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Introduction générale

es especes du genre Aspergillus sont des champignons saprophytes que

I'on trouve dans les débris organiques, la poussiere, le compost, les

aliments, les épices et les plantes en décomposition, elles jouent un role

important dans le recyclage du carbone et de 1'azote (Van de Veerdonk et
al., 2017; Soubani et Chandrasekar, 2002). L’une des caractéristiques d’Aspergillus est sa
forte capacité de sporulation, qui se traduit par I'omniprésence de fortes concentrations de
conidies (1-100 conidies/m®) dans l'air (Latgé et Chamilos, 2019). Aspergillus, comme
d'autres champignons filamenteux, est principalement acquis a partir d'un réservoir inanimé,
généralement par inhalation de spores, d'ou l'atteinte préférentielle des poumons et des voies
aériennes supérieures comme les bronches ou les sinus. Le genre Aspergillus comprend pres
de 200 especes (Dagenais et Keller, 2009; Soubani et Chandrasekar, 2002; Bodey and
Vartivarian, 1989), mais seules quelques-unes sont connues pour étre pathogeénes pour
I'homme. L'espéce la plus courante causant des maladies allergiques et invasives est dans
80% des cas Aspergillus fumigatus (Institut Pasteur, 2015; Maschmeyer et al., 2007; Bodey
et Vartivarian, 1989).

A.fumigatus est un champignon saprotrophyte dont la vie mycélienne végétative se
produit dans le sol sur la matiere organique en décomposition. Il se propage par sporulation
asexuée. Les spores asexuées (conidies) sont produites en chalnettes sur des phialides
séparées émergeant de conidiophores. Les conidies d'A.fumigatus sont des structures
sphériques pigmentées et échinulées (Latgé et Chamilos, 2019). Chaque téte conidienne
produisant des milliers de conidies, qui peuvent survivre dans un large éventail de conditions
environnementales. Les spores libérées dans 1'atmosphere ont un diametre suffisamment
petit (2 a 3 pm), ce qui facilite l'atteinte des alvéoles pulmonaires. Les études
environnementales indiquent que tout étre humain inhale au moins plusieurs centaines de
conidies d'4.fumigatus par jour (Latgé, 1999). Chez les hotes immunocompétents, ces spores
ne causent généralement aucun danger car elles sont ¢liminées par les mécanismes de
défense pulmonaires. Par contre, chez les personnes immunodéprimées qu'elle soit due a un
traitement médicamenteux comme les corticostéroides ou la chimiothérapie, ou secondaire
a une maladie sous-jacente comme le diabete ou VIH/SIDA, dont les réponses immunitaires
sont altérées ou affaiblies, les conidies inhalées sont capables de développer des mycoses

pulmonaires connues sous le nom d'aspergillose.
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L'aspergillose peut étre considérée comme un large éventail de maladies, chacune

étant lie a un spectre de réponses immunitaires anormales de 1'hote. Le spectre clinique de

la maladie s'étend des formes localisées (colonisation ou infections d'évolution chronique)

aux infections aigués disséminées (atteintes invasives multiviscérales). Il comprend

¢galement des manifestations immuno-allergiques. Le diagnostic de ces mycoses est difficile

et repose sur un faisceau d'arguments cliniques, biologiques et radiologiques.

L'aspergillose donc se manifeste sous différentes formes, dont 1'une d'entre elles est

I’aspergillose pulmonaire chronique (APC). Les formes chroniques d’aspergillose touchent

les patients immunocompétents ou modérément immunodéprimés qui présentent une

pathologie pulmonaire préexistante. Parmi les formes chroniques d'aspergillose, les plus

fréquentes étant :

L'aspergillome simple, une colonisation du champignon d'une cavité
pulmonaire préexistantes et résultant d’une maladie antérieure, telle que la
tuberculose ou la sarcoidose (Soubani et Chandrasekar, 2002; Regnard et al.,
2000). Les spores germent dans cette cavité pour former une balle fongique,
ou « truffe aspergillaire ».

L'aspergillose pulmonaire chronique nécrosante (APCN), est une forme
intermédiaire entre 1'aspergillose invasive et l'aspergillose chronique. Elle
survient chez les patients avec immunosuppression modérée (éthylisme,
diabete, dénutrition...), qui souffrent d'une maladie pulmonaire sous-jacente.
Il s'agit d'une forme qui cause une destruction inflammatoire progressive du

tissu pulmonaire.

La deuxieme forme d’aspergillose est 1’aspergillose immunoallergique ou

Aspergillus fumigatus ici comporte comme tout autre allergéne et peut entrainer :

L'asthme aspergillaire, qu'il se traduit par un asthme (sans infection fongique
pulmonaire) qui survient et s'aggrave dans des conditions de forte exposition
aux spores aspergillaires.

L’alvéolite allergique extrinséque ou « le poumon du fermier », est une
condition clinique provoquée par l'inhalation massive et répétée de spores
fongiques chez des sujets non atopiques (Cano-Jiménez et al., 2016; Reboux

et al., 2001), cette atteinte évolue avec des épisodes de toux, dyspnée, fievre
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et rales crépitant pulmonaires a chaque exposition a l'allergene. La répétition

des accés peut conduire a la chronicité.

Mais, la forme la plus grave de cette maladie est l'aspergillose pulmonaire invasive
(API), une infection nosocomiale qui affecte 1.4% des patients ayant subi une transplantation
d'organe (Gavalda et al., 2005), 3.4% des patients de transplantation de moelle osseuse
(Goodley et al., 1994) et de 10 a 25% des patients atteints de leucémie ou d'une autre
hémopathie maligne (Denning et al, 1997; Rogers, 1995). Ainsi, autres catégories de
patients sont considérées a haut risque : les patients sous corticothérapie et/ou chimiothérapie
prolongée(s), les patients atteints de déficit immunitaire congénital, ou encore les patients
traités par biothérapies immun-modulatrices. Malgré 1’instauration d’un traitement, la
mortalité est supérieurs a 50 %, atteignant 95 % dans certaines situations (Balloy et

Chignard, 2009).

L'aspergillose n'affecte pas seulement les humains. En fait, Aspergillus spp. a été
identifiée pour la premiére fois comme un agent pathogeéne chez les animaux par Mayer en
1815 (Rinaldi, 1983), elle est également une cause majeure de morbidité et de mortalité chez
les mammiferes et les volailles. A.fumigatus est le responsable majeur d'aspergillose
sinonasale chez les canidés, la mycose de la poche gutturale chez les ¢quidés (Tell, 2005) ,et
a ¢t¢ responsable de 3.1% des avortements mycosiques bovins (Knudtson et Kirkbride,
1992), mais les animaux les plus affectés sont les oiseaux, dont A.fumigatus étant I’espece
responsable d’environ 95% des cas d'aspergillose aviaire (Tell, 2005), qui peut étre une
maladie aigué, rapidement mortelle, ou une maladie plus chronique (Khosravi et al., 2008).
Son apparition semblent favorisé par plusieurs conditions d’élevage, un environnement
chaud et humide, une mauvaise ventilation (Phalen, 2000), un manque d'hygi¢ne et le
stockage a long terme des aliments (Khosravi et al., 2008) sont autant des facteurs qui
permet au nombre de spores d'augmenter et donc le risque d’aspergillose. Le traitement
d’aspergillose aviaire est un défi en raison du stade tardif auquel les oiseaux sont
généralement présentés, de la présence des maladies concomitantes et/ou d'une
immunosuppression, et le cout et la Iégislation qui limitent l'utilisation de ces antifongiques

(Beernaert et al., 2010).

