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INTRODUCTION

L '‘étude des huiles essentielles est toujours d’uidaibte actualité malgré son
ancienneté et les développements exponentiels idésclinologies végétales.
L’histoire de l'aromathérapie naquit ainsi et, akes progres de la science, de nouveaux
principes actifs et de nouvelles propriétés phaaotogiques ont permis de faire des plantes

aromatiques et meédicinales (PAM) d’authentiquesioaédents (Bruneton, 1999).

L’Algérie, par sa vaste étendue terrestre du nardual et de 'est a I'ouest, et par sa
variation climatique, possede une flore abondanthe et variée dans laquelle il a été
dénombré de nombreuses espéeces aromatiques shiesegdé fournir des huiles essentielles
(Kofidis etal., 2004).

Les huiles essentielles sont tres efficaces sugda®es résistants aux antibiotiques; ce
qui leur donne une place parmi les moyens thérapeas pour guérir, atténuer ou prévenir
les maladies et les infections (Buehbauer et JirgviE994). Les perspectives d’application
sont nombreuses comme par exemple, le traitemenaffiections bactériennes et fongiques

de la cavité buccale (Shapiroatt, 1994) et du systéme respiratoire (Inouyal 2001).

Les huiles essentielles s’opposent au développedengermes tels que les bactéries
pathogenes, y compris les souches habituellemetibiaésistantes, les champignons
responsables de mycoses dont, les doses activegrs@eénéral faibles et se traduisent soit
par I'inhibition de la croissance des micro-orgams soit par un effet [étal (Crémieux, 1990 ;
Bruneton, 1993).

Dans le cadre de ce travail, nous avons explogéplantes poussant en Algérie et
réputées pour leurs vertus meédicinales, pour calas avons étudié les activités

antifongiques des huiles essentielles de plantaaatiques endémiques dans notre région.
Notre travail comporte deux parties :

La premiére partie est consacrée a une étude @ibpbique, composée de trois

chapitres principaux :

» Dans le premier chapitre, nous avons commenceé g@argénéralités sur les huiles
essentielles.

» Au cours du deuxieme chapitre nous avons étudigléeges meédicinales.

» Le troisieme chapitre portera sur une étude myagleydeCandida albicans, une

espece fongique redoutable en pathologie humaiaeieiale.
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Dans la deuxieme partie, nous présenterons le iglagtries méthodes utilisés dans
cette étude pour but d’évaluer I'activité anticatadides huiles essentielles des deux plantes
aromatiques Eucalyptus globulus Labill. et Rosmarinus officinalis L. par détermination des

valeurs de la concentration minimale inhibitric&0&o.



Chapitre |

Géneéralités sur

les huiles essentielles
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|. Définitions
I.1. Huiles essentielles (HES)

Plusieurs définitions sont disponibles des huilesestielles : Les huiles essentielles
sont par définition des métabolites secondairesipt® par les plantes comme moyen de
défense contre les ravageurs phytophages (Csé&aufnan, 1999).

Les huiles essentielles sont des extraits végétamlatiles et odorants appelés
€également substances organiques aromatiques lgjugléon trouve naturellement dans
diverses parties des arbres, des plantes et dess¢piles sont volatiles et sensibles a l'effet
de la chaleur elles ne contiennent pas de corps(¥ehyaoui, 2005).

La norme AFNOR T75-006 (février, 1998) définit fleuessentielle comme un produit
obtenu a partir d'une matiere premiére végétalepao entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de I'épicarpe dasscisoit par distillation séche (Bruneton,
1999).

Donc le terme «huile» provient du fait que les titda contenus dans le végétal sont
visqueux et hydrophobes, elles ont des propriéeésatlibiliser dans les huiles végétales et
minérales, et les graisses, les alcools et I'éthardénomination «essentielles» refléte le

caractére principal des plantes qui dégagent degre@dgréables (Bouameragt 2004).
|.2. Les plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont, par définition, destes dont les tissus sécretent
suffisamment d’essence pour que celle-ci puisseeiiraite et distillée. Elles contiennent les
molécules aromatiques ou odorantes dans un oweplgsile ses organes producteurs : feuille,
fleurs, fruits, graines, écorces, racines. Toutntel a odeur n'est pas toujours une plante
aromatique: le tilleul est un arbre odorant maig’dxiste pas d’huile essentielle de tilleul
(Patricia, 2005).

1.3. Essence

L’huile essentielle est donc I'essence distillé&sCle résultat de la distillation a la
vapeur d’eau des plantes ou arbres aromatiquesepiaire I'essence. Une essence et une
huile essentielle sont deux substances différetées en nature qu’en composition,

notamment en raison des modifications biochimiggee subit I'essence au coure de sa
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distillation. Toutefois dans 'usage courant lenter«essence» est souvent utilisé pour parler

d’'une huile essentielle (Patricia, 2005).

L’essence c’est une la substance aromatique niguqeé sécrete la plante dans ses
organes producteurs. Pour étre exacte, on pargsabee de citron et non d’huile essentielle

de citron, car elle n’a pas été distillée (Patfi2id05).
[.1.4. Hydrolat aromatique

L’hydrolat est I'eau distillée que I'on sépare diulle essentielle a la sortie de
'alambic. Elle est plus ou moins aromatisée sédmnplantes distillées car elle se charge de
molécules aromatiques au cours de la distillatioes hydrolats contiennent sous forme
naturellement dissoute certains composés aromatides huiles essentielles (moins de5%)
(Patricia, 2005).

On trouve beaucoup des acides dans les hydrolaiits cgont hydrosolubles, ce sont
des composeés tres actifs et efficaces méme a tiétdtaces (anti-inflammatoire) (Patricia,
2005).

I.2. La localisation de I'huile essentielle dans $eplantes

La teneur des plantes en huiles essentielles estrglément faible, et éstimer 1%
(Guignard, 1995).

Les huiles essentielles n’existent quasiment quez dbs végétaux supérieurs. Elles
sont produites dans le cytoplasme des cellulegsims et s'accumulent en générale dans
des cellules glandulaires spécialisées. Ensuites eont stockées dans des cellules dites
cellules a huiles essentielles (Lauraceae), daaspdehes sécrétrices (Myrtacée), dans des
canaux sécréteurs (Astraceae) (Oussadh ,c2006).

Elles peuvent étre stockées dans divers organestaréqg: les fleurs (bergamotier,
rose,..), les feuilles (citronnelle, eucalyptus,les racines (vétiver), les rhizomes (curcuma,
gingember,...), les fruits (anis, badiane,...), le bivsis de rose, santal,...), ou les graines
(muscade,...) (Oussaladt, 2006).

Si tous les organes d'une méme espéece peuventrmarfeine huile essentielle, la

composition de cette derniere peut varier seldoaaisation (Belkou edl., 2005).
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1.3. Composition chimique des huiles essentielles

L'étude de la composition chimique des huiles dsdls révéle qu'il s'agit de
mélanges complexes et variables de constituantari@mant exclusivement a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinc Les terpénoides et les composeés

aromatiques dérivés du phenylpropane (Teissei&])19

[.3.1. Groupe des terpénoides

C’est le groupe le plus important. Il comprend demnoterpénes des sesquiterpenes
(20 atomes de carbone), des diterpénes (30 atoenearioone).

Les terpénes sont des molécules organiques caregtipar un multiple de 5 atomes de
carbone de formule générale [C5H8] (Modzelewskal.e2005 ; Kaloustian &fl., 2012).

e Les monoterpénes

Ce sont des hydrocarbures aliphatiques, saturésnsaturés. lls peuvent étre
acycligues comme le myrcenes, ocymene..., ou cydigqoenme le pinéne, camphene..., et
méme aromatiques comme le p-cymene, aussi, ilsepewontenir des atomes d’oxygenes
(figure 01) (Modzelewska el., 2005 ; Kaloustian etl., 2012).

2 @

Myrcéne Sabinene (+)-Camp—héne Limonéne
S
Pipériténone Menthol Carvone Pulegone

FigureO1 : Structure chimique de quelques monoterpees extraits des HEs
(Modzelewska efal., 2005 ; Kaloustian etal., 2012)

* Les sesquiterpenes

Les variations structurales dans cette série senmé@me nature que dans le cas
précédent : Carbures, alcools, cétones étant les filEquents. On trouvera ci-dessous
guelques exemples de sesquiterpenes caractéristipse HE Les dérivés aromatiques des

huiles essentielles sont surtout des dérivés daléacinnamique (C6-C3), celui-ci provient de

w
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'acide shikimique obtenue a partir du phospho-goywlvate et du D-rythrose-4-phosphate
(Azevedo, 2001).

[.3.2. Les phénylpropanes (composés aromatiques)

Cette classe comporte des composés odorants brmusocomme la vanilline,
'eugénol, L'anéthol, I'estragole et bien d'autfiégure 02). lls sont d’avantages fréquents
dans les huiles essentielles d’Apiaceae (persis, danouil, etc.) et sont caractéristiques de
celles du clou de girofle, la vanille, la cannelle,basilic, I'estragon, etc. (Scimeca, 2007 ;
Bruneton, 2009).

