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Introductiont .

epuis longtemps I'homme reconnait et utilise les plantes pour se nourrir et pour
traiter diverses maladies. Les plantes aromatiques constituent une richesse
naturelle trés importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance
des propriétés a mettre en valeur. Les propriétés des plantes dépendent de la
présence d’agents bioactifs variés et appartenant a différentes classes chimiques (Mailhebiau,
1994).Ces propriétés, dues souvent a la fraction d'huile essentielle (HE), peuvent étre mises a

profit pour traiter les infections ou conserver les aliments.

Une HE est un produit odorant, de composition complexe, obtenu a partir d'une
matiere premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit

par distillation seche, soit par un procédé mécanique sans chauffage (Bruneton, 2009).

Les HEs s’opposent au développement des germes tels que les bactéries pathogenes y
compris les souches habituellement antibiorésistantes les champignons responsables de
mycoses dont les doses actives sont en général faibles et se traduisent soit par I’inhibition de

la croissance des micro-organismes soit par un effet Iétal (Crémieux, 1990 ; Bruneton, 1993).

L'Algérie par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un
grand nombre de plantes aromatique et meédicinales y pousse spontanément. Pour cela,

I'intérét porté a ces plantes n'a cessé de croitre au cours de ces dernieres annees.

Notre travail comporte deux parties, la premiére partie est consacrée pour la synthese
bibliographique qui est composée de trois chapitres principaux. Le premier chapitre est dédié
a I’étude des HEs. Le deuxiéme chapitre est consacré a 1’étude des deux plantes qui ont servis
pour cette étude (Rosmarinus officinalis L.etThymus capitatusL.). Le troisieme chapitre

portera sur une étude mycologique de ’espece fongique étudiée.

Dans la deuxiéme partie, nous avons testés le pouvoir antifongique des HEs de deux plantes
aromatiques endémiques de I’est algérien contre des isolats cliniques d’Aspergillus niger

responsable d’otomycose.

Les objectifs de notre étude, s’articule autour des trois points suivants :

» tracé le profil chimique des HEs qui ont été choisie pour cette étude.
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> évaluation par contact direct de la propriété antifongique des HEs contre une
espece fongique responsable d’otite clinique.

> testé la fraction volatil de ces HEs contre cette méme espéce fongique.
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I. Les huiles essentielles (HES)

1.1 Définition des HES

Plusieurs définitions sont disponibles des HEs.

Les huiles essentielles sont généralement des mélanges des principes volatils contenus dans
les végétaux (Bruneton, 1999).

La définition donnée par (Afnor, 2000). Est la suivante : « les HEs sont des produits
obtenus a partir d’une matiére premiere d’origine végétale soit par entrainement a la vapeur
d’eau soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus soit par distillation
séche ».

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés également
substances organiques aromatiques liquides qu'on trouve naturellement dans diverses parties
des arbres des plantes et des épices elles sont volatiles et sensibles a I'effet de la chaleur elles
ne contiennent pas de corps gras (Yahyaoui, 2005).

1.2 Classification
Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens et grace a I’indice aromatique

Obtenu par des aromatogramme les HES sont classées en groupes.

e Les huiles majeures.
e Les huiles mediums.

e Les huiles terrains (Chakou et Bassou, 2007).

1.3 Localisation des HEs dans la plante

Les HEs sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées Elles sont alors
stockées dans des cellules a HE (Lauraceae ou Zingiberaceae).dans des poils sécréteurs
(Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux
sécreteurs (Apiacieae ou Asteraceae). Elles peuvent aussi étre transportées dans 1’espace
intracellulaire lorsque les poches a essences sont localisées dans les tissus internes. (Bruneton,
1993 ; Anton et Lobstein, 2005).

1.4 La composition chimique des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui
appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes :

e le groupe de terpénoides.
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le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

D’aprés (Guenter, 1975).La structure des composés des HEs est constituée d’un

squelette hydrocarboné, constituant une chaine plus ou moins longue. Sur ce squelette de base

est souvent présent un ou plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La majorité

des sites fonctionnels sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes d’oxygene, pour

quelques groupes fonctionnels azotés ou soufrés. Selon (Bruneton, 1999). Cette structure

varie en fonction du nombre d’atomes de carbone qui les constitue :

Les monoterpenes.

Les sesquiterpenes.

Rarement les diterpénes.

Du caractére sature ou insaturé des liaisons.

De leur agencement : linéaire ou cyclique.

De la configuration spatiale (forme de chaise, de bateau, de triedre...).

De la nature des groupes fonctionnels a savoir :
v Terpénes : R1-HC=CH-R2.

Alcools terpéniques : R-OH.

Cétones : R1-CO-R2.

Phenols : C6H6-OH.

Aldéhydes : R-CHO.

Esters : R1-COO-R2.

Ethers : R1-O-R2.

NS NE N N N

1.5 Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les HEs forment un groupe tres

homogeéne (Bruenton, 1993). Les principales caractéristiques sont :

Liquides a température ambiante.

N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

Volatiles et tres rarement colorées.

Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpenes.

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice élevé

cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira 1’effet inverse.




Chapitre | : Généralité sur les huiles essentielles: 1 Etude Bibliographique

e Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants
organiques mais peu solubles dans I’eau.

e Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés
asymétriques.

e Tres altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a
la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la

lumiére et de I’humidité (Zabeirou et Hachichou, 2005).

1.6 Roles et propriétés des huiles essentielles
Le r6le des HEs dans la physiologie de la plante reste encore mal connu. Toutefois, les
parfums émis jouent un role attractif pour les insectes pollinisateurs (Deroin ,1988). De plus,
en régle générale les HEs constituent un moyen de défense naturel contre les insectes
prédateurs et les microorganismes. Les substances émises sont dans ce dernier cas appelées «
phytoalexines ». Ce type de toxine n’est produit qu’en cas d’infection et n’entre donc pas dans
la composition d’une huile essentielle provenant d’une plante saine (Mann ,1987).
L’intérét pour les produits naturels dans I’alimentation et dans [D’industrie
pharmaceutique est grandissant (Baratta et al.1998) ont réalisé une expérience visant a mettre
en évidence les propriétés antimicrobiennes, antifongiques et antioxydantes de plusieurs

huiles essentielles.

1.7 Action biologique, effets thérapeutiques

Les HEs possédent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles sont
utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne (Pellecuer et al.1980) ou au niveau de la microflore vaginale (Viollon, 1993).Et
d’origine fongique contre les dermatophytes (Chaumont et al. 1989).

Cependant, elles possédent également des propriétés cytotoxiques (Sivropoulou et
al.1996). Les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents
antimicrobiens a large spectre. De nombreuses études ont montré que I’activité biologique
d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes
fonctionnels des composés majoritaires (Lahlou, 2004) et les effets synergiques entre les
composants. Ainsi la nature des structures chimiques qui la constituent, mais aussi leurs

proportions jouent un réle déterminant (Pibiri, 2006).
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La description de quelques principales propriétés thérapeutiques observées lors de
l'utilisation des HES sont : des propriétés Anti-infectieuses, des propriétés anti-

inflammatoires, des propriétés digestives, des propriétés anti oxydantes.

1.7.1 Des propriétés Anti-infectieuses
e Antibactériennes
Les HES ont une double action contre les microbes : elles peuvent les tuer (effet
bactéricide) et elles en arrétent la prolifération (effet bactériostatique). Plusieurs travaux
montrent que les HE et leurs composés majoritaires ont un effet antimicrobien vis-a-vis des
bactéries a Gram négatif et a Gram positif (Carson et Riley, 1995). L’effet des composés
quantitativement minoritaires n’est parfois pas négligeable (Tantaoui et al.1993).
e Antivirales
Les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les HESs, ce qui
confere a ces derniéres la capacité de combattre certaines pathologies virales. Plus d’une
dizaine d’HEs possédent des propriétés antivirales. Par exemple, 'HE de Ravintsara
(Zahalika, 2010).
e Antifongiques
Les HEs utilisées pour leurs propriétés antifongiques sont nombreux,
Cependant la durée du traitement sera plus longue. Par exemple, les HEs de Cannelle, de Clou
de girofle ou de Niaouli sont des antifongiques (Zahalika, 2010).
e Antiparasitaires
Les molécules aromatiques possédant des phénols ont une action puissante contre les
parasites. Le thym a linalol et la sarriette des montagnes sont d’excellentes HE antiparasitaires
(Zahalika, 2010).