Les choix thérapeutiques actuels pour le traitement de différentes formes
d’aspergillose se limitent a quatre classes d'agents antifongiques ayant une activité anti-

Aspergillus : les polyenes, les triazoles, les échinocandines et les allylamines. La plupart de
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ces agents ne sont pas totalement efficaces en raison du développement de résistances surtout
aux antifongiques azolés par Aspergillus fumigatus (Patterson et al., 2016; Vermeulen et al.,
2013; Bueid et al., 2010), et le fait qu'il a ét¢ démontré que beaucoup de ces médicaments

ont des effets cancérigénes, et une toxicité aigu€¢ comme 1I’amphotéricine B (Butler, 1964).

Une étude mondiale impliquant 19 pays a rapporté une prévalence globale de la
résistance aux azolés de 3.2% dans ces pays et allant de 0 a 25.5% parmi les centres
participants dans cette étude (van der Linden et al, 2015). Denning et al., (1997), a
¢galement signalé le fait que des souches d’Aspergillus fumigatus isolé chez des patients
atteints d'aspergillose invasive présentait une résistance aux traitements a base
d'itraconazole. Une autre ¢tude réalisée aux Pays-Bas entre 2014 et 2015 par Meis et al.,
(2016) a montré qu'en moyenne, 7 % des isolats d'A.fumigatus isolés chez des patients dont

la culture est positive sont résistants aux azolés.

A cet égard, l'exploitation de traitements alternatifs peut offrir une nouvelle
opportunité de développement des nouveaux médicaments antifongiques naturels. Parmi les

domaines les plus intéressantes a exploité est 'aromathérapie.

L'aromathérapie s'est imposée pour le traitement de diverses complications et
affections. L'étude de la littérature révele que cette thérapie a gagné beaucoup d'attention a
la fin du 20eme siecle et est tres populaire au 21¢me siécle aussi. L'aromathérapie utilise les
huiles essentielles (HEs) comme principaux agents thérapeutiques, qui sont des substances
hautement concentrées extraites d'herbes, de fleurs et d'autres parties de plantes aromatiques
et médicinales (PAMs), et également distillées a partir de résines (Ali et al., 2015; Cooke et
Ernst, 2000) . Les HEs ont été prouvé d’avoir des activités biologiques soit antifongiques
(Goudjil et al., 2020; Schroder et al., 2017; Ksouri et al., 2017; Shin, 2003; Benjilali et al.,
1984), antibactérienne (Nabti et al., 2020; Mith et al., 2014; Lambert et al, 2001; Dorman
et Deans, 2000) , anti-inflammatoire (Hajhashemi et a/., 2003), antivirale (Astani et al.,
2011, 2010; Garcia et al., 2003) et méme anti-cancéreuse (Gautam et al., 2014; Adorjan et
Buchbauer, 2010).

Afin d'¢largir le spectre d'activité contre Aspergillus et de combattre les souches
pathogénes multi-résistants épidémiques, les HEs peut étre donc utile contre diverses

maladies infectieuses (Swamy et al., 2016; Khosravi et al., 2011).

Selon le Dictionnaire encyclopédique des polymeres (Gooch, 2011), les huiles

essentielles sont des "huiles ou essences volatiles dérivées de la végétation et caractérisées
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par des odeurs distinctives et une grande résistance a I'hydrolyse". Les HEs sont un mélange
complexe de métabolites secondaires odoriférants et volatils produits naturellement par les
PAMs pour se protéger des parasites et des micro-organismes, pour attirer les insectes
pollinisateurs et pour des processus de signalisation (Miguel, 2010; Bakkali et a/., 2008).
Elles sont obtenues a partir de différentes parties de plantes comme les fleurs, les bourgeons,
les tiges, les feuilles, etc. et extraites par hydrodistillation ou distillation a la vapeur (Tariq

et al., 2019; Kalemba et Kunicka, 2003).

En général, la composition chimique des HEs est relativement complexe, et environ
20 a 60 composants bioactifs différents sont observés dans bon nombre des HEs.
Habituellement, elles se caractérisent par 2 ou 3 composants principaux a une concentration
assez ¢levée (20-70%) par rapport a d'autres composants présents a 1'état de traces (Pandey
et al., 2014; Bakkali et al, 2008). La plupart des HEs sont composées de terpenes, de
terpénoides et d'autres constituants aromatiques et aliphatiques de faible poids moléculaire
(Bakkali et al., 2008). Les propriétés antimicrobiennes des HEs dépendent principalement
de ces constituants chimiques et de la quantité¢ des principaux composés individuels. Ces
composés chimiques sont sécrétés par une série d'interactions moléculaires dans des

conditions de stress biotique/abiotique spécifiques (Swamy et al., 2016; Astani et al., 2010).

Les mécanismes d'action des HEs ne sont pas entiérement compris. Cependant,
plusieurs études ont conclu que, en tant qu’agents lipophiles, ils exécutent leur action au
niveau de la membrane et des enzymes incorporées a la membrane (Mehdizadeh et
Moghaddam, 2018). Les HEs déstabilisent principalement I'architecture cellulaire,
entrainant la rupture de 'intégrité des membranes et une perméabilité accrue, ce qui perturbe
de nombreuses activités cellulaires, notamment la production d'énergie (liée a la membrane),
le transport membranaire et d'autres fonctions de régulation métabolique (Swamy et al.,
2016). En plus, la perturbation de la membrane cellulaire peut méme faciliter 1’action

d’autres agents antifongiques synthétiques conventionnels.

Les HE peuvent aussi se révéler dangereuses des lors qu’elles sont utilisées sans
précautions (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). La notion de dose et d'age doit tre prise en
compte pour une utilisation sécurisée des HEs ainsi que certaines caractéristiques li¢es a la

composition des HEs (Millet, 2010).