CHO H;00,

ICH30O HO

OH

Vanilline Eugénol

Figure 02 : Structure chimique de quelques composésomatiques des HEs
(Scimeca, 2007 ; Bruneton, 2009)

[.4. Les méthodes d’extraction

Il existe plusieurs méthodes d'extraction des lsuiessentielles. Le choix de la
méthode la mieux adaptée se fait en fonction detare de la matiere végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de I'essenceraire, de I'usage de l'extrait et I'ardbme du

départ au cours de I'extraction. Les principalethodes d’extraction sont:

Entrainement a la vapeur d'eau
L'hydrodiffusion

Extraction par solvants
Hydrodistillation

Extraction par les corps gras

NN NN N

Extraction par micro-ondes (Marie Elisabeth, 2005).

Les étapes de I'extraction des huiles essentiditagyines végétales restent identiques

guelque soit le type d’extraction utilisé. Il egicessaire dans un premier temps d’extraire de
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la matiere végeétale les molécules aromatiques iteaust I'huile essentielle, puis dans un
second temps de séparer ces molécules du miliedigi@fation comme cela est explicité
dans la (figure 03) (Marie Elisabeth, 2005).

La plus part des huiles essentielles sont obteaud'gntrainement a la vapeur d'eau
qui est applicable en générale a tous les esseuiase sont pas sensiblement altérées par
l'eau a 100C°.

2. Séparation des molécules

1. Chauffage de la et de la matrice
matrice : destruction
des parois
Y S/
g /
,C' Libération des molécules

aromatiques

Figure 03 : Les étapes de I'obtention d’'une huilessentielle (Marie Elisabeth, 2005)
1.5. Propriétés médicinale
[.5.1. Antibactérienne

les phénols (carvacrol, thymol) possedent le coieffi antibactérien le plus élevé,
suivi des monoterpénols (géraniol, menthol, temlnéldéhydes (néral, géranial) (Belkou,
2005).

|.5.2. Antivirale

Les virus donnent lieu a des pathologies trés garidont certaines posent des
problémes non résolubles aujourd’hui. Les huilesertielles constituent une aubaine pour
traiter ces fléaux infectieux, les virus sont tsessibles aux molécules aromatiques (Belkou,
2005).
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1.5.3. Antifongique

Les mycoses sont d'une actualité criante, camtggiotiques prescrits de maniere
abusive favorisent leur extension, avec les huab=entielles on utilisera les mémes groupes
gue ceux cités plus haut, on ajoutera les sespaitegues et les lactones sesquiterpéniques.
Par ailleurs, les mycoses ne se développent pasnstarrain acide. Ainsi il faut chercher a

alcaliniser le terrain (Belkou, 2005).
[.5.4. Antiparasitaire

Le groupe des phénols posséde une actiorssgmie contre les parasites
(Benayad, 2008).

[.5.5. Antiseptique

Les aldéhydes et les terpenes sont réputés leurs proprietés désinfectantes et

antiseptiques et s’opposent a la proliférationgkrsnes pathogénes (Benayad, 2008).
|.6. ROle dans la plante

Le r6le des constituants volatils dans la plangstrpas bien défini. Les plantes les
utilisent pour se protéger contre les virus et tpassent qu’il s’agit d’hormones végétales.
D’autres considerent que les huiles sont des messagtre sorte de parasites et de microbes
(Mansouri etl., 2010).

Des travaux ont montré que les monoterpénes efelsguiterpenes peuvent jouer des
réles importants dans la relation des plantes #&@cenvironnement. Par exemple, le 1,8-
cinéole et le camphre inhibent la germination dgsges infectés ou la croissance des agents

pathogenes issus de ces organes (Naali, @011 ; Tumen edl., 2010).

La présence des huiles essentielles dans leeplaimtsi que leur teneur seraient donc
en rapport avec la photochimie (Croteau, 1986).

|.7. Les voies d’administration

Les HE s'utilisent selon différentes voies. Nousiyams les avaler, les respirer ou les

utiliser en application directes sur la peau :
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|.7.1. La voie orale

Elle doit étre utilisée uniqguement sur conseilsntiidecin aromathérapeute (Scimeca,
2006).

[.7.2. La voie respiratoire

Les HE sont, trés vite, absorbées par toutes leepeellules ciliaires qui tapissent
notre arbre respiratoire depuis les fosses nagags’'au bout de nos alvéoles pulmonaires
(scimeca, 2005).

|.7.3. La voie cutanée

C’est la voie idéale car efficace et sans dangéné@lement, les huiles sont utilisées
a des concentrations trés diluées nous pouvorsreyées pour massage ou simplement en
application selon la zone et l'affection a trait€autres formes sont aussi possibles :
pommades, bain etc. (Scimeca, 2005). Dans tousaesles HE pénétrent dans notre corps

pour atteindre la circulation sanguine (Festy, 2011
1.8. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles contiennent des millierscdmposants : elles sont tres
efficaces, mais aussi trés dangereuses. Certaingoasants aromatiques peuvent étre
dangereux et toxique. La toxicité des huiles egsigg (principalement des cétones mono
terpéniques) est connue depuis le siécle dernieatameédication (dangereuse) est favorisée
par le fait que bon nombre de ces produits sottiloi®s en dehors du secteur pharmacies ;
au mépris d'une législation qui réserve la distrdrude certains d'entre eux aux pharmaciens
garantissant ainsi un contrdle rigoureux d’idenstéde conformité. Egalement les huiles
essentielles de Lamiaceae ; peuvent se révélerdauspes lorsqu'elles ingérées a forte dose
(Bouanane et Boussehel, 2005).

Les intoxications décrites sont généralement caisés a un usage inconsidéré. La
symptomatologie de ce type d'intoxication est méeqpar des épisodes de convulsions de
type épileptique, parfois accompagnée de cyanosatetcoupé de phases hypotoniques et
hyporéflexique. Elle peut aussi comporter une paeteonscience. La lipophile de ces huiles
essentielles explique que leur toxicité peut seifester aussi bien par voie orale que par voie

rectale ou par voie transcutanée (exemple, avepr@psrations pour bains). Le menthol lui-
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méme n'est pas sans danger la dose létale pounntieoest estimée a 2g et la simple
administration se solutés pour instillation nasale d'autre produits a base de menthol a
jeunes peut déclencher un spasme létale de |& gBduanane et Boussehel, 2005).

[.9. Conservation des huiles essentielles

La plupart des molécules constitutives des husgrtielles sont insaturées, ce qui les
rend instables et sensibles a l'altération. Sedencbnditions de conservation. Les essences
naturelles peuvent étre sujettes a des réactiocmndaires telles que : le réarrangement
moléculaire, la polymérisation, l'oxydation, la rfeantation, I'hydrolyse, etc. Les huiles
essentielles pures, se conservent officiellemean® et c’est ce qui est d'ailleurs le plus
souvent inscrit sur la boite. Il est possible deitkr ces dégradations en prenant certaines

précautions (Bruneton, 1993).

> lutilisation des flacons de faible volume en alomin, en acier inoxydable ou en verre
brun, entierement remplis et fermés de facon é@anch

> le stockage a basse température ;

> la conservation sous atmosphére d'azote (Brun£898).
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II.1. Définition des plantes médicinales

Dans le code de la Santé publique, il n'exipas de définition |égale d'une
plante médicinale au sens juridique, mais en Franage plante » est dite médicinale
lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopée et qnausage est exclusivement médicinal. C’est-
a-dire qu’elles sont présentées pour leurs pr@mi@réventives ou curatives a I'égard des

maladies humaines ou animales (Moreau, 2003 in GraB010).

[1.2. L 'Eucalyptus globulusLabill.

[1.2.1. Présentation générale dEucalyptus globulud_abill.

La famille Myrtaceae - Myrtacées est une famills géantes dicotylédones, elle est
répartie en environ trois mille espéces répartired®4 genres environ. Beaucoup d’espéces
appartenant a cette famille sont une source désshessentielles pour la parfumerie ou pour
'usage thérapeutique. Dans les principaux paystelas d’Eucalyptus, Eucalyptus globulus
Labill. a été la principale source commerciale ddaiessentielles, ses feuilles renfermeraient
environ (60- 75%) de 1,8 cinéol. Ces huiles esskesi peuvent constituer un revenu intérieur

intéressant (Bruneton, 1999).
[1.2.2. Origine et répartition géographique

Le genre Eucalyptus est endémique en Australie dtasmanie. Il est cultivé de nos
jours dans quelques régions subtropicales d’Afrigdidsie (Chine, Inde, Indonésie) et

d’Amérique du Sud ainsi qu’en Europe méridionalawet Etats-Unis (Bouamer, 2004).

Les espéeces appartenant a ce genre sont utilisas gssécher certaines zones
marécageuses et se sont acclimatées a la régidtermateenne. Son introduction en Algérie
fut par les francais en 1860, Pendant les années @) le reboisement a base d’Eucalyptus
ont concernés notamment I'Est (El-Kala, Annabak&k), le centre (Tizi-Ouzou) et I'Ouest
(Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besditismaux en produits ligneux et papetiers
(Belkou, 2005 ; Goetz atl., 2012).