1.7.2 Des propriétés anti-inflammatoires

Les aldéhydes contenus dans un grand nombre d’HESs ont la propriété de combattre les
inflammations. Un cas exemplaire est celui des huiles essentielles de clou de girofle qui calme
les douleurs dentaires (Zahalika, 2010).

1.7.3 Des propriétés digestives
Les HEs ont une action manifeste sur le systeme digestif. Elles sont efficaces contre la

formation de gaz au niveau abdominal (HEs de basilic, d’anis) et elles favorisent la formation




Chapitre | : Généralité sur les huiles essentielles: 1 Etude Bibliographique

des sucs gastriques nécessaires a une bonne digestion (HEs de cumin, d’estragon, de menthe
poivrée) (Zahalika, 2010).

1.7.4 Des propriétés anti oxydantes

Depuis une quinzaine d'années, la recherche d'antioxydants naturels ou d'extraits a
pouvoir antioxydant a suscité beaucoup d'intérét. Par conséquent, les HEs sont considérées
comme des ressources potentielles de molécules bioactives naturelles, qui ont été étudiées
pour leurs propriétés anti oxydantes.

Les composés phénoliques, comme le thymol, le carvacrol et 1’eugénol font partie des
molécules des HE présentant les plus fortes activités anti oxydantes ainsi que d’autres
composés qui contribuent & cette activité tels que les mono terpénes alcools cétones,
aldéhydes, hydrocarbures et éthers (Gabriel et al.2013).

1.8 Utilisation des huiles essentielles

Traditionnellement, les HEs sont présentes dans le processus de fabrication de
nombreux produits finis destinés aux consommateurs. Ainsi, elles sont utilisées dans
I’agroalimentaire (gateaux, biscuits, soupe, sauce, chewing-gum, chocolats, bonbons...).

Pour aromatiser la nourriture. Elles sont également utilisées dans 1’industrie de la
parfumerie, de la cosmétique et de la savonnerie. On les utilise aussi dans la fabrication des
adhésifs (colle, scotch ...) et celle de la nourriture pour animaux, dans 1’industrie automobile,
dans la préparation des sprays insecticides. L'homéopathie et l'aromathérapie sont des
exemples courants d'usage d'huiles essentielles en médecine douce, et leur popularité s'est

accrue d'une fagon considérable ces dernieres années (Bakkali, 2007).

1.9 Les voies d’administration
Les HEs peuvent étre administrées soit par :
e La voie olfactive a diffuser ou a respirer.
e La voie orale avec du miel, un morceau de sucre, de la mie de pain ou directement sur
la langue.
e La voie cutanée directement sur la peau ou mélangée avec une huile végétale
(Zahalika, 2010).

1.10 Toxicité des huiles essentielles :
Plusieurs HE sont connus pour leur toxicité : c’est le cas, par exemple, des essences a

anéthol a action convulsivante a forte dose ; il en est de méme des essences a thuyone (thuya).
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Notons que les essences absorbées seules comme médicaments, en usage interne
(aromathérapie). Peuvent présenter une certaine toxicité (Binet et Brunel, 1968).

Les HEs doivent étre prises a bon escient et & doses adaptées afin d’éviter de
dommageables effets secondaires, parce que I’efficacité et la toxicité ce n’est souvent qu’une

question de quantité (Scimeca, 2007 ; Lambert, Skandamis et al.2001).

I.11 La conservation d’HEs
Extrait dans de bonnes conditions a partir de plantes saines par distillation, les HE se
conservent longtemps si elles sont protégées de la lumiére et de la chaleur (Zahalika, 2010).
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Il. Présentation des espéces végétales étudiées
I1.1 Rosmarinus offcinalis L.

11.1.1 Définition

En général c’est une plante odorante a tiges quadrangulaires, a feuilles opposées
décussées sans stipules et fleurs réunies en cymes axillaires plus ou moins contractées
simulant souvent des verticilles ou encore condensées au sommet de tige et simulant des épis
(Messaili, 1995).

11.1.2 Caractéristique botanique et classification du Rosmarinus officinalis L.

Les feuilles sont étroitement lancéolées linéaires, faibles et coriaces, les fleurs d’une
bleue pale, maculées intérieurement de violet sont disposées en courtes grappes denses
s’épanouissent presque tout au long de I’année (Gonzalez et al.2007 et Atik et al.2007).

Le tableau 01 représente la position systématique de Rosmarinus officinalis L.

Tableau 01 : Position taxonomique de Rosmarinus officinalis L. (Quezel et Santa, 1963)

Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales (labiales)
Famille Lamiaceae

Genre Romarinus

Espéce Officinalis

11.1.3 Habitat

Originaire des régions méditerranéennes, le Romarin pousse spontanément dans le sud

de I’Europe. On le cultive dans le monde entier a partir de semis ou de boutures au printemps.

Il apprécie les climats chauds, modérément secs, les branches récoltées pendant 1’été

sont séchées a I’air et a ’ombre (Heinrich et al.2006).
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11.1.4 Utilisation

Le romarin est souvent cultivé pour son HE, dans la médecine traditionnelle ses parties
ariennes sont utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale, les dysménorrhées et
comme antispasmodique.

I1 est considérée utile pour contrdler 1’érosion du sol (Heinrich et al. 2006).
L’huile du romarin a été largement répandue pendant des siecles comme un des ingrédients en
produits de beauté savons, aussi bien pour ’assaisonnement et la conservation des produits
alimentaires (Arnold et al. 1997). L’HE du Romarin est utilise comme un agent antibactérien,
antifongique (Wollinger et al.2016).

11.1.5 Ecologie

Le romarin est retrouvé a 1’état sauvage. Il peut étre cultivé. C’est la plante la plus
populaire dans le bassin méditerranéen (Emberger, 1960). En Algérie nous la trouvons dans
les jardins, les parcs des sociétés, des écoles...et les zones cultivées a I’entrée, Elle se trouve

toujours en bordure sous forme d’une bande odorante.

11.1.6 Composition biochimique d’HE de Romarin

I’HE du romarin (1 & 2 % dans la plante) contient : de ’a. pinéne (7 a 80%), de la
verbénone (1 a 37%) , du champhre (1 a 35%) , de I’eucalyptol ( 1 a 35%) , du bornéol (4 a
19%) , de l’acétate de bornyle ( jusqu’a 10%), et du camphéne ( Bellakhdar, 1997) et de la
résine ( Beloued, 1998), 1,8-Cineole (31.50%), a-pinene (18.33%), camphor (9.72%), o -
Terpineol (9.42%) et Borneol (5.05%) (Ksouri et al.2017).

11.1.7 Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du romarin

Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :

e Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres
respiratoires (Lemonica et al.1996).

e Anti bactériennes, antimutagéniques, anti oxydantes (Ibenez et al.2000).

e Anti-inflammatoires, anti métastasiques (Cheung et al.2007).

e Inhibition de la genese des tumeurs mammaires (Singletary et al.1991). et la

prolifération des tumeurs cutanées (Huang et al.1994).
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D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases d'initiation
et de promotion de cancérogénese (Offond et al.1995). Carnosol du romarin posséde une

activité antivirale.

Contre le virus du SIDA (HIV) (Aruoma et al.1995) alors que I’acide carnosique a un
effet inhibiteur trés puissant contre la protéase de HIV (Paris et al. 1993).

11.2 Thymus capitatus L.
L'origine du nom sujette a diverses interprétations : Thym proviendrait du mot latin
"thymus" qui signifie "parfumé", et a partir du mot grec "thumus" qui signifie "courage".