Les HEs peuvent donc offrir un grand potentiel et un grand espoir dans le domaine

médical et vétérinaire. Par conséquent, les PAMs et ces HEs doivent étre plus étudiées et
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valorisées. Parmi les PAMs endémiques de la région de Guelma, 1'Origanum floribundum
Munby. et le Thymus capitatus L. bien que, I’activité antifongique de ces deux plantes dans
notre pays, a été prouvée par plusieurs auteures (Goudjil et al., 2020; Ksouri et al., 2017,
Kerbouche et al., 2015; Benjilali et al., 1984), les investigations sur ces deux plantes sont
encore rares et le spectre des pathogénes contre lesquels ces HEs ont été testées est trés
limité. Pour cette raison, et dans le cadre du projet de fin d’étude, les deux especes
endémiques de 1’est Algérien «Origanum floribundum Munby.» et «Thymus capitatus L.»
ont été choisis pour évaluer leurs activité antifongique face aux quatre souches cliniques

d’Aspergillus fumigatus.
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Matériel et méthodes

Etude pratique

I. Matériel et méthodes

I.1. Matériel

I.1.1. Matériel végétale

Les feuilles fraiches et les sommités fleurées de "Thymus capitatus L." et "Origanum
floribundum Munby." ont été récoltées en avril 2020 dans leur habitat naturel (Figure 1)

respectivement dans la région de "Hammam Ouled Ali" et de "Djebel Houara", wilaya de

Guelma.
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Figure 1: Localisation Géographique des sites d’échantillonnage

(D.S.A. de l1a wilaya de Guelma, 2007)

1.1.2. Matériel de laboratoire

Les différents matériels de laboratoire (Annexe 4) utilisés au cours de notre étude
sont mentionnés dans le tableau ci-dessous (tableau 1).



Matériel et méthodes Etude pratique
Tableau 1: Matériel de laboratoire.
Multiusage Usage unique
Matériel Produits
- Bain-marie (Memmert) - Seringue stérile - Eau physiologique stérile
- Agitateur - Boites de Pétri de 90 mm - Eau distillé
- Vortex - Microplaques stériles a 96 - Tween 80
- Hotte puits en U - Bouillon de Sabouraud
- Poire - Tubes conique en plastique Gentamycine
- Etuve a 35°C stériles a 14 ml - Le milieu Sabouraud
- Autoclave - Pipettes Pasteur chloramphénicol
- Bec bunsen - Embouts
- Microscope optique - Para-film

- Micropipettes de 10, 100
et 1000 pl
- Pinces
- pH metre
- Plaque chauffante
- Eprouvette gradué
- Balance
- Becher
- Flacons de 180 ml
- Four
- Cellule de Malassez

- Papier buvard N° 5
- Lame bistouri

I.1.3. Matériel fongique

Pour déterminer les propriétés antifongiques des HEs étudiées, quatre isolats

cliniques d'dspergillus fumigatus (S1-S4) ont été utilisés (Annexe 2). Les quatre souches

ont été isolées en 2020 lors d'une enquéte réalisée dans la région de Guelma par Kouadria et

al., (2020) sur 1’aspergillose respiratoire aviaire. Cette espece a €té sélectionnée pour notre

¢tude car peut d’études qui ont testées 'activité des HE de thym et d'origan vis-a-vis cette

espece. De plus, cette espece de genre Aspergillus, considérée comme responsable des

infections pulmonaires humaine et animale les plus dévastatrices en termes de morbidité et

de mortalité (Latgé et Chamilos, 2019).
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I.2. Méthodes

I.2.1. Séchage des plantes aromatiques
Nos échantillons de plantes aromatiques ont été séchés a 'ombre dans un endroit sec
et aéré, a l'abri de la chaleur et de la lumiére. Puis les feuilles et les sommités fleurées des

deux plantes, ont été pesées et les stockées dans des sacs en papier.

I.2.2. Extraction des huiles essentielles (Annexe 1)

L’obtention des HE ont été assurées par extraction a 1’aide d’un appareil
d’hydrodistillation de type Clevenger (figure 2) (Clevenger, 1928), la procédure commence
en pesant 200 grammes de la matiére végétale seche et la placée dans un ballon en verre
(2L), puis submergé¢ les plantes avec de 1’eau distillée, le tout est porté a I’ébullition a I’aide
d’un chauffe-ballon, Le mélange de vapeur d'eau et d'HEs volatile produit dans le ballon
passe ensuite par une colonne en verre reliée a un réfrigérant, ou elle est condensée. Apres
condensation, l'huile est séparée de I'eau par décantation, mesurée et pesée pour déterminer
le rendement en fonction de la matiére végétale séche. L’ opération d’extraction dure de deux

a trois heures a partir du début d’ébullition.



Matériel et méthodes Etude pratique

()
‘vs

e
NS

T

\

] Jo] N

Figure 2 : Représentation schématique de I'équipement d'hydrodistillation

de type Clevenger

1 : Flacon a fond rond, 2 : Tube de vapeur, 3 : Condenseur de vapeur, 4 : huile

essentielle, 5 : Robinet d'arrét, 6 : chauffe-ballon (Andrés et al., 2018)

1.2.3. Rendement des PAMs en HE
Le rendement en pourcentage des huiles extraites de chaque échantillon est défini
comme €tant le rapport entre la masse de I’HE obtenue et la masse du matériel végétal seche

utilisé.
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Le rendement en HEs de nos plantes a été calculé en utilisant la formule suivante

(Selvakumar et al., 2012) :

RHEY% = (Mh / Mv) x 100

Ou:

e RHE : rendement en huile essentielle en (%)
e Mh : masse d’huile essentielle récupérée en (g)

e Mv : masse de la matiére végétale séchée en (g)

I.2.4. Techniques d’évaluation d’activité antifongique des huiles essentielles
Pour I'évaluation d’activité antifongique des HEs, deux techniques de base ont été

utilisées :

e méthode de microdilution en bouillon

e méthode de microatmospheére

1.2.4.1.Méthode de microdilution en bouillon

Par la méthode de microdilution en bouillon, l'activité antifongique des HEs testées
dans le présent travail a été évaluée en déterminant les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) et les concentrations minimales fongicides (CMF) contre les différents souches
cliniques d'Aspergillus testées (S1-S4) comme ce qui a ét¢ décrit dans le document CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) de la technique de microdilution en bouillon
M38-A des moisissures et expliqué par Espinel-Ingroff et Cantén, (2007), avec quelques
modifications de la technique, le bouillon dextrose sabouraud a été utilis¢é comme milieu de

base.
» Préparation de la suspension sporale (milieu de culture inoculé)

A partir de colonies de 7 jours d’Aspergillus fumigatus cultivées sur des géloses
sabouraud chloramphénicol, une suspension mere d'inoculum ont été préparées (Figure 3)
dans un bouillon de sabouraud gentamycine (0.1 g/L) a 2 % de Tween 80. La suspension de
conidies a été vortex¢é vigoureusement pendant 15-20 s a I’aide d’un vortex. La concentration
de la suspension d'inoculum a été déterminée en comptant le nombre de conidies a I'aide

d'une cellule de Malassez (Annexe 3), la concentration de spores a ¢été ajustée ensuit de

11
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maniére a obtenir une suspension mére de turbidité de 0.5 McFarland (0.4-5 x 10° spores par

millilitre).