[1.2.3. Classification

Les noms vernaculaires : Calitouss « le nom le parmue en Algérie », Calibtus,
Kafor. Ces noms sont les plus populaires en Algguiesont utilisés dans différentes régions.



Chapitre Il : Les plantes médicinales Etude Bibliographique

Tableau 01: récapitules la position systématique dEucalyptus globulud_abill . (Goetz,

2012).
Régne Végétal
Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Dicotylédones
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espece EucalyptugglobulusLabill.

11.2.4. Description botanique

Le genre d’Eucalyptus est un arbre de 30 a 35 sguja 100 m dans son milieu
naturel. Le tronc comprend une écorce a la basgdfort rugueuse et, en hauteur, lisse, gris
cendré laissant s’exfolier son épiderme en longsh&aux souples et odorants ; il possede

egalement des lenticelles gorgées de gomme balsaratqun bois rouge (Goetz, 2008).
% Feuilles

Les Eucalyptus portent des feuilles persistantiergs mais différentes en fonction

de I'age des rameaux :

Les jeunes rameaux possedent des feuilles largages, avec un vrai limbe nervuré
(vignette). Les rameaux plus agés possedent ddtesearomatiques, épaisses, vert foncé,

courtement pétiolées (Goetz, 2008).

10
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% Fleurs
Les fleurs sont trés variées. Elles ont de couldamnc creme (en bouton de couleur
blanc-bleu), solitaires, relativement larges. Laebdes sépales adhéere a l'ovaire infere ; le
calice et la corolle sont soudés et sa paroi rerdedtes poches d’essence aromatique (Goetz,
2008).

[1.2.5. Mode de reproduction

L’inflorescence de&ucalyptus globulugabill. est en général sous forme d’ombelles.

La majorité des espéces d’Eucalyptus présentenbombre de chromosome de 2n = 22.

Les fleurs sont hermaphrodites, les organes netldemelles se trouvent dans la
méme fleur. L’age de maturité oscille selon leséesp de 3 a 10 ans, mais un décalage de
floraison existe entre les différentes unités ggnés (individus, provenances, especes). La
pollinisation est principalement entomophile oulisée par les oiseaux pour les especes a

grandes fleurs (Hopper et Moran, 1981).

Ce qui favorise dans ce dernier cas I'hybridatioterspécifique. La distance de
dispersion du pollen est généralement inférieur@Gmetres (Eldridge al., 1993).

11.2.6. Les propriétés de I'huile essentielle dEucalyptus globulud_abill.
[1.2.6.1. Propriété expectorante et mucolytique

La forte quantité de 1,8-cinéole présent dans Iehessentielle &ucalyptus globulus
Labill. va lui conférer sa propriété principale ette huile essentielle est expectorante et

mucolytique (Nascimento at., 2009).

En effet, grace a une stimulation directe des Edlisécrétrices de la muqueuse
bronchique, I'huile essentielle Bucalyptus globulud.abill. va permettre de fluidifier les
sécrétions bronchiques afin gu’elles soient exgslsplus facilement. L’huile essentielle
d’Eucalyptus globulugabill. va également permettre de relacher les headisses des voies

aeriennes (Nascimentoat, 2009).

On confere souvent a I'huile essentiell&wdcalyptus globulusabill. la propriété de
décongestionner le nez en cas de rhume. En réadigdétudes ont prouvé que la résistance

nasale au débit de l'air ne change pas aprés agiplicd’huile essentielle Bucalyptus

11
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globulusLabill. les résultats indiquent que I'huile esselhi stimule les récepteurs au froid de
la muqueuse nasale ce qui donne I'impression denmespirer. L'explication peut aussi
résider dans le fait que I'huile essentielle amélida performance ciliaire (European

Scientific Cooperative on Phytotherapy, 2009).

L’huile essentielle dEucalyptus globulusLabill. est un antiseptique des voies

respiratoires, expectorant, analgésique (Kehal.e2004).

En usage interne et externe, décongestionnant, ghyggniant, une action
détoxifiante des toxines diphtérique et tétanigamtimicrobien sur les bactéries Gram+,
antifongique, anti-inflammatoire, améliore les émpes fonctionnelles respiratoires,
mucolytique, antispasmodique bronchique, fébrifug@pisme broncho-pulmonaire trés

marqué.
11.2.6.2. Propriété antibactérienne et cicatrisante

Grace a la présence de 1,8-cinéole, I'huile esslnti’'Eucalyptus globulukabill. va
étre douée de propriétés antibactériennes et is@ates. Elle pourra étre utilisée afin de
désinfecter les plaies et de raccourcir le tempgidatrisation. Elle sera particuliéerement
efficace dans le traitement des ampoules, des redjlues coupures, des blessures et des
plaies (Sugumar etl., 2014).

[1.2.6.3. Propriété Insecticide

La présence de 1,8-cinéole dans I'huile essentidiacalyptus globulugabill. va lui
conférer des propriétés répulsives et insectici@espourra I'utiliser par exemple en diffusion
pour éloigner les moustiques en été (bien qu’onphédifere Eucalyptus citriodoraqui est

beaucoup plus efficace pour cette indication) @gat2008).

Une étude montre également que I'huile essentibleicalyptus globulugabill. est

une bonne alternative naturelle contre les moudbagestiques (Kumar, 2012).

Certaines publications annoncent une efficacitéredtediculus humanus capitiplus

communément appelé pou (Yangkt 2004 ; Toloza eal., 2010).

12
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[1.2.6.4. Propriété antivirale

Des études ont démontré que les huiles essentiéliascalyptus globulud.abill.
possedent une forte activité antivirale contre égrgmplex virus (HSV). On pourra donc les
utiliser afin de traiter un bouton de 59 typesiéerke, appliquées sur le bouton soit pures, soit
en mettant 1 goutte d’huile essentielle dans umenpade d’aciclovir et ce, cinq fois par jour

minimum (vitesse de réplication du virus) (Schritz2001).
[1.2.6.5. Propriété antifongique

En plus de ses propriétés antibactériennes et imdis, I'huile essentielle
d’Eucalyptus globulud.abill. présente des propriétés antifongiques. @es propriétés
rendent l'usage de [I'huile essentielleEdtalyptus globulusLabill. en diffusion trés
recommandé (Vilela &tl., 2009).

Vilela etal., En (2009)ont démontré une activité antifongique de I'huilsetielle
d’Eucalyptus globulusLabill. sur deux espéces ABpergillus : Aspergillus flavuset

Aspergillus parasiticugVilela etal., 2009).
[1.2.6.6. Propriété analgésique et anti inflammataie

Des études prouvent que I'huile essentielleudalyptus globulugabill. possede des
propriétés anti-inflammatoires et analgésiques eg@da présence de 1,8-cinéole (Santos et
al., 2000).

On pense qu'il s’agirait des propriétés anti-oxydarde la plante qui pourraient étre a

I'origine de I'effet anti-inflammatoir¢Grassmann el., 2000).
[1.2.6.7. Propriété hypoglycémiant

Plus concretement, plusieurs études démontrenttieenent que les flavonoides
contenus dans Eucalyptus globulu&abill. (notamment dans ses feuilles) auraient fiat e
hypoglycémiant (Dey edl., 2013 ; Dey eal., 2014).

13
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[1.2.6.8. Propriété anticancéreuse

Des études se sont penchées sur I'effet anticamcéhe 1,8-cinéole (Moteki edl.,
2002). Ont démontré que le 1,8-cinéole était ingluctle I'apoptose des cellules leucémiques
humaines (Murata etl., 2013).

[1.2.7. Ennemis et maladies des Eucalyptus

L’Eucalyptus est tres sensible aux ravageurs etnaaladies. Tres nombreux sont les
insectes et les microorganismes qui I'affectenaction des ravageurs est bien remarquable
sur les jeunes peuplements. Tandis que le viglient des arbres favorise l'attaque de
certains ravageurs qui a leur tour rendent le spies vulnérable a I'agression d’autres

parasites secondaires (Mazari, 1982).
I1.3. Rosmarinus officinalisL .
[1.3.1. Présentation général d&Rosmarinus officinalisL.

Le romarin est une plante des coteaux arides gasigt lieux rocheux de la région
méditerranéenne et méme un peu plus au Sud jusqrdadins sahariens depuis l'antiquité, il
est employé pour améliorer et stimuler la mémoireoee aujourd’hui en Grece, les étudiants

en font bruler dans leurs chambres en période miera (Boullard, 2010).

Le romarin ou romarin officinalRosmarinus officinalid..), est un arbrisseau de la
famille des Lamiacées (ou labiées), poussant atlsduvage sur le pourtour méditerranéen,
en particulier dans les garrigues arides et raaks, sur terrains calcaires (Jean-Claude et
al., 2008).

Fraiche ou séchée, cette herbe condimentaire g®uvet dans la cuisine
méditerranéenne, et une variété améliorée se euttans les jardins (Jean-Claudeakt
2008).