Le thym appartient a la famille des Labiacées, environ 215 espéces sont cultivées dans
le monde (Ebrahimi et al. 2008). En Algérie, il est représenté par de nombreuses especes qui
ne se prétent pas aisément a la détermination. Citant ainsi quelques espéces connues en

Algérie, T.vulgaris, T.serpyllum, T.algeriensis, T.hirtus, T.fontanésii (Quezel et Santa, 1963).

11.2.1 Description et classification systématique de Thymus capitatus L.

C’est un arbrisseau nain a odeur fortement aromatique de 20-50cm de haut, a rameaux
dressés a érigés, ligneux, clairs, jeunes blanc feutré, souvent seules les touffes des aisselles
feuillues.

Feuilles des longues pousses caduques si sécheresse, sessiles, presque triangulaires,
linéaires, pointues, 6-12 cm de long, 1-1,8 mm de large, bord £ plat, + nu, ciliées a la base, les
2 faces vert-gris ponctués de glandes. Pseudo verticilles en inflorescences denses, Calice 1
mm de long, Iévre supérieure a 3 dents, plus courte qu’inférieure a 2 dents, toutes les dents
ciliées, Tube calice, au contraire de toutes les autres espéces de Thymus. A 20-22 nervures,
aplaties au dos. Corolle rose-pourpre, jusqu’a 1 cm de long, bilabiée. Lévre supéricures a 2
fentes, 4 étamines (Bayer, 2005).

Le tableau 02 représente la position systématique de T capitatus L.
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Tableau 02 : Position taxonomique deT capitatus L. (Quezel et Santa 1963)

Taxonomie Description

Régne Plante
Embranchement Angéosperme

Sous embranchement Eudicots

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsita
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales (Labiales)
Familles Lamiaceae (Labiacées)
Genres Thymus

Espece capitatus

11.2.2 HEs de T. capitatus L.

T.capitatus est une plante qui se caractérise par sa teneur importante en H.E (=1%), la
composition chimique de cette H.E a montré que le carvacrol était caractérisé comme la
substance active principale avec un pourcentage majoritaire qui depasse les 55% en Algérie
(Ouchikhi ,2009), mais ce composé est aussi présent a une teneur plus faible en Maroc
(<20%) (Amarti ,2008).

11.2.3 Activités biologiques de T. capitatus L.

Les HEs de thymus sont largement utilisées comme agents antiseptiques dans plusieurs
domaines pharmaceutiques et comme aromatisants pour de nombreux types de produits
alimentaires (Papageorgio, 1980). Les huiles essentielles de plusieurs espéces de thym ont
déja prouvé leurs propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydant (Benjilali, 1987 ;
Pellecuer ,1980).

11.2.4 Usages traditionnelles

T. capitatus est trés utilisé en médecine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles
sont utilisées en infusion contre la toux, en décoction pour guérir les maux de téte,
hypertension et gastrites, en usage externe comme cicatrisants et antiseptiques (Guy Gilly,
2012).
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III. Généralités sur Aspergillus niger
I11.1 Définition

Aspergillus niger est un champignon filamenteux haploide qui est utilisé pour la gestion
des déchets et des biotransformations en plus de ses utilisations industrielles, telles que la
production d'acide citrique et d'enzymes extracellulaires.

On le trouve le plus souvent dans la végétation, le sol ou les plantes en décomposition,
mais on ne peut le considérer comme particuliérement dangereux par rapport a Aspergillus
fumigatus, l'agent pathogéne le plus répandu dans I'air. Aspergillus niger, la moisissure la plus
abondante trouvée dans l'environnement, a également été la source de plusieurs composés

bioactifs et d'enzymes industrielles (Schuster et al. 2002).

111.2 Position systématique d'Aspergillus niger

Dans le tableau 3 représente la position systématique de cette espéce de moisissures.

Tableau 03 : La position systématique d'Aspergillus niger (Alexopoulos, 1979)

Regne Myceétes (Fungi)
Embranchement Amastigomycota
Sous-Embranchement Deutéromycotina
Classe Deutéromycetes
Ordre Oniliales (hyphales)
Famille Moniliacéaes
Genre Aspergillus

Espéce niger

111.3 Ecologie

De nombreux Aspergillus noirs ont été isolés du monde entier. Aspergillus niger est un
champignon filamenteux qui se développe en aérobiose sur la matiere organique. Dans la
nature, on le trouve dans le sol et de la litiere, dans le compost et le matériel vegétal en

décomposition.

Aspergillus niger est capable de croitre dans la plage température large de 6-47 ° C

avec une température relativement élevée avec un optimum de 35 a 37 ° C. La limite d'activité

11
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de l'eau pour la croissance est 0,88 (aw) qui est relativement élevée comparativement aux

autres especes d'Aspergillus.

Aspergillus niger peut pousser sur une trés large gamme de pH : 1,4-9,8.Ces capacités
et l'abondante production de conidies, qui sont distribués par l'intermédiaire de Iair,
garantissent I'occurrence omniprésente de I'espece, avec une fréquence plus élevée aux lieux
chauds et humides (Rippel-Baldes ,1955).

111.4 Morphologie
I11.4.1 Caracteéres culturaux et Aspects macroscopiques

Ce champignon croit facilement sur milieu de Czapek (Quatresous, 2011), PDA,
milieu gélosé (Gacem, 2011), une colonie peut atteindre 3 a 4 cm en 10 jours, le mycélium
extensif hyalin en grande partie immergé dans la gélose. Les colonies apparaissent d’abord
blanches, puis jaunes, et enfin granuleuses noires.

En effet, ce champignon produit également du mycelium aérien blanc et de trés
nombreuses structures sporiferes érigées, pulvérulentes, brun-noir, qui est généralement
disposees en cercles concentriques. Le verso est incolore a jaune. Un exsudat jaune pale peut
étre produit en toutes petites gouttelettes.

Cette espéce a une croissance rapide, avec un optimum thermique compris entre 25 et
30°C, mais il peut pousser jusqu’a 42°C. Son développement est aussi inhibé par I’actidione

(Quatresous, 2011).

12
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Figure 01: Aspects macroscopiques d’Aspergillus niger (Briki et al. 2013)

111.4.2 Morphologie microscopique

La multiplication de cette espece est végétative. Il n’y a pas de reproduction sexuée
connue, ni présence de « Hiuille cells ». On observe alors des tétes conidiennes larges, brun-
rouge trés sombre a noir, tout d’abord sphériques et secondairement radiées. Elles sont portées
par de longs conidiophores (1,5 a 3 mm de long) qui présentent une paroi épaisse, lisse et

incolore. La vésicule est globuleuse, brune, et de grande taille (40 & 70 um de diamétre).

Les phialides, trés serrées, sont insérées sur la vésicule par I'intermédiaire de métules
disposees sur tout le pourtour de la vésicule. Métules et phialides sont légerement teintées de
brun. Les conidies sont produites en tres longues chaines qui, au fil du temps, ont tendance a
se regrouper en plusieurs colonnes compactes. Elles sont typiquement globuleuses, brunes,

échinulées a trés verruqueuses, et mesurent 3,5 a 5 um de diametre.

La pigmentation n’est pas répartic de fagon uniforme sur toute la surface de la conidie,
mais correspond a des granulations ornementales regroupées en crétes irrégulierement
distribuées. La téte aspergillaire est donc bisériée radiée, et noire a maturité (Quatresous,
2011).

13
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Figure 02 : Aspects microscopiques d’Aspergillus niger (Briki et al. 2013)

111.5 Pathogénicité d'Aspergillus

Au niveau de l'industrie, les espéces d'Aspergillus sont d'une grande importance en
raison de leur large production d'enzymes, principalement dans le domaine de I'alimentation,
associée a la production de protéines hétérologues (Vries et Visser, 2001).Comme certaines
espéces de levures pathogénes, de champignons filamenteux dans certaines circonstances, ils
ont la capacité d'étre pathogenes chez I'homme, étant I'une des formes opportunistes les plus
importantes. Environ 20 espéces d'Aspergillus sont associées a des infections humaines

principalement caractérisées par des maladies pulmonaires (Ziani et al. 2009).