Une dilution au 50°™ a été réalisée pour préparer une suspension de travail d'environ

0.08-1 x 10° CFU/ml.
» Evaluation d’activité antifongique

A l'aide d'une micropipette, nous avons rempli chaque rangée de la microplaque (a
96 puits), des puits 2 a 10, avec 100 pl de la suspension d'inoculum de travail et le puits 1
avec 150 pl. Ensuite 100 pul du milieu inoculé et de bouillon stérile ont été¢ ajoutée aux
colonnes 11 et 12 de la microplaque respectivement. Ces deux puits servent comme témoin
négatif (controle de la croissance) et contrdle de la stérilité de bouillon de sabouraud. Enfin,
a l'aide d'une micropipette, nous avons transféré 50 ul d’HE a testée dans le puits 1, le tout
est bien mélangé pour que I'HE se dissolve compleétement et ensuite 100 pl sont transférés
dans le puits suivant (Figure 4). Cette procédure de dilution en demi se répéte jusqu'au 10™
puits pour obtenir les concentrations en HE dans les puits de 1 a 10 comme suit :

250/125/62.5/31.25/15.625/7.813/3.906/1.953/0.977 et 0.488 pl/ml.

(=
5 mldu
.aﬁ"
——————> bouillon —_— I//ﬂ_//l/
utilisé
rélever des spores adjuster la concentration a 0,5
P P McFarland
0,3ml
14,7 ml €
du
uillo!
milieu de culture inoculé suspension meére
0.08 -1 x 10°CFU/ml 0.4 -5 x 10°CFU/mI

Figure 3: Préparation de l'inoculum d'aspergillus pour la méthode de microdilution
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/
/

u(

Remplir les puits 2 a 11 avec 100 pul du S.T
Remplir la

_ de la souche correspondante | Remplir la colonne
colonne 1 l l l l l l l l l l 12 avec 100 pl du
avec 150 pl -\, \(- bouillon stérile

duS.T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Microplaque stérile a
€— 96 puitsenU

Agitez bien avant de
. transférer 100 ul du
verser 50 pl du mélange dans le puits

H.E dans la suivant.
colonne 1 /
\> R: J
HE 10011 100,11 100,41 100 11100 41100 4110041 100411001~ C.C C.S
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0880000 ss

I @& m m O O W >

C.C: controle de croissance
C.S: contrdle de stérilité

Figure 4: Illustration schématique de la technique de microdilution en bouillon
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1.2.4.2.Méthode de microatmosphére
La méthode de la microatmosphére a été réalisée selon Benjilali et al., (1984), et
Landry et al., (2021), afin d'évaluer la fraction volatile des HEs de T.capitatus L. et

O.fluribundum Munby. contre nos isolats cliniques d’Aspergillus fumigatus.

Cette technique consiste a cultiver les micro-organismes dans des boites de Pétri sur
un milieu gélosé, et a incuber ces boites en position inversée apres avoir déposé 1'HE sur un
papier filtre au milieu du couvercle de la boite. L'huile s'évapore dans I'atmosphere de la
boite et la phase volatile peut exercer son effet inhibiteur sur les micro-organismes inoculés

comme le montre la Figure 5.

Cette méthode a ¢été utilisée pour déterminer les concentrations minimales
inhibitrices et fongicides de la phase volatile des HEs étudi¢es (CMI et CMF exprimées en

ul/ml d'air) ainsi que les pourcentages d'inhibition.

Des boites de Pétri de diamétre 90 mm sont préparées immédiatement en les
remplissant de 20 ml de milieu de Sabouraud chloramphénicol (20 ml de milieu de
Sabouraud permettent d'obtenir 80 ml d'air dans chaque boite). L'inoculation est effectué¢e
en surface, sous forme de dépdts du disque mycélien (6 mm) de souches de moisissures
préalablement cultivées sur le méme milieu a 30°C pendant 7j, au centre de la boite. Des
papiers buvards de 6 mm de diameétre sont placés au fond du couvercle de chaque boite de
Pétri et imprégnés de différentes doses d'HE : 0 (témoin)/ 2.5/5/10/20 et 40 pl/disque,
équivalentes a des concentrations de 0/0.031/0.062/0.125/0.250 et 0.500 upl/ml d'air,
respectivement. Les boites sont immédiatement scellées avec du para-film pour éviter
'évaporation des HE, puis incubées a 35 + 2 © C pendant 5 jours. Pour chaque bio-essais,

deux répétitions ont ét¢ effectuées.
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zone d'inhubition  disque mycélien
boite de pétri

milieu sabouraud
chloromphénicol

\ \ WA\ \ \ \
fi . m%}_—hlhllw Mheabhba

couvercle de la

— //‘__T — boite pétri

croissance di imbibé d'HE
microbienne isqueinbioe

Figure S: Illustration de 1a méthode de microatmosphére (Amara et al., 2017)

La croissance mycélienne a été suivie en mesurant la moyenne de deux diameétres
perpendiculaires passant par le centre de chaque boite. La fongitoxicité, exprimée en termes
de pourcentage d'inhibition de la croissance du mycélium, a été calculée selon la formule

suivante (Laghchimi et al., 2014) :

1% = (Dt — Di) / Dt x 100

Ou:

e Dt est le diametre de la culture de champignons (en mm) dans une boite de pétri
sans huile (témoin),

e Di est le diametre de la culture de mémes champignons dans un milieu en présence

de I’HE.

Les concentrations minimales fongicides (CMF) ont été déterminées par transfert des
disques mycéliens des boites de Pétri, ou l'inhibition par les HE était compléte, dans un
nouveau milieu Sabouraud exempt d'HE. Une HE est fongistatique si la croissance du

champignon reprend et fongicide ou 1étale s'il n'y a pas de croissance.
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II. Résultats

II.1. Paramétres organoleptiques des HEs
Apres extraction des HEs a partir de deux plantes aromatiques par hydrodistillation,
une ¢tude de quelques parametres organoleptiques de celles-ci sont résumés dans le

tableau2.

Tableau 2: Caractéristiques organoleptiques de ’'HE d’Origanum floribundum
Munby. et Thymus capitatus L..

HE Couleur Odeur Aspect
Origanum floribundum Vert clair Forte odeur Liquide limpide
Munby.
Thymus capitatus L. Orangg¢ foncé Forte odeur Liquide limpide

II.2. Rendement des plantes en HE
Le tableau 3 récapitule les résultats de rendement moyen en HEs extraites a partir

de 100 g de chaque plante aromatique.

Tableau 3: Rendement des PAMs étudiées en HEs.

Quantité d’HE en gramme pour
PAMs 100 g de matiére végétale seche RHE (%)
Origanum floribundum 2.52+0.16 2.52% £ 0.16
Munby.
Thymus capitatus L. 1.89 £0.13 1.89% £ 0.13

Ces résultats prouvent que cette espece d'origan donne un rendement en HE supérieur

a celui du thym.

16



Résultats Etude pratique

II.3. Résultats de I’évaluation de Pactivité antifongique des HEs des deux Plantes

aromatiques
I1.3.1. Evaluation de Pactivité antifongique des HEs par la méthode de microdilution
en bouillon

Les résultats de la méthode de microdilution obtenue apres 7 jours d’incubation sont

montrés dans la Figure 6 et 7.

g g
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Figure 6: Résultats de test CMI par méthode de microdilution de Thymus capitatus L.
(a) et Origanum floribundum Munby. (b)

3.906 pl/ml 1.953 p/ml  7.187 pl/ml 3.906 pl/ml

0.977 pl/ml 1.953 pl/ml

Figure 7: Résultats de test CMF pour les microplaques de Thymus capitatus L. (a) et
d’Origanum floribundum Munby. (b)
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Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) et concentrations
minimales fongicides (CMFs) des deux HEs testées aux cours de cette étude contre les quatre
souches cliniques d’Aspergillus fumigatus. Sont collectés dans le tableau ci-dessous

(Tableau 4) :

Tableau 4: Concentration minimales inhibitrices (CMI) et concentration minimales
fongicides (CMF) des HEs d’Origanum floribundum Munby. et Thymus capitatus L..