C'est une plante mellifere le miel de romamu « miel de Narbonne » est réputé
(Jean-Claude etl., 2008).

C'est également un produit frequemment utiliséafumerie. Enfin, on lui attribue de
nombreuses vertus phytothérapeutiques.
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[1.3.2. Caractéristiques botanique

Le romarin peut atteindre jusqu'a 1,5 m de hauteire jusqu'a 2 m en culture. Il est
reconnaissable en toute saison a ses feuillessfmrgs sans pétiole, coriaces, beaucoup plus
longues que larges, aux bords légérement enroukd¥s, sombre luisant sur le dessus,
blanchatres en dessous. Leur odeur, tres campweégue aussi I'encens d'ou il doit son nhom
« encensier » en provencal. La floraison commegsel@ mois de février, parfois en janvier,
et se poursuit jusqu'en avril-mai. Certaines vasigbeuvent fleurir une deuxieme fois en
début d’automne (Vicara, 2006).

11.3.3. Répartition géographique

L’espéceRosmarinus officinalig. appartient au genre Rosmarinus et a la famée d
Labiacées.

Cette espece a une aire de répartition méditezraneé (Seitz, 1991) ; elle est
répondue et spontanée dans tout le bassin médiéemasurtout en sol calcaire plus ou moins
argileux mais devant étre non saturé d'eau; notaminsur les sites bien ensoleillés, a
sécheresse estivale accusée. On la trouve dapayed'Afrique du Nord Algérie, Maroc et
Tunisie et dans les régions méridionales d’Eur@&meAlgérie, ou elle est souvent dénommée
« Kklil » ou « iazir » en tamazight, elle est conrmauwdans tout le pays, surtout dans les

garrigues et les foréts claires (Ait Youssef, 2006)

11.3.4. Classifications

Tableau 02: la position systématique dé&Rosmarinus officinalisL. (Quezel et Santa,

1963).
Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales (labiales)
Famille Lamiaceae
Genre Romarinus
Espece Rosmarinus officinalis.
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[1.3.5. Composition biochimique de I'huile essentiée du romarin

L'huile essentielle du Romarin (1 a 2% dans latplanontient : de d' pinene (7 a
80%), de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1%),38e I'eucalyptol (1 a 35%), du
bornéol (4 a 19%), de I'acétate de bornyle (jusfjota) et du camphene (Bellakhdar, 1997) et
de la résine (Beloued, 1998).

[1.3.6. L'utilisation des huiles essentielles de marin
< Gastronomie

Le romarin est également utilisé pour parfumergekades. Quelques branches sont
alors utilisées dans la confection d'une marinadare branche comme pinceau pour enduire
la piece a griller de marinade. Il est égalemerssjide de fumer la viande ou le poisson en
déposant quelques branches sur les charbons, metinquantité dans un fumoir (Knockaért,
2002).

On peut enfin se servir de branches pour embratdgelégumes avant leur cuisson.

Plus audacieux, le romarin est parfois utilisé rfagion pour parfumer des desserts comme

les flans, les crémes ou certaines confitures.
« Parfumerie
L'utilisation du romarin en parfumerie est tresianoe (La Belgique horticole, 1862).

L’essence est obtenue par la distillation des resicde préférence en n’utilisant que
les sommités fleuries (Revue suisse de viticultR@®1).

Le romarin entre dans la composition de parfumdosatirmasculins, hespéridés
aromatiques (eaux de Cologne), boisés et fougeoesatiques (Revue suisse de viticulture,
2001).

% Médecine et phytothérapie

Le romarin est souvent cultivé pour son huile essk® Dans la médecine
traditionnelle ses parties ariennes sont utiliggasvoie orale pour soulager la colique rénale,
les dysménorrhées et comme antispasmodique. ¢oesidérée utile pour contrdler I'érosion
du sol (Heinrich eal., 2006).
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L’huile du romarin a été largement répandue pendtast siecles, comme un des
ingrédients en produits de beauté, savons, aussiduur I'assaisonnement et la conservation

des produits alimentaires (Arnoldadt, 1997).

L’huile du romain a été largement répandue pendks siécles, comme un des
ingrédients en produits de beauté, savons, aussidaur I'assaisonnement et la conservation

des produits alimentaires (Arnoldadt, 1997).
11.3.7. Les propriétés de I'huile essentielle diRosmarinus officinalisL .
v Activité antibactérienne

Les effets des extraits aqueux et méthanoliquesild’le romarin, sur la croissance
du Streptococcus sobrinwet sur I'activité extracellulaire de 'enzyme glsgtiransférase ont
été étudiés. Tsai et al, ont été suggérés quexteate d’huile de romarin peuvent empécher
la lésion de la carie en inhibant la croissanceStheptococcus sobrinust peuvent aussi
éliminer les plaques dentaires par suppressioradgvité de la glucosyltransférase (Tsai et
al., 2007).

v Activité antifongique

La biosynthese de l'aflatoxine a été inhibée totelet par I'huile essentielle du
romarin a une concertation de 450 parties paranil{ppm). Selon les résultats indiqués, le
potentiel de cette huile essentielle en tant quésewatif naturel contre Aspergillus
parasiticus(Rasooli etal., 2008).

En utilisant la technique standard de diffusion gétose, en évaluant l'activité
biologique de 11 huiles essentielles y comprisecéll romarin, les résultats ont montré que
de ces huiles ont une activité inhibitrice modésée les cing levuresCandida albicans
Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevigiagaminées (Sacchettiat, 2005).

v' Activité antivirale

L’évaluation de I'activité antivirale de d’huile womercial du romarin a indiqué qu'il
ya une inhibition de linfection par le virus danfmunodéficience humaine (HIV) a la
concentration trés basse. Cependant, le carnasobrdré une activité (anti-HIV) a une

concentration modérée qui n’était pas cytotoxicireigma etal., 1996).
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v" Activité ovicide

L’huile essentielle du romarin s’est avérée un ageficide contre trois espéces de
moustique Anophele esstephensi, Aedes aegypti et Culex cpfaspiats) (Gillj et al.,
2007). De méme Gillij et al. Ont trouvés que cétide présente une activité répulsive contre

les moustiquesAedesa egypt(Prajapati etl., 2005).
v Activité anti-oxydante

Plusieurs auteurs ont étudié l'utilisation des aidérdu romarin comme antioxydant
pour conserver les produits a base de viande (Netsal, 2003 ; Balentine eal., 2006 ;
Fernandez-Lopez al., 2005 ; Sebrotynek et., 2005).

v Activité anti-cancérogéne

Grace a certains composants (Carnasol, Rosmarithhhd&kosmanol et I'acide
rosmarinique), le romarin est considéré comme héeapie contre le cancer (Bekkaraakf
2007).

v’ Activité anti-acétylcholinestérase

Des extraits aqueux et méthanoliques de 11 plaotdisés dans la médecine
traditionnelles chinoise pour I'amélioration dern@moire ont été examinées pour évaluer
leurs activités inhibitrices d’acétylcholinestérasae utilisant la méthode colorimétrique
d’Allman (Adsersen eal., 2006).

Genre de levure Candida sont des organismes etieadyone taille de 4 a 10 um et
qui se multiple par bourgeonnement (Odds, 1988). 0@t des micro-organismes
commensaux et pathogene opportunistes pour I'horgkpan et Morgan, 2002 ; Hube,
2004).

Candida est principalement isolée dans la mugueliss que la cavité orale, le

tractus gastro-intestinal, le tractus uro-génitalaopeau (Ghanoum at., 2010 ; Odds, 1988).

Parmi le genre Candida, 54,3% des infections does$ a I'especalbicans,16,4% a
I'especeglabrata 14,9% a I'especparapsilosis 8,2% a I'espéctopicalis, et 1,6% I'espéce
krusei(Pfaller etal., 2000).
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l1l.1. la position systématique

Le genre Candida comprend environ 200 espéces lésniplus rencontrées en
pathologie humaine sonC. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii,
C. parapsilosis, C. kefyr et C. dubliniensis (Fitzpatrick eftal., 2006). Sur le plan taxonomique,
les candidas sont classés parmi les ascomycetes. Beick etal., 2008)Candida albicans

suivit I'organisation suivante :

Tableau 03 : la position systématique d€andida albicangKrick et al., 2008).

Regne Fungi
Division Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida
Espece Candida albicans

[11.2. Morphologie

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, ebiaeiCette levure
diploide, dont le matériel génétique se répartithait chromosomes (Chu eat., 1993), se
reproduit de facon asexuée par bourgeonnementsilatériux d’'une cellule mere (le

blastopore) (Graser at., 1996), formant ainsi des colonies blanches créeseus

Concernant I'aspect morphologique, cette levuret peesurer de 3 a 15 um, et est
caractérisée par un polymorphisme que I'on peuvbuger in vitro et in vivo et qui lui permet
de se soustraire aux défenses liées a 'immunitélaiee. En effet, certains parametres tels
gue le pH, la température ou encore la richessenitieu de culture influencent I'aspect
morphologique que peut prend@andida albicans (Buffo etal., 1984). Ainsi, trois aspects

morphologiques Peuvent étre rencontres :
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» La forme blastopore, ronde ou ovalaire, mesurar#t del um avec parfois une formation
de bourgeon.