Cependant, la grande majorité des cas d'aspergillose ne sont causés que par un petit
nombre d'espéces, en particulier A. fumigatus, A. niger, A. terreus et A. flavus, qui ont la
capacité de s'adapter a la croissance in vivo lorsque la réponse immunitaire est compromise.
En outre, ils peuvent provoquer dautres maladies, souvent chez des individus
immunodéprimés (Sullivan et al. 2011). Aspergillus fumigatus est responsable de pres de 90%
des infections chez I'homme (Wang et al. 2009).

14
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I11.5.1 La Pathogénicité d’Aspergillus niger
A .niger est généralement considéré comme un champignon non pathogene largement

distribué dans la nature. Les humains sont exposés a ses spores tous les jours sans que la

maladie ne devienne apparente.

Dans de rares cas, A. niger a pu coloniser le corps humain comme un envahisseur
opportuniste et dans presque tous ces cas, les patients ont des antécédents de maladie grave ou
de traitement immunosuppresseur (Schuster et al. 2002).

15
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I. Matériel et Méthodes :

I.1. Matériel :
I.1.1. Materiel végétal :

Dans notre étude, le matériel végétal est constitué de deux plantes aromatiques
spontanées dans 1’est algérien, Rosmarinus officinalis L. qui a été collecté le mois d’avril 2015
dans leur habitat naturel de la région chaine de Gora (latitude : 35.9162, longitude : 8.1276) de
la commune d’Ouenza, wilaya de Thessa. Les feuilles et les sommités fleurées de la deuxieme
plante aromatique, Thymus Capitatus L., a été récoltée dans le mois de juillet 2015 de la région
Ouled Chiha de la commune Hammam Ouled Ali (latitude : 36.5855, longitude : 7.3556) de la
wilaya de Guelma.

Le séchage des feuilles et des sommités fleurées des deux plantes est réalisé a une
température ambiante et a I’abri de la lumié¢re afin de préserver au maximum 1’intégrité des
molécules, le matériel végétal de romarin et de thym est conservé dans des sacs en papier a

I’abri de la lumiére et de I’humidité.

1.1.2. Matériel fongique

L’activité antifongique des deux HEs est évaluée sur trois isolats cliniques d’Aspergillus
niger responsable d’otomycose des humains, détectés dans la région de Guelma. Nous avons
testés également la souche de référence de cette méme espece CTM 10099 (origine : Centre de

Biotechnologie de Sfax).

1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction d’huile essentielle

L'extraction des HEs des plantes a été effectuée par hydro distillation dans un appareil
de type Clevenger. 200g de la plante seche a été introduite dans un ballon de deux litres, on 'y
ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les
débordements de I’ébullition. L’ensemble est porté a ébullition pendant 3 heures a partir du
début d’ébullition. Les vapeurs chargées d’HE passent a travers le tube vertical puis dans le
serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites
s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. L’HE et I’eau se séparent par
différence de densité, surnage a la surface de cette derniere. Les HES récupérées dans de petits

flacons opaques et stockée a -18°C.
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Figure 03 : Extraction des HEs par hydrodistillateur de type Clevenger
1.2.2. Détermination du rendement d’extraction
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en HE est défini comme étant le rapport
entre la masse d’HE obtenue aprés I’extraction (M') et la masse de la matiére végétale utilisee

(M). Le rendement est exprimé en pourcentage (Rwe), il est exprimé par la formule suivante :

Ree (%) = M’/M x100

1.2.3. Evaluations de P’activité antifongique
Trois techniques ont été adoptées pour 1’évaluation de ’activité antifongique des HES

étudiées a I’égard des souches fongiques qui ont été servis a cette étude.

a. Diffusion sur gélose Mueller Hinton (Méthode des disques)
C'est une méthode trés utilisée afin d’évaluer la sensibilité des champignons filamenteux

vis-a-vis des substances antifongiques. C’est la technique M51-A adaptée et standardisée en
2010 par Clinical and laboratory Standards Institute (CLSI). Le milieu de culture recommandé
est le Mueller Hinton.

L'inoculum est ajusté par numération des spores fongiques sur cellule de Malassez pour
avoir une concentration cellulaire de 0.4 a 5 x 10° CFU/ml. Aprés ensemencement des boites
de pétri contenant de la gelose Mueller Hinton par écouvillonnage, les boites sont ensuite

séchées a proximité du bec bunsen. Des puits de 6 mm de diameétre sont créés a I’aide d’une

17



Etude de I’activité antifongique des HEs de Romarin et de thym contre A. niger =———————21Ftude pratique

pipette pasteur sur la gélose préalablement ensemencée avec le champignon a tester. Ces
derniers, sont ensuite remplis de différentes doses d'HE a tester (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 et 100ul). Ensuite, les boites sont laissées pendant 15 & 20 minutes sous la haute a la
température ambiante avant d'étre mises a incuber dans une étuve a 27°C pendant sept jours.
La lecture des résultats est assurée par la mesure de la zone d’inhibition (halo clair) au tour
des puits de différentes doses (Hayes et Ward, 1986). Un control négatif a été lancé en paralléle

a I’eau distillée. Dans la présente étude, tous les biotestes ont été répétés trois fois.

b. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et fongicide
(CMF) sur microplagque (méthode de micro dilution) :

La methode M38-A qui a éte decrite par CLSI en 2008. Cette méthode de référence
permettant la détermination des valeurs de CMI et CMF d’une substance antifongique
testée. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la
concentration la plus faible de la substance antimicrobienne qui inhibe la croissance des
microorganismes. La concentration minimale fongicide (CMF) est définie comme étant la
concentration la plus faible de la substance antimicrobienne Iétale pour les
microorganismes. A partir d'une culture jeune d’Aspergillus niger en boite sur milieu
sabouraud, nous avons préparés dans le milieu sabouraud liquide gentamycine 0.1 g/L, un
inoculum de 0.4-5x 10* CFU/ml ou MCI (Milieu de culture inoculé). Dans chaque ligne de
la microplaque, nous avons déposé 150 upl de milieu sabouraud liquide gentamycine
uniquement dans le puit N°1 puis 100 pl de ce méme milieu de culture est déposé dans les
11 puits restants. Dans le puits N°1 nous avons rajouté 50 ul d’HE a tester. Ensuite, aprés
un mélange de contenu du puit N°1, nous avons prélevé 100 ul du premier puits et les
transférer au puit N°2 puis N°3 et N°4 ainsi de suite jusqu'au puits N°10 afin d’obtenir des
dilutions demi successives de 250 a 0.49 ul. Les deux derniers puits (N°11 et N°12) ont été
utilisés comme contrdle de la croissance et de la stérilité du milieu. Enfin, 100 ul de MCI
est déposé dans chaque puits a I’exception du puits N°12. La microplaque est scellée ensuite
avec son couvercle et incubé a la température de 35°C pendant 5 jours. Un témoin positif
(la fluconazole) a été lancé en parallele avec cette méme méthode, dont les dix doses
utilisées pour cet antifongique ont été obtenues par dilution demi de 100 & 0.195 pg/ml. La
lecture des résultats est assurée par 1’observation directe des puits a 1’aide d’une source
lumineuse afin de bien visualiser s’il y a un enchevétrement filamenteux. La CMI a été

définie comme la plus faible concentration d'HE qui inhibe complétement la croissance
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fongique visible dans les puits aprés 5 jours d'incubation. Donc la CMF était la premiere
dilution sans croissance apres repiquage sur gélose de milieu Sabouraud. Dans ce travail,

tous les biotestes ont été répétés trois fois.

c. Méthode de micro-atmosphere (Amvam et al.1998)