CMI (nl/ml) CMF (ul/ml)
souches
HE de TC HE d’OF HE de TC HE d°’OF
N°1 1.790 £1.70 2.604 +£1.04 1.790 +1.70 2.604 £1.04
N°2 0.977 £0.00 3.906 +3.11 0.977 £0.00 3.906 £3.11
N°3 3.255+£1.37 0.814 £0.26 3.255 +1.37 0.814 £0.26
N°4 3.255 +1.37 9.115+£5.49 3.255 +1.37 9.115+5.49

D’apres les résultats obtenus par technique de microdilution en bouillon, I’HE de
Thymus capitatus L. a enregistré des valeurs CMIs et des valeurs CMFs entre 0.977 et 3.255
ul/ml (soit 0.899 et 2.097 pg/ml).

Par ailleurs, I’'HE d’Origanum floribundum Munby. a présenté des valeurs CMIs et
CMFs comprise entre 0.814 et 9.115 ul/ml (soit 0.749 et 8.386 pg/ml). A la lumiére de ces
résultats, il parait que les valeurs de CMIs de I’'HE d’Origanum floribundum Munby. sont

supérieur a celui de Thymus capitatus L.

I1.3.2. Evaluation de I’activité antifongique des HEs par méthode de microatmosphere
I1.3.2.1. Evaluation de la fongitoxicité de la phase volatile de ’'HE de Thymus

capitatus L.
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Les résultats de la méthode de fumigation sont montrés dans la Figure 8 et 9.

0 pl/ml (témoin) 0.031 pl/ml > 0.125 pl/ml

Figure 8: Résultats de test CMI par méthode de microatmosphere de I’HE
d’Origanum floribundum Munby.

0 pl/ml (témoin) 0.062 pl/ml > 0.125 pl/ml

Figure 9: Résultats de test CMI par méthode de microatmosphére de I’HE de Thymus

capitatus L.

Les résultats de 1’inhibition de croissance d’A. fumigatus de la phase volatile de ’'HE

de thym en pourcentage ont été représentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 5).
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Tableau 5: Pourcentage d’inhibition de la croissance fongique des souches

d’Aspergillus fumigatus, testées par fumigation d’HE de Thymus capitatus L..

Doses (ul/ml Inhibition de la croissance fongique (%)

@’air) Ne1 N°2 N°3 N°4

0.031 76.11% 63.89% 100.00% 68.06%
0.062 100.00% 100.00% 100.00% 72.22%
0.125 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
0.250 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
0.500 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%

Témoin 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%

Les doses comprises entre 0.125 et 0.500 pl/ml d’air (soit 0.115 et 0.460 pg/ml d'air)
d'HE de cette plante sont des doses qui assurent une inhibition totale de la croissance

fongique de toutes les souches testées.

En revanche, on observe une inhibition partielle aux doses comprises entre 0.031 et

0.062 pl/ml d’air (soit 0.029 et 0.058 ug/ml d'air).

11.3.2.2.
floribundum Munby.

Evaluation de la fongitoxicité de la phase volatile de ’HE d’Origanum

Le tableau 6 représente les résultats de 'activité antifongique de la fraction volatile

de ’'HE d’Origanum floribundum Munby.

Tableau 6: Pourcentage d’inhibition de la croissance fongique des différentes souches
d’Aspergillus fumigatus, testées par fumigation d’HE d’Origanum floribundum

Munby..
Doses (ul/ml Inhibition de la croissance fongique (%)
d’air)
N°1 N°2 N°3 N°4
0.031 62.50% 65.28% 66.66% 70.26%
0.062 77.50% 80.00% 84.17% 79.72%
0.125 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
0.250 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
0.500 100.00% 100.00% 100.00% 100.00%
Témoin 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
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Les résultats de la sensibilité¢ de 1'dspergillus fumigatus vis-a-vis 'HE d’origan ont

montré que :

e Les concentrations entre 0.125 et 0.500 pl/ml d’air (soit 0.115 et 0.460 pg/ml
d'air) d'HE d’Origanum floribundum Munby. assurent une inhibition totale
de la croissance fongique de toutes les souches testées.

e Par contre, les doses comprises entre 0.031 et 0.062 pl/ml d’air (soit 0.029 et
0.058 pg/ml d'air) assurent une inhibition partielle de croissance des quatre
souches d’Aspergillus fumigatus.

e Engénéral, les deux HEs ont assurées une inhibition de la croissance fongique

avec les mémes doses.

11.3.2.3. Détermination des valeurs de CMI et CMF de la fraction volatiles des
HEs testées par méthode de microatmosphére

Les valeurs de CMIs et de CMFs de la phase volatiles des HEs testées contre les
isolats cliniques d’Aspergillus  fumigatus sont récapitulées dans le tableau
suivant  (Tableau 7) :

Tableau 7: Valeurs de CMIs et CMFs de la fraction volatile des HEs d’Origanum
floribundum Munby. et Thymus capitatus L..

CMI (pl/ml d’air) CMF (nl/ml d’air)
souches
HE de TC HE d’OF HE de TC HE d’OF
N°1 0.062 0.125 0.500 0.250
N°2 0.062 0.125 0.500 0.500
N°3 0.031 0.125 0.125 0.250
N°4 0.125 0.125 0.500 0.500

Les résultats de technique de microatmosphére ont montrés que :

e Pour I'HE d'origan, la valeur CMI était de 0.125 ul/ml d’air (0.115 pg/ml
d'air), par contre les valeurs de CMFs sont appariaient plus importantes

variant entre 0.250 et 0.500 pl/ml d’air (entre 0.230 et 0.460 pg/ml d'air).
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Pour I'HE de thym, des valeurs trés faibles ont été enregistrées des CMIs
entre 0.031 et 0.125 pl/ml d’air (soit 0.029 a 0.115 pg/ml d'air). De méme,
des valeurs plus importantes de CMFs ont été¢ enregistrées entre 0.125 et
0.500 pl/ml d’air (0.115 a 0.460 pg/ml d'air).

En général, la phase volatile des deux HEs a montré une activité antifongique
comparable, mais il semble que le pouvoir antifongique soit mieux avec le

thym.
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III. Discussion

Dans ces dernieres années, le dépistage des activités antifongiques des plantes
médicinales et aromatiques est devenu important pour trouver de nouveaux composés
potentiels a des fins médicinales. Dans de nombreux pays, certaines maladies infectieuses
ont été traitées avec des remedes a base de plantes (Verma et Singh, 2008). De plus, certains
champignons pathogenes surtout les agents émergents, ont développés dans ces dernieres
décennies une résistance a de nombreux agents antifongiques (Patterson et al., 2016; Bueid
etal., 2010). Il est donc trés important de s'intéresser aux propriétés antifongiques des plantes

médicinales, en particulier leurs essences, les HEs.