* La forme pseudomycélium, mesurant de 500 a 600 grombueur et de 3 a 5 um de
largeur, composée d'un assemblage de cellules nfisas a bout pour simuler un
filament mycélien (Sudbery, 2001 ; Sudbeglet2004). Chaque compartiment cellulaire
est identique en longueur, contient la méme quéadtt matériel génétiqgue, mais differe
du précédent en quantité de cytoplasme et de cessitt@mnts (Barelleeal., 2006).

 La forme mycélium vrai, champignon filamenteux, gfigue de I'espéceCandida
albicans, la conversion d’une levure en filament mycéliasge par l'intermédiaire d’'une
structure appelée le tube germinatif. Cette foreneofise l'invasion des tissus et des

organes de I'hote (Gow, 2002).

Sous certaines conditions environnementales exgéametermes de milieu et de
températureCandida albicans peut aussi former des chlamydospores, qui sonstiestures
terminales ou latérales arrondies. Elles sont fesmgar épaississement du Thalle, mesurent

deux fois la taille du blastopore et possedentparei plus épaisse.

Les chlamydospores sont la forme de résistand8addida albicans et participent a
l'identification du champignon en laboratoire. Ellsont rarement mises en évidence in vivo
(Cole etal., 1991).

Toutes ces transitions morphologiques se mettentPkwte en réponse a des
changements des conditions environnementales, mheftent ainsi au champignon de

s’adapter a différentes niches biologiques.
[11.3. Ecologie

Candida albicans est considéré chez 'homme et les animaux a saagdccomme un
commensal des muqueuses, faisant partie intégdenia flore microbienne (Odds, 1988 ;
Mavor etal., 2005).

Au niveau des muqueuses digestives et vaginaldsylae se présente sous forme de
blastospores, considérées comme la forme saprophytét en symbiose avec I'organisme
héte. En revanche, lorsque le délicat équilibreectd forme commensale et les défenses
immunitaires est rompu, cette étroite symbioseagsforme en parasitisme, résultant en une

maladie infectieuse appelée candidose. Au niveautidsus infectésCandida albicans est
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retrouvé simultanément sous les formes de blastesp de mycéliums. Alors que la forme

blastospore reste non-invasive, la forme mycéliasteapable de pénétrer les muqueuses.

Candida albicans est un champignon cosmopolite dont les fréquemnktisslement
montrent que chez des sujets sains la levure setitégifféeremment en fonction des sites de
prélevement : peau (3%), vagin (13%), tractus awtat (15%), cavité buccale (18%),
estomac et duodénum (36%), et jéjunum et iléon §40dds, 1988 ; Mavor et., 2005).

Le réservoir principal est donc le tube digesiifla frequence de portage varie selon
les sujets. Ces résultats sont toutefois a obsevec précaution dans la mesure ou les
techniques de prélévements ne sont pas toujounsiddes et les sites de prélevements ne
présentent pas toujours un environnement homodgareexemple, les fréquences d’isolement
au niveau de la peau sont différentes si I'on éfiegse aux mains, aux aisselles ou aux

cheveux.

En milieu hospitalier, les levures du genre Canditdan particulieCandida albicans
représentent la cause majeure des infections nosales opportunistes d’origine mycosique.
Trois causes ont été identifiées :

* |l semblerait qu'une grande majorité des infectipnsfondes soient d’origine endogene
et se développent a partir des levures sapropbyésentes dans le tube digestif de I'h6te
et qui traversent la muqueuse. Cependant, il pgsgiaxister quelques rares possibilités
de colportage par le personnel hospitalier par gkem

» Une faible proportion des candidoses profondes aessi étre d’'origine exogéene a partir
d’'une colonisation cutanée due au mateériel de sgtirdgsla pénétration de cathéters dans
'organisme (Odds, 1988 ; Mavor @t, 2005).

* Enfin, dans de tres rares cas, la contaminatioiméieu hospitalier peut étre due a

'environnement du patient (eau, air, alimentation...
[11.4. Organisation cellulaire et moléculaire
[11.4.1. Structure intracellulaire

Candida albicans possede tous les organites intracellulaires c@natiues des

eucaryotes :

v"Un noyau, délimité par une double membrane nu@getrrenfermant huit chromosomes
(Chu etal., 1993)
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v" Un nucléole
v" Un réticulum endoplasmique

v" Un appareil de Golgi.

La seule structure différenciant la levure d’unéiube eucaryote « classique » est la
présence d'un systeme vaculo-vésiculaire, évoleantelation avec le cycle cellulaire et la
division (Brelle etal., 2006), et impliqué en majeure partie dans la ®sehde la paroi
(Poulain et Feuillade, 1995).

[11.4.2. La paroi

Initialement, la paroi d€andida albicans était considérée comme une structure inerte,
assurant la protection et la rigidité du protoafiésormais, il est établi que la paroi est un
composant essentiel pour de nombreux aspects hjaks) et pathogéniques dandida
albicans (Cassone, 1989 ; Ruiz-Herrera, 2006), la partile@ge agit comme une membrane
impermeéable et maintient les caractéristiques nagghguesCandida albicans de la levure
de plus, c’est une partie la plus externe de laleglqui permet les premiéres interactions
physiques entre le microorganisme et son enviroengnfLopez-Ribot e@l., 2004). En

particulier, 3 constituants basiques représengentdjorité des polysaccharides de la paroi :

» Des polymeres ramifies de glucose branchési-&r8 eta-1,6 (@-glucanes) (Ruiz-
Herrera, 2006). La composition de la paroi eglucanes varie en fonction de ['état
morphologique de la levure. En effet, elle s’élewv80-39% di-1,3-glucanes pour 43-53%
D’a-1,6-glucanes chez les blastospores et les mycgliaors que ces proportions sont
inversées dans le cas des tubes germinatifs (Retiek, 2006). Casglucanes représentent
d’'un point de vue quantitatif 47 a 60% du poids deda paroi. Ce sont donc les constituants
majeurs. Ces glucanes constituent la structureadeatoi. lls forment un Squelette rigide,
grace a I'existence de liaisons glycosuriques d&aebitine (Surarit eél., 1988), et procurent
de fortes propriétés physiques a la cellule.

* Des polymeéeres de mannose (mannanes) associés pratésies par des liaisons
covalentes. Ce sont, avec legylucanes, les constituants majeurs de la parasgBiis
représentent environ 40% des polysaccharides dtleenprincipaux Participants dans la
formation de la matrice de paroi @andida albicans (Calderone et Braun, 1991 ; Shepherd,
1987).

* Des polyméres linéaires de N-acétyl-D-glucosaminatenant des liaisons-1,4

(chitine) (Ruiz-Hererra, 2006). La chitine partejpvec lesi-glucanes a la composition du
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squelette de la paroi et est impliquée dans lalit@gide la paroi. Chez les levures, elle
participe au processus de bourgeonnement et notaminéa formation de L’'anneau de
constriction pour la séparation la cellule mérelaleellule fille (Tronchin egl., 1981). La
chitine est aussi impliquée dans la formation dggasde la forme mycélienne. Malgré son
r6le majeur, c’est un constituant mineur de la p@® a 9%) (Molano &dl., 1980).

* Des protéines (6 a 25 %). Certaines interviennantaat qu’unités structurales au
niveau des mannoprotéines. La paroi contient égateom certain nombre de protéines ayant
une activité enzymatique. En particulier la N-atgticosamidase, la phosphatase acide, la
protéinase, la glucanase et la chitinase (Chatffial.e 1998). Ces protéines peuvent étre
sécrétées ou non en fonction du stade de la ceflwe son environnement.

* Des lipides (1 a 7%) participent a la rigidité deckllule. Les lipides majeurs sont les
triglycérides, des phospholipides et des stérdisedi ou estérifies. Les sont des lipides
intéressants, qui interagissent avec les anticapécifiques dirigés contre leg-1,2
oligommanosides (Mille etal., 2004). Les phopholipomannanes sont déficients en
glucosamine, et possédent leur propre organisdioleur chaine de glucanes (Ruiz-Herrera,
2006). Il a de méme été suggéré que ces composé@sipesiaient aux mécanismes

d’adhésion, de protection et de signalisation ¢@exida albicans.

La composition lipidique est affectée par le passdg la forme blastopore a la forme
mycélium (Goyal et Khullar, 1992 ; Mishraadt, 1992).

La composition de la paroi des formes blastopoteBlamenteuses est quasiment
similaire en pourcentage, bien que les quantitégives dea-glucanes, chitine, et mannanes
varient en fonction de la forme de croissance c#mée (Calderon et Braun, 1991). Ainsi,
par exemple, les cellules de I'hyphe contiennentrains trois fois plus de chitine que les

spores.