Nous avons optés cette technique afin d’évaluer l'activité inhibitrice da la croissance
fongique de la fraction volatile des HEs testés. Nous avons déposés aseptiquement 20 ml de
milieu sabouraud dans des boites de 9cm (les 20ml déposé dans chaque boite, offre 80 ml d’air).
En surface de milieu, des disques mycéliens de 6 mm d’une culture jeune ont été placés au
centre. En parallele, des disques de 6 mm de papiers filtre (watmann n° 5) sont placés au fond
du couvercle de chaque boite de pétri puis imprégnés avec différentes concentrations de I’'HE a
tester : 0 (témoin), 5, 10, 20, 40, 80 et 160 pl/disque soit équivalent respectivement de : 0, 0.062,
0,125, 0,25, 0,5, 1 et 2 ul/ml d'air. Les boites ont été ensuite scellées rapidement a ’aide de
parafilm afin éviter 1’évaporation de I’HE. Ces boites sont incubées a la température 27 °C
pendant 7 jours. Pour chaque bio essali, trois répétitions ont été effectuées pour chaque souche
d’Aspergillus niger. La lecture des résultats est assurée par mesure de la moyenne de deux
diametres perpendiculaires passant par le centre de chaque boite. Le pourcentage d'inhibition

de la croissance mycélienne (1%) est calculé selon la formule de Pandey et al. (1982).

Dt-Di
Dt

1 (%) = x 100

Dt : est le diamétre en mm de la boite témoin (sans traitement par les HES) d’une culture
de la souche fongique testée.

Di : est le diamétre en mm d’une culture de la méme souche fongique testée avec les HEs.

Les valeurs de CMF sont déterminées par le transfert des disques mycéliens a partir des
boites de pétri, ou l'inhibition par I’HE a tester est complete (100%), dans un nouveau milieu
de gélose de sabouraud dépourvu d’HE. La valeur de CMI est fongistatique si la croissance du
champignon reprend a nouveau. Si le contraire, ¢’est-a-dire s’il n'y a pas de croissance, 'HE
est fongicide ou létale et on arrivé a déterminer la valeur de CMF (Concentration Minimale

Fongicide).
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1.2.4. Analyse de la composition chimique des HEs par chromatographie en phase
gazeuse couplé a la spectrométrie de masse (GC/MS) :

L'analyse des HEs a été effectuée par GC-MS HP modéle 6980 MSD inerte (Agilent
Technologies, USA), équipées de colonne HP-105 5MS (30 mx 0,25 mm de diamétre et 0,25
m d'épaisseur de film). La température de I'injecteur a été maintenue a 280 ° C. La température
du four a été réglée a 60 ° C pendant 1 minute, augmentée a 280 ° C a5 ° C / min et ensuite
maintenue constante a cette température pendant 8 minutes. Le débit du gaz porteur d'hélium
était de 1 ml / min et un mode divisé 1/100 était utilisé. L'identification des différents
composants dans les HEs a été faite par comparaison de leur indice Kovats et de la
fragmentation de la masse GC avec ceux des données Wiley Mass Spectral (Agilent
Technologies 7éme édition, Inc.) et des données de la bibliotheque NIST 05 MS. Chaque

analyse a été executée doublement.

1. Résultats et Discussion
I1.1. Paramétres organoleptique et rendement des HEs des deux plantes aromatiques
Les parameétres organoleptiques de nos HEs obtenues par 1’hydro distillation de deux

plantes aromatigque sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 04 : Caractéristiques organoleptiques des HEs testées

HEs Couleur Odeur Aspect Rendement
Thymus capitatus L. Jeune foncée Forte odeur Liquide limpide Elevé
Rosmarinus officinalis L. Jeune claire Faible odeur Liquide limpide Faible

Nos résultats du rendement des HEs des deux plantes, a éte calculé en fonction de la
matiére végétale seche de la partie aérienne de la plante. Le tableau 5 représente les résultats de

rendement moyen des HESs extraites a partir de 100g de chaque plante aromatique.

Tableau 05 : Valeurs du rendement moyen des HES des deux espéces végetales

Espéce Quantité d’HE en gramme pour 100 | Pourcentage de rendement %
g de matiére végétale séché
Rosmarinus officinallis L. 7.79 1.2%
Thymus capitatus L. 19.5¢ 3.25%

Nos échantillons de Rosmarinus officinalis L. qui ont été récoltés en avril 2015 de la
Chaine de Gora de la région d’Ouenza (wilaya de Tebessa), ont fourni a I’extraction par

I’appareil de Clevenger, un taux de rendement moyen pour 100g de matiére végétale seche, de
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1,2%. Cette valeur est un peu faible par rapport a celui obtenus par Boutabia et al. (2016), a
partir de cette méme plante prélevée de la région d’Hammamet de la méme wilaya (Tébessa),
avec une valeur de rendement moyen de 1.85%. De plus, une autre valeur de rendement moyen
d’HE de cette plante collecté de cette méme région par Bouacha et al. (2017) qui apparait
supérieure de la notre (1.82%). Par ailleurs, sur des échantillons provenant d’Ouargla réalisé
par Benikhlef en 2014, il a relevé un rendement moyen tres faible par rapport de ce qui a été

enregistré dans la présente étude avec un taux de 0.76%.

Concernant le rendement moyen d’HE des prélevements de Thymus capitatus L. qui ont
éteé récoltée au niveau de la région Ouled Chiha de la commune Hammam Ouled Ali (Wilaya
de Guelma) est de 3.25%. Cette valeur est tres importante de ce qui a été enregistré par El ajjouri
(2013) sur ses echantillons de la méme plante qui ont été effectués au Maroc (2.05%). Tandis
que, un rendement trés faible a éte obtenu par Bereksi en 2016 a partir de cette méme plante
collecté de la région de Tlemcen avec une valeur de rendement moyen de 0.21%.

I1.2. Résultats de ’analyse par GC-SM des HESs

Sur la base des résultats d’analyse chromatographique par GC-MS (tableau 6), I’'HE de
romarin a présenté en plus de contenu importants en 1,8-cineole et |-camphor, d’autres
composés ont été enregistrés comme celles de a-pinene, borneol L, camphene, a-terpineol, 2-
B-pinene, |-bornyl acetate, trans-caryophyllene et B-myrcene. De méme, I’HE de thym a
présenté un profil chimique dominé surtout de carvacrol, p-cymene et y-terpinene, d’autres
composes ont été enregistrés comme celles de trans-caryophyllene, m-thymol, f-myrcene et a-
terpinene. Donc il parait a partir de ces résultats que le romarin est de chémotype 1,8-cineole
(26.90%), cette observation a été notée également par Boutabia et al. (2016) sur ces analyses
par GC/MS des HEs de cette méme plante. Celle de thym est de chémotype carvacrol (78.78%).
El ajjrouti et al. (2008) ont trouvés également le carvacrol comme le composant majeur pour
I’HE de cette plante avec 70.92%. De méme, en Gréce, L’HE de Thymus capitatus L. est
apparait plus riche en carvacrol avec un taux supérieur a 80 % (Karpouhtsis et al. 1998). En
revanche, I’essence de cette plante de la Turquie est dominée par le carvacrol mais avec
seulement 35,6 % suivi du thymol (18,6 %), du p-cymeéne (21 %) et du vy -terpinéne (12,3 %)
(Gorenet al. 2003).
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Tableau 06 : Composition chimique des HEs de romarin et de thym. (Ksouri, 2014

Composants IK TC RO
1 Tricyclene 921 / 0,15
2 a-thujene 928 0,33 /
3 a-pinene 941 0,71 12,06
4 Camphene 953 / 6,39
5 B-pinene 978 / 3,61
6 -myrcene 992 1,24 2,23
7 I-phellandrene 998 0,22 /
8 A, 3-carene 1004 1,01 /
9 a-terpinene 1015 1,15 /
10 p-cymene 1018 6,62 /
11 1,8-cineole 1046 / 26,9
12 a-terpinolene 1063 / 0,57
13 y-terpinene 1065 3,96 1,37
14 trans-sabinene hydrate 1070 / 0,03
15 linalool L 1102 / 0,41
16 I-camphor 1152 / 19
17 borneol L 1168 / 11,76
18 p-cymene-8-ol 1182 0,54 /
19 a-terpineol 1190 / 5,77
20 trans-(+)-carveol 1212 0,54 /
21 B-citronel 1217 / 0,09
22 pulegone 1237 / 0,26
23 Carvone 1244 / 0,09

