de papier Whatman

>

% FEaudistillé stérile

% Eauphysiologique stérile

% Ependorf

< Eprouvette

% Incubateur 37C°

% Micropipette

% Microplaque a 96 trous

% Milieu de culture Sabouraud
% Tube a hémolyse

<+ \ortex

7/
L X4

Plaque chauffante

X/
L X4

Ecouvillons

R/
L X4

Poupinelle (four pasteur)

X/
L X4

Tubes a vis

Le matériel doit étre stérilisé avant chaque manipulation.
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Annexe 2

Tableau 01 : Les diamétres des zones d’inhibition des HEs et du kétoconazole.

Les souches ATCC 10231
Les HEs et Ktz

Origanum glandulosum 30 mm 55 mm
Thymus fontanesii 45 mm 43mm
Ammoides verticillata 57 mm 51mm
Daucus crinitus 13 mm 14 mm
Kétoconazole 19 mm 17 mm

Souche IPP444 Souche ATCC10231

Photo 1 : Aromatogramme de I’HE d’Origanum glandulosum
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Souche IPP444 Souche ATCCC10231

Photo 2 : Aromatogramme de ’HE de Thymus fontanesii

Souche ATCC10231 Souche IPP44

Photo 3 : Aromatogramme de ’HE d'Ammoides verticillata

Souche ATCC10231 Souche IPP44

Photo 4 : Aromatogramme du Kétoconazole
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Photo 7 : CMI du PHE de Daucus crinitus
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Photo 8 : CMI du ’'HE de Thymus fontanesii
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Photo 9 : Combinaison du Thymus fontanesii avec le Ktz

Photo 10: Combinaison du Thymus fontanesii avec le Ktz
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Photo 12:CM 1 du Kétoconazole
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Résumé :
Titre : Effet inhibiteur de quelques huiles essentielles sur Candida albicans

Candida albicans est un pathogene opportuniste nosocomial impliqué dans de nombreuses infections.
Dans ce travail nous avons évalué la sensibilite de deux souches de références ; ATCC 10231 et IPP
444 a quatre huiles essentielles (HEs) issues de plantes aromatiques de I’ouest de I’ Algérie sont ;
Origanum glandulosum, Thymus fontanesii,, Daucus crinitus et Ammoides verticillata par deux
méthode : la méthode de disque et . Nous avons évalué également la combinaison des HEs de T.

fontanesii et D. crinitus avec I'antifongique Kétoconazole.

Les résultats ont montré que 'HE de A. verticillata a présenté plus d’effet que les autres HE suivi par
O.glandulosum, T. fontanesii et D. crinitus respectivement. Les combinaisons de T. fontanesii etde D.

crinitus avec Kétoconazole ont donné des effets de synergie et d’addition respectivement.

Mots clés : Candida albicans, activité antifongique, huile essentielle, Ammoides verticillata Thymus
fontanesii, Origanum glandulosum , Daucus crinitus, kétoconazole.

Abstract:
Title: Inhibitory effect of some essential oils against Candida albicans

Candida albicans is pathogenic opportunist implied in many nosocomial infections. In this work we
evaluated the Sensibility of two references strains; ATCC 10231 and IP 444 to four essential oils
(HEs) resulting from aromatic plants of the west of Algeria are; Origanum glandulosum, Thymus
fontanesii, Daucus crinitus and Ammoides verticillata. We also evaluated the combination of HEs of
T. fontanesii and D. crinitus with antifungal Kétoconazole. The results showed that the HE of A.
verticillata presented more effect than other HE S. The combinations of T. fontanesii and D. crinitus
with Kétoconazole gave effects of synergy and addition respectively.

Keywords: Candida albicans, antifungal activity, ketoconazole, essential oil , Ammoides verticillata
Thymus fontanesii, Origanum glandulosum , Daucus crinitus,