[11.5. Epidémiologie et pouvoir pathogéne
L’épidémiologie des candidoses, aussi bien supeliis que profondes, a été
marquée par une augmentation majeure de leur fnégudurant les 25 dernieres années, liée

en grande partie a I'accroissement du nombre désnpga risque.

Chez 'homme, les levures du genre Candida soceptibles de devenir pathogénes
et d'envabhir les tissus superficiels ou profondsceutains terrains immunodéprimés comme
chez les individus agés, ou encore ceux traitéipaniothérapie, ou souffrant de désordre
hématologique (HIV-positif, leucémie), ou chez $egets ayant un traitement antibiotique a
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large spectre ou un déseéquilibre endocrinien (deabgrossesse) (Eggiman at, 2003 ;
Patterson, 2005).

Le passage de |'état commensal a I'état pathogdrdoec le plus souvent lié a une
défaillance des systémes de défense de I''@aadida albicans est capable de survivre
comme commensal dans plusieurs sites anatomigo@siiic présentant ses propres pressions
environnementales. Ceci explique les manifestatimsques trés diverses causées par ce
champignon (Morgan, 2005 ; Tortoranaakt 2006).

La levure Candida albicans est responsable de presque tous les cas de cseslido
buccales et cesophagiennes et de plus de 80% ddislases vaginales (Ruhnke, 200En
Effet, les candida sont les plus frequemment isd&ta cavité buccale et sont détectés chez
environ 31 a 55% des individus sain (Gudlaugssah. ,2003).
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|. Matériel et Méthodes
l.1. Matériel
1.1.1. Matériel fongique (Annexe N°01)

L’activité antifongique des deux huiles essentgebst évaluée sur une seule espece de
champignons levuriformes : Gandida albicans>. La souche ATCC d€andida albicans
(Institut Pasteur d’Alger) et trois isolats clinggide la méme espece ont été téédéis avons
choisi cette espéece fongique, daandida albicansc’est I'espéce la plus fréquente en
pathologie humaine et animale (Euzeby, 1992). Ds,pt’est parmi les espece de genre
Candida la plus pathogene (Boucharalgt2010).

1.1.2. Matériel végétal (Annexe N°02)

Dans notre travail, nous avons utilisé les feuiledes sommités fleurés d’'une plante
aromatique ®Rosmarinus officinalid.. ». Pour la deuxieme plante aromatique qui a été
choisie dans cette étude, uniquement les feuilleaalyptus globulugabill. qui constituent
le matériel végétal.

Rosmarinus officinalisL. est collecté dans leur habitat naturel, dansrdgion
d’Ouenza (Chaine de Gora) wilaya de Tébessa, éamsis de Mars 2017.

L’échantillonnage des feuilles Eucalyptus globulugabill. est réalisé en Mars 2017
sur des arbres de territoire de la wilaya de Guetmamune de Bouchegouf.

1.1.3. Matériel de laboratoire
* Bain-marie (Memmert)
» Agitateur
+ Etuvea 37°C
* Autoclave
* Bec bunzen
e Spectrophotomeétre
» Boites de Pétri de 90 mm
» Tubes conique en plastique stériles
* Tubes vacutainer
* Pipettes Pasteur
* Micro pipette de 10Ql
* Micro pipette de 1004l
* Pinces
* Embouts

25



Etude de I'activité antifongique des huiles essetis sur Candida albicans  Etude Pratique

» Cuve en plastique a usage unique pour spectroplédtem
* Bouillon de Sabouraud additionné de Gentamyciresion de 0.1g/I
* Souche de référence @andida albicansATCC 10231
* Le milieu Sabouraud chloramphénicol
* Le milieu Rice Cream
e Sérum d’origine bovine
1.2. Méthodes
[.2.1. Source des isolats cliniques
Les deux souches d&andida albicangjui ont été testées au cours de cette étude, sont
isolées a partir des deux cas clinique d’otitegn@ré par un médecin ORL Dr Bouab
Abdelaziz. La troisieme souche est isolée a pditin cas clinique d’'une vaginite, examiné
par un médecin généraliste Dr Merakab Nabila.
[.2.2. Identification des souches d€andida albicangAnnexe N°03)
Nous avons utilisé trois tests pour l'identificatides levures :
> Le test de blastese pour la détection des tubewsimggmifs spécifigue de I'espece
Candida albicans.
» Culture sur le test de Rice Cream.
» Larecherche des caracteres auxanographiques Ipaidale la galerie d’identification
API 20 C AUX®.
% Le test de blastese
C'est le test le plus rapide pour détecter le tgbaminatif deCandida albicangar

culture sur sérum d’origine bovine ou humaine (Baua etl., 2010).

Nous avons déposé 0.5 ml de sérum de bovin dangides vacutainer stériles avec
une colonie de levure. A l'aide de vortex, nousre/bomogénéise la préparation pour obtenir
une suspension de levure. Une incubation dans tuwe @ 37°C est nécessaire pour détecter

les bourgeons germinatifs @andida albicans.

Au bout des trois heures d’incubation, observé agrascope une goutte de

suspension entre lame et lamelle et noter la peésga tube germinatif.
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+«¢+ Culture sur le milieu Rice Cream

Nous avons préparé ce milieu pauvre comme suitlitne d’eau distillé + 5 g poudre
de riz + 20 g de I'agar agar + 10 ml de tween 88 [aupréparation est chauffé au bain marie
et stérilisé par autoclavage.

Le milieu est coulé dans des boites de pétri avenrbd’'épaisseur. Apres I'étalement
d'un fragment de colonie sur le milieu, on le reaaud’'une lamelle stérilisée a la flemme
pour assurer I'anaérobie. Les boites sont incubéas I'étuve a 27 °C, la lecture est réalisée
a 48 h et 72 h plus tard.

A la lecture, une boite est déposée, sans le coleyeur le chariot du microscope puis
observée au grossissement 10x et 40x. L’examenostopique a pour but d’observer les

pseudofilaments et les filaments ainsi les chlarspdees de cette levure.

+ La galerie d’identification API 20 C AUX
L'utilisation d’API1 20 C AUX a pour but de rechemhla carte auxanographique de
cette espece fongique.

Répartir 5 ml de I'eau stérile dans les alvéolesfatal d’incubation avec pipette
pasteur pour créer une atmosphere humide. Dépodelerment la galerie dans la boite
d’incubation. Ensuite prépare une suspension dedéev2ml d’ NaCl 0,85% stérile on dépose
une fraction de colonie de culture jeune (18 a @drés). Nous avons réalisé une suspension
de turbidité égale a 2 McFarland, puis déposer ll0fe la suspension dans une ampoule
d’API C Medium, nous avons homogéneéiser la suspansin évitant la formation des bulles
d’air, remplir les cupules de la galerie avec lapgnsion obtenue dans 'APC Medium puis

refermer la boite et incuber pendant 48-72 heau23°C.

Apres 48 a 72 heures d’incubation nous avons obsdav croissance des levures
comparativement a la cupule 0 (témoin négatif). Wdnpule plus trouble que le témoin

indique une réaction positive a noter sur la fidbeésultats.

1.2.3. Séchage des plantes aromatiques
Le séchage de nos plantes se fait a 'ombre darendroit sec et aéré, a l'abri de la
chaleur et de la lumiere. Aprés séchage des pladiestionnées, nous I'avons conservee

dans des sacs en papille.
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1.2.4. Extraction des huiles essentielles
L’extraction des huiles essentielles a été effectodr hydro distillation a I'aide d'un

appareil d’hydro distillation de type Clevenger (axe N°05). L'opération consiste a
introduire 100 g de matériel végétal séché danisalion en verre, puis submergeé les plantes
avec une quantité d’eau distillée. A l'aide d’unacffe-ballon, le mélange est porté a
I'ébullition. Les vapeurs d’eau entrainent les bsilessentielles volatiles, qui sont ensuite
condensées par un condenseur froid (serpentin fdgidissement) qui les transforme en
liquide. L’huile essentielle étant plus lIégére ¢jgau, surnage a la surface. Elle est récupérée,
mesurée et pesée pour déterminer le rendementneticio de la matiére seche. L’'opération

d’extraction dure trois heures a partir du débébdillition.
1.2.5. Détermination des rendements en huiles essities

Le rendement est défini comme étant le rapporteelatrmasse de I'huile essentielle
obtenue et la masse du matériel végétal secheéugh pourcentage. Apres récupération des
huiles essentielles, le rendement est exprimé emcpotage (%) et calculé par la formule

suivante :

RHE% = (mh /mv) x100.

RHE = rendement en huile essentielle en %.
mh = masse d'huiles essentielles récupérées emgrdn).
mv = masse d'essai du matériel végétal en gramp{&étyakumar eal., 2012).

1.2.6. Méthode d’évaluation de l'activité des huile essentielles étudiées
Nous avons utilisé la technique de dilution en tdéerite par Giordani et al. (2002) et
Giordani et al. (2003).