I-bornyl acetate 1285
24 / 3
o5, Thymol 1286 214 0,1
26 carvacrol 1299 78,78 0,36
27 piperitenone 1339 / 0,16
28 eugenol 1359 / 0,05
29 copaene 1375 / 0,14
methyl eugenol 1398

30 / 0,14
31 a-humulene 1413 / 0,41
32 trans-caryophyllene 1418 0,8 23
33 (+)-aromadendrene 1440 / 0,02
34 p-patchoulene 1441 / 0,04
35 caryophyllene 1454 227 /
36 germacrene-D 1485 0,09 /
37 B-selinene 1493 / 0,02
38 a-muurolene 1504 / 0,03
39 B-bisabolene 1506 / 0,03
40 a-amorphene 1511 / 0,19
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a1 A-cadinene 1524 / 0.16
42 caryophyllene oxide 1582 / 0.49
43 caryophyllenol-I 1641 / 0,36

I1.3.Résultats de I’évaluation de P’activité antifongique des HEs des deux plantes

aromatiques :

11.3.1. Evaluation de I’activité antifongique des deux HEs par la méthode de diffusion

sur gelose :
Les diamétres des zones d’inhibition de la croissance fongique de la souche 1

, 2,3

d’Aspergillus niger et la souche de référence qui ont été testées par différentes doses d’HEs de

Rosmarinus officinallis L. et Thymus capitatus L. sont résumés dans le tableau 7, 8, 9

respectivement.

et 10

Tableau 07 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des HEs testées de la souche 1

d’Aspergillus niger

HEs Dose (pul/puit)

5 10 20 30 40 50 60 70 | 80 | 90 | 100
RO 0+00 | 0+00 | 0+00 | 11.5+0.71 | 11.5+00 | 20+00 | 23+00 | PC | PC | PC | PC
TC PC PC PC PC PC PC PC PC | PC | PC| PC

PC : pas de croissance.
RO : Rosmarinus officinallis L.
TC : Thymus capitatus L.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons extraire plusieurs points :

e aucune croissance fongique n’a été observée pour les différentes doses d’HE de Thymus

capitatus L.

e apparition des zones d’inhibition a partir de la dose 30 pl/puit pour I’'HE de Rosmarinus

officinallis L. jusqu’a la dose 60 ul/puit puis une inhibition de la croissance fongique

complete dés la dose 70 pl/puit.

Tableau 08 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des HEs testées de la souche 2

d’Aspergillus niger

HEs Dose (ul/puit)

5 10 20 30 40 50 60 70 80 | 90 100
RO 0+00 | 0.5+0.71 | 000 | 1.5#2.12 | 19+00 | 20+00 | 30+00 | 33+00 | PC | PC PC
TC PC PC PC PC PC PC PC PC | PC| PC PC
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Nous notons a travers ces résultats :

e [’absence compléte de la croissance fongique avec toutes les doses de ’'HE de Thymus
capitatus L. et celle pour I’HE de romarin, absence de croissance qu’avec les doses de
plus de 80 pl/puit.

e L’HE de Rosmarinus officinalis L. a présenté des zones d’inhibition a partir de la dose
30 pl/puit.

Tableau 09 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des HEs testées de la souche 3
d’Aspergillus niger

HEs Dose (pl/puit)

5 10 20 30 40 50 60 | 70 | 80 | 90 | 100
RO 13+£1.41 | 194141 | 22.5+2.12 | 16.5+2.12 | 20+00 | 25.5#0.71 | 300 | PC | PC | PC | PC
TC PC PC PC PC PC PC PC |PC| PC | PC | PC

Presque les mémes remarques qui ont éte déja enregistres pour les souches précédentes,
excepté les zones d’inhibitions sont remarquées avec la dose la plus faible d’HE de Rosmarinus

officinallis L. (5 ul/puit).

Tableau 10 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des HEs testées de la souche de
référence d’Aspergillus niger

HEs Dose (ul/puit)

5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
RO PC| PC PC | PC | PC|PC|PC|PC|PC|PC PC
TC PC| PC PC | PC | PC|PC|PC|PC|PC]|PC PC

La souche de référence d’Aspergillus niger qui a été testée dans la présente étude, a
présenté une sensibilité exagérée vis-a-vis les HEs testées avec une absence de croissances

fongiques avec toutes les doses (de 5 a 100 pl/puit).
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Huile du RO

Huile du TC

Figure 04 : résultats des deux HEs par la méthode de diffusion sur gélose

11.3.2. Détermination des valeurs de CMI et CMF des HEs par la technique de micro
dilution :
Le tableau ci-apres, récapitule tous les résultats des valeurs de la concentration minimale

inhibitrice et des valeurs de la concentration minimale fongicide qui ont été enregistrées au
cours des biotestes sur la souche de référence et sur les isolats cliniques d’Aspergillus niger
responsable d’otomycose testées par I’HE de deux plantes de la famille de Lamiaceae (romarin
et thym).

Tableau 11 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales
fongicides (létales) (CMF) des HEs de romarin et de thym vis-a-vis Aspergillus niger

CMI (ug/ml) CMF (ug/ml)

Souche HE de RO HE de TC Fluconazole HE de RO HE de TC Fluconazole
N°1 2,90 0,11 1,75 7,74 0,36 1,75
N°2 0,30 0,30 0,78 0,30 0,30 0,78
N°3 0,97 0,36 1,95 2,90 0,36 25

CTM 4,96 1,02 0,78 4,96 3,39 0,78
10099

Ces résultats nous ont permis de montrer les valeurs de CMI et de CMF qui sont tres

faible pour les HEs des deux plantes aromatiques ainsi pour le témoin positif (fluconazole).

Les valeurs de CMI de romarin qui ont été enregistrées pour la souche de référence et
les isolats cliniques d’Aspergillus niger sont de I’ordre de 0.30 et 4.96 pg/ml. Ainsi les valeurs
de CMI de I’HE de la deuxiéme plante (thym) sont tres inférieures de I’HE précédente avec des

valeurs de 0.11 & 1.02 pg/ml. Par ailleurs, ’antifongique qui a été testé au cours de cette étude,
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a présenté des valeurs de CMI entre 0.78 et 1.95 pg/ml. Nous notons a travers ces données que
les HEs de thym et de romarin sont des substances antifongiques puissantes comparables
(romarin) voire supérieurs (thym) que celle de I’antifongique qui a été utilisé comme témoin

positif.

A propos des concentrations minimales fongicides, ils paraient que les valeurs de CMF
sont supérieurs de ceux des CMI a I’exception de la souche N°2 ou les valeurs de CMI sont
égales aux valeurs de CMF, donc I’activité antifongique 1étale est assuré avec des concentration
supeérieure ou égale au concentration qui inhibe uniquement la croissance fongique (propriété

fongistatique).

En générale, les valeurs de CMF qui ont été enregistrées pour I’'HE de romarin est de
0.30 a 7.74 pg/ml et de 0.30 a 3.39 pg/ml pour ’'HE de thym. Celle des valeurs de CMF qui
ont été enregistrées avec la fluconazole sont de I’ordre de 0.78 et 25 pg/ml.

L’étude comparative des valeurs de CMF qui ont été trouvées pour les HEs étudiées et
celle de la fluconazole, nous améne aux mémes conclusions qui ont été déja relevees pour les

valeurs de CMI des trois substances testées au cours de cette étude (les HEs et la fluconazole).