Dans la présente étude, les HEs ont été extraites par hydrodistillation a l'aide d'un
appareil de type Clevenger, des parties aériennes d’ "Origanum floribundum Munby." et de

"Thymus capitatus L.", deux plantes endémique de la région de Guelma.

L’espece Origanum floribundum Munby. nous a fourni un rendement moyen de
2.52% (w/w). Ce résultat est tres proche de ce qui a été relevé par Djebir, (2020) dans son
étude sur I’activité acaricide de cette espece végétale échantillonnée en juin 2015 sur le
méme site d’échantillonnage avec 2.48% (w/w).Dans d'autres études faites en Algérie, qui
ont montré des résultats différents, Hadjadj et Hazzit (2020) ont montré que le rendement
moyen d'O.floribundum collecté¢ en février 2017 sur deux sites différents de la région de
Blida a Chréa et Hammam Melouane, se situait entre 2.9 et 3% (w/w) ce qui est légerement
supérieur a nos résultats, une autre étude faite par Kerbouche et al., (2015). A également
trouvé un rendement moyen plus élevé 3.04% (w/w). De méme, les échantillons de cette
plante qui ont été collectés en Juillet 2011 au stade de la floraison dans les régions de
Boussaada et Lakhdaria. Daoudi-Merbah et al., (2016) ont aussi montré une moyenne de
rendement relativement élevée par  rapport a nos résultats, les six spécimens
d’O.floribundum qui ont été récoltés dans quatre localités différentes au Parc National de
Chréa ont montré une moyenne de rendement allant de 4.23 a 5.34% (w/w), d'autre part, des
résultats trés bas ont été enregistrés par Baser et al., (2000), ou la encore le matériel végétal

a été récolté dans le Parc National de Chréa en juin 1988, le rendement moyen en huile était
de 0.66%.
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Les échantillons de Thymus capitatus L. nous ont permis de déterminer le rendement
moyen en HE, qui est de 1.89% (w/w). Ce qui, en comparaison avec d'autres études réalisées
en Algérie, est considéré comme un rendement moyen ¢élevé, les résultats les plus proches
des notres étant ceux de Goudjil et al., (2020). Les feuilles de T.capitatus récoltées en février
2019 dans la région de Tiaret (ouest de 1’Algérie), ont montré un rendement moyen de
1.59%. Des résultats encore plus faibles ont été enregistrés par Tabti et al., (2014) et Ben
Miri et Djenane, (2019). La premicre étude a été¢ faite sur des plantes de T.capitatus
collectées dans les foréts de Beni-Snous pres de Tlemcen, dans 1'ouest de I'Algérie au cours
du mois de mai 2011. Cette étude a montré un rendement en HE de 0.52% (w/w). La seconde,
Thymus capitatus collectée a Mesghana, Tizi- Ouzou, Algérie, en juin 2015. A fourni un
niveau de rendement de 0.82% =+ 0.12 HE. Dans les autres pays du grand Maghreb, le
rendement moyen enregistré varie d'une région a l'autre, dans le cas des études de Zairi et
al., (2019), ou les parties aériennes des échantillons de T.capitatus investigués ont été
récoltées au stade de la floraison compléte en février et mars 2016 a Kairouan, Tunisie. Le
rendement en HE était plus faible que le nétre, soit 0.82%. Au Maroc, El Ouariachi et al.,
(2011) ont rapporté un rendement moyen tres faible par rapport a nos résultats, de 0.5%
(w/w), les résultats ont été¢ obtenus a partir de T.capitatus collect¢ a Al Hoceima (trois
échantillons), Maroc, en, février 2009. Une autre étude en Tunisie faite par Akrout et al.,
(2010) ou le matériel végétal a été collecté en 2007 a partir de populations naturelles a Beni-
Khedache (région montagneuse dans le sud de la Tunisie), ont montré un rendement moyen
de 2.39% (w/w), ce qui est légeérement plus élevé que ce que nous avons enregistré dans
notre étude. En Libye, une étude faite par DZami¢ et al., (2015) a montré que des 7. capitatus
sauvages collectés en, mai 2010, pendant la phase de floraison, a Zintan, Libye. Ont un
rendement moyen de 4.57% (w/w). Ce qui est le plus €élevé que nous ayons rencontré dans

les études de la région du grand Maghreb.

Dans le reste du monde, des valeurs de rendement plus élevées que celles fournies
par notre étude ont été enregistrées. Au Portugal, Faleiro et al., (2005) ont montré un
rendement moyen de 2.67% (w/w), obtenu a partir d'une population de Thymus capitatus L.
Dans une autre étude italienne, Russo et al., (2013) sur des populations sauvages de Thymus
capitatus récoltées sur quatre sites différents dans la région de Calabria, au sud-ouest de
I'Ttalie. Le rendement moyen est apparu a nouveau beaucoup plus ¢élevé que le notre, allant

de 3.02 a 3.44%.
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Dans cette étude, deux techniques ont été utilisées pour estimer l'activité antifongique
des HEs d'Origanum floribundum Munby. et de Thymus capitatus L. en déterminant les
valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI), et de la concentration minimale
fongicide (CMF), a la fois en contact direct (test de microdilution) et en phase volatile

(méthode de microatmosphere), contre quatre isolats cliniques d'Aspergillus fumigatus.

En ce qui concerne les résultats de la microdilution en bouillon, les deux HEs ont
montré une importante activité inhibitrice et 1étale contre les quatre isolats d'A.fumigatus.
Des CMIs et CMFs entre 0.899 et 2.097 pg/ml ont été enregistrée pour I'HE de Thymus
capitatus L. D'autre part, les valeurs CMIs et CMFs enregistrées a partir de I'HE d'Origanum
floribundum Munby. étaient entre 0.749 et 8.386 ug/ml. Dans la littérature, peu d'études ont
été faites sur I'évaluation de l'activité¢ antifongique des HEs de Thymus capitatus L. et

d'Origanum floribundum Munby. contre Aspergillus fumigatus.

En dépit, Salgueiro et al., (2004) ont testé l'activité¢ antimicrobienne du 7Thymus
capitatus et de ses différents composants chimiques contre des souches de candida,
aspergillus et dermatophytes, les valeurs CMIs obtenues variaient entre 0.15 et 0.29 pg/ml,
et les valeurs CMFs entre 0.29 et 0.59 pg/ml, ces résultats montrent une meilleure activité
antifongique que celle enregistrée dans notre étude, une autre enquéte sur l'activité inhibitrice
in vitro des HEs de Thymus capitatus L. contre des germes de la microflore cutanée, a été
réalisé par Salah et al., (2006) ou une activité d'inhibition vis-a-vis Aspergillus fumigatus a
¢té notée a des concentrations comprises entre 200 et 300 ug/ml. Ces valeurs sont tres
supérieurs a ce qui enregistrées dans la présente étude. Pour 1’Origanum floribundum

Munby. aucune étude n’a été trouvée dans la littérature.