» Préparation des difféerentes dilutions d’huiles (Anexe N°06)

On prépare 10 dilutions a partir de la dilution & mélange dans un tube conique
stérile, 0.5 ml d’eau stérile avec 0.5 ml d’huitsentielle (solution mere) puis on a réalisé des
dilutions a partir de cette solution mére qui sm#pectivement (1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,
1/128, 1/256, 1/512, 1/1024).
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» Préparation de milieu Sabouraud liquide inoculé (Mafarland)

Pour préparer une suspension de levure de turhidite.5 MacFarland, on mélange
dans des tubes de Sabouraud liquide gentamyciné& g/D avec une colonie déandida
albicans puis homogénéiser le tous a l'aide d’'un vortexsite faire une lecture de la
préparation au spectrophotometre afin de mesureletsité optique a 600 nm contre la
densité optique de milieu de Sabouraud liquideg@los1907).

On a met séparément 0.9 ml de la suspension in¢coigenant la souche fongique)
dans 10 tubes coniques stériles, puis on ajoutehdque tube correspondant de série des
tubes de dilution d’huile essentielle, 0.1 ml (i)0dans les 0.9 ml de milieu de culture
inoculé. L'incubation est assuré au bain marie vaient & 35°C pendant 24 heures. A la

longueur d’'onde de 560 nm, on fait la lecture ceigrmilieu de culture.

Les données expérimentales (Densité Optique MesatésD.O mesures) sont
soumises a une analyse statistique. La représamtafiaphique de [linhibition de la
croissance fongique en fonction de la concentragioinuiles essentielles présente un aspect
hyperboligue dont I'équation :

Y = ax/(b+ x)

a: l'inhibition maximal calculée.

b: concentration en antifongique qui induit uneilition égale a la moitié de
l'inhibition maximale calculée.

L’utilisation d’un logiciel (Développer par le dégpament de pharmacie de I'université
de la méditerranée, Axe Marseille) d’ajustementitrde déterminer les parametres a et b.
On peut assimiler cette représentation graphiquéirdeébition a une courbe de saturation
enzymatique d’ou I'on déduit, d’'une part, la cortcation minimale inhibitrice (CMI 80%)
qui caractérise le taux d'activité antifongiqued&tutre part, la constante d'affinité {8 de

I'antifongique pour la levure.

La figure 04 récapitule les étapes de la préparales différentes concentrations des

huiles essentielles en vue de I'évaluation de laativités antifongiques.
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0.5 ml d'H.E
pure

Galerie de
""""""""" dilution de I'H.E

(6) (10)
Taux de dilution
1/2 1/4 /8 1/16 1/32 1/64 1/1024
Yo R

—
0.5 ml H,0 stérile

* Forte agitation des tubes entre chaque passage

100 pl (0.1 ml de la 1" dilution)

-

1/20 1/40 1/80 /160 1/320 1/640 1/ IUI-H]} Taux de dilution

S =
0.9 ml de MCI (milieu de culture inoculé parCandida albican}

—=Les tubes essais sont mis a incuber a 35 °C dRddndans un bain marie agité

—La lecture sera faite @ 560 nm contre un MC (midelculture).

Figure 04 : Technique de dilution en tubes selon Gidani et al. (2002)
et Giordani et al. (2003)
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[l. Résultats

II.1. Identification des isolats fongiques (Annexé&°04)

Sur la totalité des souches présum@aandida albicangju’ont été choisies au
cours de cette étude, nous avons confirmés l'iieation de ces isolats sur la base de
la clé décrite par Kurtezman et Fell, (1998) dotgciel apiweb (BiomérieuxM).

Tableau 04 : Identification des souches isolés paa galerie d’identification API

20 C AUX.
Souche Espéce
N°1 Candida albicans
N°2 Candida albicans
N°3 Candida albicans

II.2. Parameétres organoleptiques des huiles essegites
Les parameétres organoleptiques de nos huiles edmntobtenues par I'hydro
distillation de deux plantes aromatiques sont ré&sudans le tableau suivant :

Tableau 05 : Caractéristiques de I'huile essentigld’Eucalyptus globulud_abill. et

Rosmarinus officinalisL.

Origine d’huile essentielle Couleur Odeur Aspect
Eucalyptus globulukabill. | Jaune clair Forte odeur Liquide limpide
Rosmarinus officinalis Jaune clair Faible odeur Liquide limpide

[1.3. Rendements des huiles essentielles

Le tableau 06 récapitule tous les résultats deemmetdt moyen des huiles essentielles extraites
a partir de 100 g de chaque plante aromatique.

Tableau 06 : Rendement des huiles essentielles tes.

Espéce Quantité d’huile essentielle en gramme pour| Pourcentage de rendement
100 gramme de matiére végétale séche %
d’ Eucalyptus globulud_abill. 2.43 2.43+£0.23
Rosmarinus officinalisL. 1.82 1.82+0.16
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II.4. Résultats de I'évaluation de I'activité antibngique des huiles essentielles des deux

plantes aromatiques

I1.4.1. Evaluation de l'activité antifongique d’huile essentielled’Eucalyptus globulus
Labill.

[1.4.1.1. La soucheCandida albicansATCC

Les résultats de test d'activité antifongique deuile essentielle ducalyptus
globulusLabill. sont mentionnés sur le tableau 07. Difféesrdilutions de I'huile essentielles

ont été testées pour nous permettre de déternairi@vil 80% de cette huile essentielle.

Tableau 07 : Taux d’'inhibition de la soucheCandida albicansATCC testée par 'HE
d’ Eucalyptus globulud_abill.

N° | [HE] pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 96,15 81,71
2 25 89,74 80,70
3 12,5 86,12 78,77
4 6,25 57,92 75,16
5 3,125 50,55 68,86
6 1,562 49,45 58,96
7 0,781 49,45 45,80
8 0,39 32,25 31,64
9 0,195 30,47 19,56
10 0,097 29,29 11,04

Les courbes d'inhibition expérimentale et calcudéat bien représenter sur la figure
ci-dessous.

120

100

80

60 == Inhibition exp.

40 == Inhibition calculée

Inhibition en %

20

O T T T 1
0 20 40 60
Concentration de I'HE enpl/ml

Figure 05 : Action antifongique de I'huile essentike d’Eucalyptus globulud_abill. testé
sur la soucheCandida albicansATCC
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L’ajustement aux données expérimentales est repi@gpar une courbe de fonction
y= 82.74x/ 0,63+x qui nous a aider a déterminer Qe 80% de 18,3l/ml avec un K
égale a 1,58.

[1.4.1.2. La soucheCandida albicand\N°1

Le tableau 08 représente les résultats d’acti@itéfongique de I'huile essentielle
d’Eucalyptus globulud.abill. testé sur la souche N°1 @andida albicanssolée d’'un cas
d’otite.

Tableau 08 : Taux d’inhibition de la soucheCandida albicanaN°1 testée par 'HE

d’ Eucalyptus globulud_abill.

N° [HE] pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 100 91,03
2 25 87,34 89,72
3 12,5 87,34 87,22
4 6,25 74,17 82,60
5 3,125 74,17 74,69
6 1,562 59,21 62,68
7 0,781 59,21 47,44
8 0,39 22,19 31,88
9 0,195 22,19 19,27
10 0,097 13,94 10,71

Les courbes d'inhibition expérimentale et calcudéat bien représenter sur la figure
ci-dessous.

120 -

100 -

80 -

60 =o—Inhibition exp.

40 = Inhibition calculée

Inhibition en %

20

0 20 40 60
Concentration de I'HE enpl/ml

Figure 06 : Action antifongique de I'huile essentike d’Eucalyptus globulud_abill. testé

sur la souche N°1 d&Candida albicans
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L’ajustement aux données expérimentales est rapgeegar une courbe de fonction
y= 92,38x/ 0,74+x qui nous a aider a déterminer GMd 80% de 4,78l/ml avec un K
égale a 1,35.

[1.4.1.3. La soucheCandida albicana\°2

Le tableau 09 représente les résultats d’actiuitéfamgique de I'huile essentielle

d’Eucalyptus globulud.abill. testé sur la souche N°2 @andida albicanssolée d’'un cas
d’otite.

Tableau 09 : Taux d’inhibition de la soucheCandida albicandN°2 testée par I'HE
d’ Eucalyptus globulud_abill.

N° | [HE]pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 96,29 97,58
2 25 96,29 96,16
3 12,5 89,9 93,43
4 6,25 87,67 88,43
5 3,125 76,93 79,87
6 1,562 74,25 66,91
7 0,781 74,25 50,52
8 0,39 16,93 33,88
9 0,195 7,02 20,44
10 0,097 4,02 11,34

Les courbes d’inhibition expérimentale et calcidént bien représenter sur la figure 07.

120
100
80

60 =&—Inhibition exp.

40 = |nhibition calculée

Inhibition en %

20

0 T T T 1
0 20 40 60

Concentration de I'HE enpl/ml

Figure 07: Action antifongique de I'huile essentié¢ d’Eucalyptus globulud_abill. testé

sur la soucheCandida albicandN°2
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L’ajustement aux données expérimentales est repi@gpar une courbe de fonction
y= 99,04/ 0,75+x qui nous a permis a déterminer Qhe 80% de 3,15./ml avec un Kg
égale a 1,33.