En comparaison avec les valeurs de CMI qui ont été enregistrees a travers le monde dans
différentes investigations, nous avons trouves dans la littérature, 1’étude de Bouacha et al.
(2017) qui a été menee sur la plante Rosmarinus officinalis L.. Ces auteurs ont montrés que
I’HE de cette plante, a présenté des valeurs de CMI a allons de 5.79 a 21.87 ul/ml soit 5.38 a
20.34 ug/ml qui sont des valeurs relativement supérieurs de ce qui a été enregistré dans la
présente etude. Par ailleurs, nos valeurs de CMI trouveés sur toutes les souches d’Aspergillus
niger sont proches lorsque en les comparants avec des valeurs de CMI de cette méme plante
collecté de la région d’ Annaba testées sur des souches des Candida albican, par Giordani et al.
(2008) avec des valeurs de CMI de 2.208 pg/ml, mais dans 1’étude de Ksouri et al. (2017) portée
sur I’'HE de cette méme plante, collecté da la méme région et testé sur des isolats cliniques de
Candida albicans, ces auteurs ont enregistrés des valeurs de CMI supérieur de ce qu’on a trouvé
(23.99 4 31.08 pg/ml).

Les valeurs de CMI qui ont été enregistrées sur tous les isolats cliniques d’Aspergillus
niger d’HE de Thymus capitatus L. sont proches de ce qui a été relevé avec cette méme plante
collecté par Amarti et al. (2008) du Maroc. Ces auteurs ont trouvés que la concentration 1/2000

soit 0.46 pg/ml est suffisante pour arréter la croissance d’Aspergillus niger. De plus, El ajjouri
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et al. (2008) ont trouvés que I’HE de cette plante, a une activité inhibitrice importante vis-a-vis

des champignons de pourriture du bois d’ceuvre.

En genéral, selon les valeurs de CMI obtenues avec la méthode de micro dilution, on
peut évaluer le pouvoir antifongique des deux HEs étudiées, d’aprés Aligiannis et al. (2001),
une classification des extraits du matériel végétal sur la base des résultats des CMI a été

proposée comme suit :

» forte inhibition : CMI inférieure a 500 pg/ml ;
> inhibition modérée : CMI varie de 600 a 1 500 pg/ml ;
> faible inhibition : CMI supérieure a 1 600 pg/ml.

Ainsi, selon ce bareme, on remarque une trés forte inhibition de la croissance fongique
des isolats cliniques d’Aspergillus niger et la souche de référence par les HE testées au cours
ce travail. Les essences de Rosmarinus officinalis L. et celui de Thymus capitatus L. ont

enregistrées des valeurs de CMI tres inférieur a 500 pg/ml (de 0.11 a 4.96 pg/ml).

Etant donné que I’HE d’une plante aromatique est un mélange complexe de plusieurs
composés, Iattribution d’une propriété biologique a I'un de ses composants reste difficile. Les
composes majeurs sont généralement les garants des effets biologiques. En effet, les analyses
chromatographiques ont montrés que le romarin a un profil chimique dominé surtout par 1,8-
cinéole et bornéol. En général, dans des études réalises a travers le monde, ou ils ont démontrés
que ces terpenes agissent sur 'intégrité cellulaire, I'inhibition des processus de respiration et de
transport d'ions et augmentent la perméabilité des membranes cellules fongiques (Cox et al.
2000 ; Lima et al. 2005 ; Tangarife-Castafio et al. 2011). Parallelement, dans cette espéce de
romarin, le groupe de terpenes isolé par plusieurs auteurs comme le bornéol, le camphre, la
camphéne et le bornyle acétate, ont été signalés a étre responsable de 1’activité antimicrobienne
par Davidson et Naidu (2000) et Rasooli et al, (2008). Effectivement, Ouraini et al. (2007)
décrivent le bornéol étant molécules antifongiques puissantes, en liant I’efficacité fongitoxique

de ’HE de Thymus satureioides a son principe actif, soit le bornéol.

A propos de I’'HE de Thymus capitatus L., les analyses de la composition chimique ont
révélées que le carvacrol et le p-cymene sont les principaux composants majeurs pour cette
plante. 1l est important donc de lier le pouvoir antifongique exceptionnelle de cette HE a ce
genre de composés chimiques. En effet, Giordani et al. (2008) rapportent qu’il est évident de

noter, I’existence d’une relation entre la forte activité antifongique des différentes HEs et les
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hautes teneurs en phénols (thymol et carvacrol) / précurseurs (p-cymeéne et y-terpinéne). De
plus, plusieurs auteurs comme Sivropoulou et al. (1996), Trombetta et al. (2002), Satrani et al.
(2008) et Amarti et al. (2010) ont montrés que les HEs riches en dérivés phenoliques comme le
thymol et carvacrol possedent une forte activité antimicrobienne. Par ailleurs, les activités
antimicrobiennes sont principalement attribuables a la présence de composés phénoliques tels
que le thymol et le carvacrol, mais aussi, des hydrocarbures tels que le y-terpinéne, le p-cyméne
et le limonene étant déclarés actifs par Dorman et Deans (2000) et Vardar-Unlu et al. (2003).
Le p-cymeéne est rapporté comme étant responsable d'une activité antimicrobienne importante

de certaines HEs dont elles sont fortement riches (Rasooli et al. 2008).

Figure 05 : Résultat du méthode du micro dilution
11.3.3. Evaluation de I’activité antifongique des HEs par la méthode de fumigation ou
micro atmosphére
11.3.3.1. Evaluation de la fongitoxicité de la phase volatile de ’HE de Rosmarinus
officinalis L. :
Le tableau représente les résultats d’activité antifongique da la phase volatile de
différentes doses d’HE de Rosmarinus officinalis L. sur les différentes souches d’Aspergillus

niger qui ont été testées dans cette étude.

Tableau 12 : Pourcentage d’inhibition des différentes souches d’Aspergillus niger testées
par fumigation d’HE de Rosmarinus officinalis L.

Pourcentage d’inhibition de la croissance fongique (%0)

Doses S S S
(Ul/ml d’air) ATCC N°1 N°2 N°3
0.062 36.11 0 58.33 11.11
0.125 51.66 67.22 44.44 23.88
0.25 52.22 73.88 72.22 38.88
0.50 73.88 76.11 58.88 41.66
1 85.55 83.33 71.11 62.66
2 88.88 85 74.44 88.33
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Il est évident a partir de ces données de 1’inhibition de la croissance fongique par la

phase volatile d’HE de Rosmarinus officinalis L. que :

e avec toutes les doses d’HE de romarin, I’inhibition compléte de la croissance fongique
de toutes les souches d’Aspergillus niger, n’a pas été enregistrée méme avec la dose
maximale de ces biotestes.

e les résultats de I’inhibition de la croissance fongique des isolats cliniques sont

comparables aux résultats de la souche de référence.

11.3.3.2. Evaluation de la fongitoxicité de la phase volatile de ’HE de Thymus capitatus
L.:

Les informations qui ont été tirées des biotestes de la phase volatile de ’'HE de thym
contre tous les isolats fongiques d’Aspergillus niger et la souche de référence sont collectées

dans le tableau 13 ci-dessous.

Tableau 13 : Pourcentage d’inhibition des différentes souches d’Aspergillus niger testees
par fumigation d’HE de Thymus capitatus L.

Pourcentage d’inhibition de la croissance fongique

Doses

(ul/ml d’air)

ATCC

N°1

N°2

N°3

0.062

0%

50%

0%

0%

0.125

0%

0%

0%

0%

0.25

0%

0%

0%

0%

0.50

0%

0%

0%

0%

1

0%

0%

0%

0%

2

0%

0%

0%

0%

Une attirante information a été enregistrée a I’interprétation de ces données de la
fongitoxicité de ’'HE de thym, il parait que cette HE est trés fongitoxique, méme avec des doses
de ’ordre de 0.062 pl/ml d’air, presque pour toutes les souches cliniques d’Aspergillus niger et

la souche de référence.