Dans la bibliographie, d’autres investigations ont testé la sensibilité d’Aspergillus

fumigatus a autre HEs avec des compositions chimiques proches de la nétre.

Tullio et al,, (2007) ont testé la sensibilité¢ d’Aspergillus fumigatus et d'autres especes
microbiennes a I'HE de Thymus vulgaris L. Ces auteurs ont montré que I'HE de cette plante
est doté d'une activité inhibitrice de la croissance d'Aspergillus fumigatus a une concentration

de 0.23 pg/ml, trés forte par rapport a notre espece de thym.

De méme, une autre étude de Sharifzadeh et al., (2016) sur Aspergillus fumigatus

avec I'HE de Thymus vulgaris, ou ils ont enregistré une valeur CMI de 1000 pg/ml, et de
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CMF de 1500pg/ml, ce qui apparait une faible activité anti-Aspergillus par rapport a notre
plante Thymus capitatus L.

En outre, Ebani et al.,, (2018) ont étudié l'activité¢ antifongique des HEs de Thymus
vulgaris et Origanum vulgare contre Aspergillus fumigatus, ’HE de la premiére plante a
enregistré une valeur de CMI de 5.72 ug/ml contre Aspergillus fumigatus, ce qui est plus
¢levé que la valeur de CMI enregistré dans notre travail. En revanche la deuxiéme plante,
Origanum vulgare a enregistré une valeur de CMI égale a 0.19 pg/ml, qui est donc plus
faible que la nbtre. Dans une autre enquéte réalisée par Vale-Silva et al., (2012) sur la
corrélation entre les composants chimiques de I'HE d'Origanum vulgare et son activité
antifongique in vitro, les valeurs de CMIs contre Aspergillus fumigatus étant comprises entre
0.29 et 0.59 pg/ml, et des CMFs entre 0.59 et 4.60 ug/ml, ce qui refléte une activité

antifongique plus élevée que celle de notre plante Origanum floribundum Munby..

En revenant a la deuxiéme technique utilisée dans cette étude, la méthode de
microatmosphere, les résultats ont montré une excellente activité inhibitrice et l1étale des
deux HEs en phase volatile. Les résultats de cette méthode ont révélé des valeurs de CMIs
et de CMFs beaucoup plus faibles pour le Thymus capitatus L. (CMI : 0.029 2 0.115 pg/ml
d'air et CMF : 0.115 a 0.460 pg/ml d'air). A propos Origanum floribundum Munby., nous
avons enregistré une valeur de CMI de 0.115 pg/ml d'air et une CFM allant de 0.230 4 0.460
ng/ml d'air. Dans la bibliographie, nous n'avons pas trouvé de traces d'études sur le pouvoir
antifongique de la fraction volatile des HEs d'Origanum floribundum Munby. et de Thymus
capitatus L. vis-a-vis Aspergillus fumigatus, Une seule étude réalisé par Tullio et al., (2007)
a été trouvée, ou le pouvoir anti-aspergillus de ’'HE de Thymus vulgaris a était évalué, les
résultats semblent proches de ceux de Thymus capitatus L. enregistrés dans le présent travail,

la CMI était comprise entre 0.007 et 0.029 pg/ml d'air et la CMF a 0.92 pg/ml d'air.

Par comparaison de ces résultats de la phase mobile des HEs avec la premiere
technique de contact direct il semblerait que 1’évaluation de l'activité antifongique des HEs
est influencée par la méthode de test utilisée, comme en témoignent les différences entre les
CMIs obtenues par les méthodes de microdilution en bouillon et de microatmosphere (pour
la méthode de microdilution les valeurs de CMI et CMF des deux HEs sont comprise entre
0.749 et 8.386 pg/ml. Par contre, a la méthode de microatmosphere les valeurs de CMIs et
CMFs ont été entre 0.029 a 0.460 pg/ml d'air pour les deux HEs testées). Les résultats

obtenus par la méthode de la microatmosphére ont montré des valeurs de CMIs et de CMFs
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beaucoup plus faibles pour les deux HEs par rapport la méthode de contact direct. Donc il
semblerait que les deux HEs peuvent avoir une activité inhibitrice beaucoup plus forte

lorsqu'elles sont testées a 1'état de vapeur qu'en phase liquide.

On pense que les volatiles lipophiles sont absorbés par le champignon de maniére
efficace via la phase gazeuse. L'absorption importante de ces huiles par les mycéliums
fongiques par rapport au milieu sabouraud est li¢ a la nature hautement lipophile des
mycéliums associée a une grande surface par rapport au volume d'un champignon
filamenteux (Inouye et al., 2000). En revanche, la dissolution des HEs dans le milieu de
culture liquide (a propriété aqueuse) a 1’aide d’un solvant est n’est pas suffisante. Dans le
présent travail par exemple, nous avons choisi Tween 80 a 2% comme solvant, qui apparait
incapable de dissoudre I’HEs surtout dans les concentrations les plus élevées (surtout puits
N°1 : 250 pg/ml et puits N°2 : 125 pg/ml) ce qui est expulsé les microgouttelettes des HEs
insolubles dans I'eau en surface de bouillon de sabouraud. Dong, il est trés clair que le
fumigant des HEs est trés pratique et rationnel comme forme galénique, en assurant un effet

inhibiteur plus fort.

Ces observation sur la forte activité antifongique des vapeurs mise en évidence dans
cette étude est en concordance avec les résultats de Suhr et Nielsen, (2003). Bien qu'une
comparaison d'é¢tudes avec des méthodologies différentes soit difficile, ces auteurs ont
montré que les huiles de thym et de girofle étaient plus efficaces a 1'état de vapeur contre

Aspergillus flavus.

Enfin, nos résultats en général ont montré une activité antifongique importante contre
les quatre souches d'Aspergillus fumigatus, les différences qui ont été trouvées entre nos
résultats et ceux trouvés dans la littérature peuvent étre expliquées principalement par une
variété de facteurs qui affectent la composition chimique des HEs. Il s'agit notamment de la
génétique, de la morphogeneése, de I'environnement (intensité/durée de la lumicére et altitude)

et des pratiques agricoles (Dorman, 1999).

Cette différence dans I’effet des HEs n’est pas observée uniquement entre les plantes,
mais aussi de la méme espeéce végétale récoltées dans des sites différents. Ces différences
ont été notées pour 1'Origanum par Putievsky et al., (1988) et pour Thymus vulgarus par
Gouyon et al., (1986). Selon (Ravid et Putievsky, 1984; Lincoln et Langenheim, 1978) la
teneur et la composition des HEs sont liées a la position et a 1'age des feuilles aussi, plus les

feuilles sont jeunes, plus la teneur et la quantité d'HE par unité de feuille sont ¢élevées par
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rapport aux feuilles plus dgées. Les conditions environnementales également peuvent avoir
un effet significatif sur les huiles volatiles (Dorman, 1999). Une méme variété de plante peut
présenter de grandes variations dans ses principaux composants lorsqu'elle est cultivée dans
des lieux différents. Les plus importantes de ces variables sont la température (Novak et al.,
2011), la durée du jour et l'intensité lumineuse (Dorman, 1999). Tous ces facteurs, qui
modifient la composition chimique des HEs, ont une incidence considérable sur les activités
biologiques des HEs. Sachant que le pouvoir antifongique des HEs des deux plantes qui ont

¢été testées dans la présente étude est 1i¢ aux leur composition chimique.