11.3.3.3. Détermination des valeurs de CMI et CMF de la phase volatile des HEs par la
technique de micro atmosphere :

Les résultats de la propriété antifongique en CMI et CMF de la phase volatile de nos
HEs des deux plantes aromatiques, le romarin et le thym ont été explorés dans cette étude. Pour
I’HE du romarin, malheureusement, nous n’avons pas arrivés a déterminer la valeur de CMI et

CMF de la phase volatile méme avec la dose la plus grande car avec la dose 2 pl/ml d’air on
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obtient une inhibition de la croissance fongique de 44.44 a 88.88 % sur toutes les souches
d’Aspergillus niger qui ont été testées. En revanche, méme avec la dose la plus faible de la
phase volatile de ’'HE de thym, nous avons enregistrés une inhibition compléte (100%) de la
croissance fongique de toutes les souches d’Aspergillus niger qui sont testées dans la présente
partie.

Ces résultats montrent que la fraction volatile des HEs étudiées est douée d’une activité
antifongique pour les différents isolats cliniques d’Aspergillus niger et méme la souche de
référence de cette espéce fongique pathogéne et redoutable surtout en pathologie auriculaire
chez I’étre humain. En effet, la dose 0.062 pl/ml d’air de ’'HE de thym est inhibitrice de la
croissance fongique méme lors de repiquage de disque mycélien de toutes les souches sur une
boite de gélose de sabouraud sans HE, nous avons notés qu’il y a une absence de croissance
mycélienne a partir des disques ensemenceés. 1l est évident a la lumiére de ces observations, que
la dose 0.062 ul/ml d’air d’HE de thym est inhibitrice a 100% de la croissance et Iétale pour
toutes les souches fongiques. Par contre, ’HE de romarin a présenté une fraction volatile
inhibitrice de la croissance fongique mais n’atteigne pas une inhibition de 100 % avec la dose

maximale qui a été choisi pour cette étude (2 ul/ml d’air).

Huiledu TC Huile du RO

Figure 06 : Résultat des HEs par la méthode de fumigation ou micro atmosphére
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Conclusion




Conclusiont 1

L’objectif de notre travail consiste a faire une évaluation de l'activité antifongique des
HEs de Rosmarinus officinalis L. et de Thymus capitatus L. collectées a partir de différentes
régions de l'est algérien. L’étude de I’activité fongitoxique de la fraction volatile de ces HEs a

été choisie également comme objet dans le présent travail.

La valeur du rendement moyen en HE de la partie aérienne des plantes étudiées de la

famille de Lamiacée était importante surtout pour Thymus capitatus L.

Les résultats obtenus par la technique de référence M38-A qui a eté recommandé par
le CLSI de I’évaluation de I’activité antifongique d’une substance antifongique, ont montrés
que les HEs de Thymus capitatus L. a chémotype carvacrol, ont exercées une importante activité
inhibitrice vis-a-vis des isolats cliniques d’une moisissure pathogéne responsable d’otite
clinique chez I’homme. De méme que I’activité antifongique de I’HE de Rosmarinus officinalis

L. a chémotype 1,8-cineole a montré un pouvoir antifongique non négligeable.

La phase volatile des HEs étudiées dans la présente étude, a présenté des résultats

encourageant surtout avec celle de I’'HE de Thymus capitatus L..

En fin, la richesse des HEs testées au cours de cette étude en plusieurs composes
biochimiques actifs leur confere une excellente propriété antifongique et limite ainsi le risque
de résistance des souches fongiques a I’encontre. En fin, nos résultats indiquent que les HES
étudiées, peuvent constituer des véritables alternatives des produits fongicides conventionnels
surtout contre Aspergillus niger, mais méritant des études in vivo plus approfondie sur la

toxicité de ces HEs surtout vis-a-vis I’oreille des patients ayants soufferts d’une otite clinique.
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Annexe N° 01 : les plantes étudiées

Djbel de Chaine de Ghora

Rosmarinus officinalis L. récoltée en mois février 2018 de la région
d’Ouenza (Chaine de Gora)

La plante de Thymus capitatus L.
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Annexe N°02 : L’obtention des extraits par I’appareil de Clevenger

Huile essentielles extrait

L’HE de RO PHE de TC
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Annexe 03 : Matériel fongique Aspergillus niger

Annexe 04 : la méthode du puits

Annexe 05 : Méthode de la fumigation
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Annexe 06 : la méthode de la micro-dilution
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Abstract:

The evaluation of the antifungal activity of Rosmarinus officinalis L. and Thymus capitatus L.
collected from eastern Algeria on a reference strain of Aspergillus niger and three clinical
isolates of otomycosis of the same fungal species was evaluated. realized in this study. The
micro-atmosphere method and the M51-A and M38-A methods recommended by CLSI are the
techniques that have been used for evaluation of antifungal activity. HEs are extracted by
hydrodistillation using a Clevenger type apparatus. Chromatographic analyzes of the HEs by
GC / MS recorded chemical profiles mainly dominated by 26.90% of 1,8-cineole and 19% of
L-terminalol for rosemary and 78.78% of carvacrol followed by 6.62% of p-cymene. The MIC
values that were recorded by the microdilution technique for the different strains of Aspergillus
niger for rosemary and thyme are respectively; 0.30 and 4.96 ng / ml and 0.11 to 1.02 pg / ml.
While the CMFs values of these HEs are of the order of 0.30 to 7.74 ug / ml (rosemary) and
0.30 to 3.39 pg / ml (thyme). The results of the evaluation of the mobile phase of the studied
HEs proved a significant activity for rosemary HE, especially with the dose 2 pl/ ml of air, but
with the thymic HE, the dose 0.062 pl / ml of air is fungistatic and fungicidal for this fungus.
Our results demonstrate that the HEs of the carvacrol and 1,8-cineole plants are highly
fungicidal, and the HEs studied can be used in the control of otomycoses in humans but require
detailed studies on the toxicity of these species. vis-a-vis the ears.

Key words: Otomycoses, M51-A, M38-A, fumigation, Aspergillus niger, essential oil.



Résumé :

L’¢évaluation de I’activité antifongique des HEs de Rosmarinus officinalis L. et de Thymus
capitatus L. collectées de I’est algérien sur une souche de référence d’Aspergillus niger et trois
isolats cliniques d’otomycoses de cette méme espéce fongique a été réalisé dans la présente
étude. La méthode de micro atmosphere et les méthodes M51-A et M38-A recommandés par
le CLSI sont les techniques qui ont été utilisé pour I’évaluation de I’activité antifongique.
L’extraction des HEs est assurée par hydrodistillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger.
Les analyses chromatographiques des HEs par GC/SM ont consignées des profils chimiques
domines surtout par 26.90% de 1,8-cineole et 19% de borneol L pour le romarin et 78.78% de
carvacrol suivi par 6.62% de p-cymene. Les valeurs de CMIs qui ont été enregistrées par la
technique de microdilution pour les différentes souches d’Aspergillus niger pour le romarin et
thym sont respectivement ; 0.30 et 4.96 pug/ml et 0.11 a 1.02 pg/ml. Alors que les valeurs de
CMFs de ces HEs sont de I’ordre de 0.30 a 7.74 pg/ml (romarin) et de 0.30 a 3.39 pg/ml (thym).
Les résultats de I’évaluation de la phase mobile des HEs étudiées ont prouvés une activité non
négligeable pour ’'HE de romarin surtout avec la dose 2 pl/ml d’air, mais avec I’HE de thym,
la dose 0.062 pl/ml d’air est fongistatique et fongicide pour ce champignon. Nos résultats
démontrent que les HEs des plantes a chémotype carvacrol et 1,8-cineole sont tres fongicide,
or, les HEs étudiées, peuvent étre utilisé dans le controle des otomycoses chez I’homme mais

nécessitant des études détaillées sur la toxicité de ces essences vis-a-vis les oreilles.

Mots clés : Otomycoses, M51-A, M38-A, fumigation, Aspergillus niger, huile essentielle.