28



Conclusion

IV. Conclusion

L’objectif de cette étude était de valoriser l'activité antifongique de deux plantes
aromatiques, endémiques algériennes poussant spontanément dans la région de Guelma et
qui sont trés utilisées en médecine traditionnelle par la population locale : Zaater
ou Origanum floribundum Munby. et Zaitra ou Thymus capitatus L. Notre étude a porté sur
I’estimation de 'activité antifongique des HEs de ces deux plantes en phase liquide et a 1'état
de vapeur, en déterminant les valeurs de la concentration minimale inhibitrice et de la

concentration minimale fongicide.

L’étude de l'activité antifongique des HEs a révélé qu'elles ont une action inhibitrice
et létale contre quatre souches d'Aspergillus fumigatus responsables de l'aspergillose

respiratoire des poulets de chair.

L'extraction de 1'HE par hydrodistillation des feuilles et des sommités fleuries de
Thymus capitatus L. et d’Origanum floribundum Munby. a fourni des rendements non

négligeables en HEs (1.89% et 2.52% respectivement).

Les résultats d’évaluation d’activité anti-aspergillaire ont été encourageants, les deux
HEs ont un pouvoir antifongique significatif aussi bien a I'état liquide qu'a I'état de vapeur,
les valeurs CMIs et CMFs pour Origanum floribundum Munby. se situaient entre 0.749 et
8.386 pg/ml lors du test de microdilution, tandis que pour le test de microatmosphere elles
tombaient dans la fourchette de 0.115 a 0.460 pg/ml d'air. Comme pour Thymus capitatus
L. ou les valeurs CMIs et CMFs au premier test se situaient entre 0.899 et 2.097 pg/ml et a
la phase vapeur entre 0.029 et 0.460 pg/ml d'air.

Selon les résultats obtenus, la plus grande activité a été enregistrée a partir de la phase
vapeur des HEs, ou la CMI pour les deux HEs était comprise entre 0.029 et 0.115pug/ml d'air,
et la CMF entre 0.115 et 0.460 pg/ml d'air.

L'état liquide a également présenté d'excellents résultats, avec des valeurs de CMIs

et de CMFs variant entre 0.749 et 8.386 pg/ml pour les deux HEs.

Enfin, au bout de notre étude, nous pouvons conclure que les HEs testées peuvent
constituer une réelle alternative aux antifongiques synthétiques conventionnels et un moyen

possible de renforcer l'utilisation des traitements biologiques dans le marché vétérinaire.
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Conclusion

Afin de poursuivre et d'approfondir ce travail, il serait nécessaire :

e De déterminer la composition chimique des deux huiles essentielles testées.

e De réaliser des tests in vivo pour évaluer leur efficacité contre Aspergillus
fumigatus, chez 'animal.

e De faire des synergies avec d'autres huiles de chymotype différent, voire avec

d'autres antifongiques synthétique.
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Abstract

In this study, we evaluated the in vitro antifungal activity of essential oils of " Thymus
capitatus L." and "Origanum floribundum Munby", two spontaneous plants endemic to the
Guelma region, against four clinical strains of Aspergillus fumigatus. In the present work,
two techniques were used, the M38-A method or broth microdilution test described by CLSI
and the microatmosphere method. The essential oils were obtained by the hydrodistillation
method in a Clevenger type apparatus from the leaves and flowering tops, and provided a
significant average yield of 2.52% for oregano and 1.89% for thyme. For the results obtained
by the microdilution method, the essential oil of oregano presented MIC and MFC values
between 0.749 and 8.386 pg/ml. In addition, thyme essential oil showed MIC and MFC
values between 0.899 and 2.097 ug/ml. The evaluation of the antifungal activity of the
volatile phase of these essential oils, showed that the essential oils of oregano and thyme are
more active in the vapour phase than in direct contact, with MIC values (0. 115 pg/ml of air
for oregano and 0.029 to 0.115 pg/ml of air for thyme) and CMF values (0.230 to 0.460
ng/ml of air for oregano and 0.115 to 0.460 pg/ml of air for thyme). It is evident that thyme
essential oil is more fungistatic and fungicidal than oregano essential oil. Based on these
results, the two essential oils tested have a very good antifungal activity against the four
clinical strains of Aspergillus fumigatus and could present a real solution against
aspergillosis especially in the fumigant form, but requires further pharmacological and

toxicological studies.

Key words: Aspergillus fumigatus, aspergillosis, essential oil, Origanum floribundum,

Thymus capitatus, fumigant, M38-A.



Résumé

Dans cette étude, nous avons évalué l'activité antifongique in vitro des huiles
essentielles de « Thymus capitatus L. » et « Origanum floribundum Munby. », deux plantes
spontanées et endémiques de la région de Guelma, vis-a-vis quatre souches cliniques
d'Aspergillus fumigatus. Dans le présent travail, deux techniques ont été utilisées, la méthode
M38-A ou le test de microdilution en bouillon décrit par CLSI et la méthode de
microatmosphére. Les huiles essentielles ont été obtenues par la méthode d'hydrodistillation
dans un appareil de type Clevenger des feuilles et des sommités fleurées, et ont fournées un
rendement moyen non négligeable de 2.52 % pour ’origan et 1.89 % pour le thym. Pour les
résultats obtenus par la méthode de microdilution, I'huile essentielle d'origan a présenté des
valeurs CMIs et CMFs comprises entre 0.749 et 8.386 png/ml. De plus, I'huile essentielle de
thym a présenté des valeurs CMIs et CMFs comprises entre 0.899 et 2.097 pg/ml.
L'évaluation de I’activité antifongique de la phase volatile de ces huiles essentielles, a montré
que les huiles essentielles d'origan et de thym sont plus actives en phase vapeur qu’en contact
direct, avec des valeurs de CMIs (0.115 pg/ml d'air pour I’origan et de 0.029 a2 0.115 pg/ml
d'air pour le thym) et des valeurs de CMFs (0.230 a 0.460 pg/ml d'air pour I’origan et 0.115
a 0.460 pg/ml d'air pour le thym). Il évidence que l'huile essentielle de thym est plus
fongistatique et plus fongicide que I’huile essentielle d’origan. Sur la base de ces résultats,
les deux huiles essentielles testées ont une treés bonne activité antifongique contre les quatre
souches cliniques d'dspergillus fumigatus et pourraient présenter une réelle solution contre
l'aspergillose surtout sous la forme fumigene, mais nécessite des études pharmacologiques

et toxicologiques supplémentaires.

Mots clés : Aspergillus fumigatus, aspergillose, huile essentielle, Origanum floribundum,

Thymus capitatus, fumigant, M38-A.