[1.4.1.4. La soucheCandida albicand\N°3

Le tableau 10 représente les résultats d’actiaitéfongique de I'huile essentielle

d’'Eucalyptus globulug.abill. testé sur la souche N°3 d@andida albicangsolée d’'un cas

vaginite.

Tableau 10 : Taux d’inhibition de la soucheCandida albicandN°3 testée par 'HE

Les courbes d’inhibition expérimentale et calcidéat bien illustrées sur la figure 08.

d’ Eucalyptus globulud_abill.

N° | [HE]pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 89,09 80,21
2 25 86,68 79,37
3 12,5 74,06 77,72
4 6,25 66,27 74,63
5 3,125 61,07 69,13
6 1,562 53,39 60,25
7 0,781 53,17 47,93
8 0,39 53,17 34
9 0,195 7,92 21,51
10 0,097 7,92 12,35

Inhibition en %

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

—
O

=o—Inhibition exp.
= nhibition calculée

0 20 40 60
Concentration de I'HE enpl/ml

Figure 08 : Action antifongique de I'huile essentike d’Eucalyptus globulud_abill. testé

sur la soucheCandida albicandN°3
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L’ajustement aux données expérimentales est repi@gpar une courbe de fonction
y= 81,08x/ 0,54+x qui nous a aider a établer und 804 de 4Ql/ml avec un Ks égale a
1,85.
I1.4.2. Evaluation de [Iactivité antifongique de lhuile essentielle deRosmarinus
officinalis L.
11.4.2.1. La soucheCandida albicansATCC

Les résultats de test d’activité antifongique dwiile essentiellede Rosmarinus
officinalis L. sont mentionnés sur le tableau 11. Différentedidits de I'huile ont été testées

pour nous permettre de déterminer la CMI 80% die drtile essentielle.

Tableau 11 : Taux d’'inhibition de la soucheCandida albicansATCC testéee par 'HE de

Rosmarinus officinalisL.

N° | [HE]pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 98,56 96,06
2 25 84,21 86,58
3 12,5 68,98 72,31
4 6,25 55,53 54,38
5 3,125 46,81 36,35
6 1,562 13,76 21,85
7 0,781 6,88 12,16
8 0,39 6,88 6,43
9 0,195 4,42 3,32
10 0,097 4,42 1,68

La figure 09, représente les courbes d’inhibitigpéimentale et calculée d’'HE de
Rosmarinus officinali&.

12C -
100 -
X
c 80 -
S 60 - =&—Inhibition exp.
2 40 —@-Inhibition calculée
<
c

20

0

0 10 20 30 40 50 60
Concentration de I'HE enpl/ml

Figure 09 : Action antifongique de I'huile essentikée de Rosmarinus officinalisL. testée
sur la soucheCandida albicansATCC
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La détermination de la valeur de CMI 80% de 14651 avec un Ks égale a 0,16 est
assurée par l'ajustement aux données expérimentdesla courbe de fonction
y=107,88x/ 6,15+x.
11.4.2.2. La soucheCandida albicandN°1

Les résultats d’activité antifongique de I'huilesentielle de Bsmarinus officinalid..
testé sur la souch€andida albicansN°1 isolée d'un cas d’otite sont consignés dans le
tableau 12.

Tableau 12 : Taux d’'inhibition de la soucheCandida albicandN° 1 testée par I'HE de

Rosmarinus officinalisL.

N° [HE] pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 100 105,06
2 25 94,85 100,92
3 12,5 94,85 93,54
4 6,25 94,46 81,61
5 3,125 71,41 65,02
6 1,562 51,41 46,21
7 0,781 11,24 29,28
8 0,39 11,24 16,88
9 0,195 3,27 9,15
10 0,097 3,16 4,75

Nous avons montré dans la figure 10 les courbehitbition expérimentale et calculée

sur la souche N°1.

120 -
100 - —9

80 -

60 - =o—Inhibition exp.

40 = nhibition calculée

Inhibition en %

20

0 1 T T
0 20 40 60

Concentration de I'HE enpl/ml

La figure 10 : Action antifongique de I'huile essetielle de Rosmarinus officinalis

L. testée sur la souch€andida albicandN°1
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L’ajustement aux données expérimentales est rapgeegar une courbe de fonction

y= 109.56x/ 2,14+x qui nous a facilité a détermim& CMI 80% de 5,49/ml avec un K
égale a 0,47.

11.4.2.3. La soucheCandida albicandN°2
Le tableau 13 résume les résultats d’activité angiique de I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalit. testé sur la souch@andida albicandN°2 isolée d’'un cas d’otite.
Tableau 13 : Taux d’inhibition de la soucheCandida albicandN°2 testée par 'HE de

Rosmarinus officinalis L

N° [HE] pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 94,68 104,23
2 25 91,21 84,36
3 12,5 85,5 61,07
4 6,25 19,54 39,35
5 3,125 15,17 22,99
6 1,562 4,53 12,55
7 0,781 4,53 6,58
8 0,39 2,24 3,37
9 0,195 2,24 1,70
10 0,097 1,56 0,85

Dans la figure 11, nous avons récapitulé les caudimhibition expérimentale et
calculée de la souche N°2.

120 +

100 -

80 -

60 =o—Inhibition exp.

= nhibition calculée
40 -

Inhibition en %

20 -

0 20 40 60
Concentration de I'HE enpl/ml

Figure 11 : Action antifongique de I'huile essentike de Rosmarinus officinalisL . testé
sur la soucheCandida albicandN°2
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L’ajustement aux données expérimentales est repi@gpar une courbe de fonction
y=136.36x/15.41+x qui nous a permis a déterminer QM| 80% de 21,8d/ml avec un Kg
égale a 0,06.
11.4.2.4. La soucheCandida albicandN°3

Le tableau 14 représente les résultats d’actavitifongique de I'huile essentielle de

Rosmarinus officinalik. testé sur la souch@andida albicandN°3 isolée d’'un cas vaginite.

Tableau 14 : Taux d’inhibition de la soucheCandida albicandN°3 testée par I'HE de

Rosmarinus officinalisL.

N° | [HE]pl/ml Inhibition exp. (%) Inhibition calculée (%)
1 50 100 98,04
2 25 89,13 93,53
3 12,5 87,04 85,66
4 6,25 73,28 73,32
5 3,125 55,34 56,92
6 1,562 54,48 39,32
7 0,781 10,81 24,30
8 0,39 10,81 13,76
9 0,195 2,82 7,37
10 0,097 2,82 3,80

Les courbes d’inhibition expérimentale et calcudéda souche N°3 sont bien représenté sur
la figure 12.

120 -

100 -

80 -

60 - =&—Inhibition exp.

= nhibition calculée

40

Inhibition en %

20

0 20 40 60
Concentration de I'HE enpl/ml

Figure 12 : Action antifongique de I'huile essentike de Rosmarinus officinalisL. testé

sur la soucheCandida albicandN°3
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L’ajustement aux données expérimentales est repi@gpar une courbe de fonction
y= 103x/ 2.53+x qui nous a aider a enregistré ualew de CMI 80% de 8,8//ml avec un

Kaff égale a 0,40.
Dans le tableau ci-dessous, nous avons récagetsiiéaleurs de CMI 80% qui ont été

enregistré au cours de cette étude pour chaque égskntielles.
Tableau 15 : Valeurs des CMIs 80% des huiles esseiles enregistré pour les

deux especes

Eucalyptus globulus Rosmarinus officinalis
Souche CMI 80% pl/ml K aff CMI 80% pl/ml K aff
N°1 4.78 1.35 5.79 0.47
N°2 3.15 1.33 21.87 0.064
N°3 40 1.85 8.8 0.40
ATCC 18.39 1.58 17.65 0.16
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lll. Discussion
% Rendement en huile essentielle
Nos résultats du rendement des huiles essenti#iesieux plantes, a été calculé en
fonction de la matiére végétale seche de la paétienne de la plante.
Rosmarinus officinalisL.
Nos échantillons d®osmarinus officinalid.. récolté en Mars 2017 de la Chaine de
Gora de la région d’'Ouenza (Wilaya de Tébessa)fcamhi un taux de rendement 1.82%. Ce
dernier est tres semblable par rapport a celuinobte partir de cette plante prélevée de la
région de Hammamet (wilaya de Tébessa) avec umeivde 1.85% (Boutabia at., 2016).
Une autre valeur de rendement des huiles essestiddl cette plante collecté de cette méme
région par Baghloul (2007) apparait supérieuread®lre.

Par ailleurs, sur les échantillons provenant diQlaaréalisé par Benikhlef (2014) qui
ont trouvés un rendement moyen tres faible 0.76P4am@port a notre échantillon. De méme
0.44% a été enregistré par Boutekedjireale(2003) dans la région de Bibanes, localisé 200
km de I'Est de I'Algérie.

Eucalyptus globulud_abill .

Le rendement moyen en huile essentiellEudalyptus globulud.abill. récoltée en
Mars 2017 au niveau de la région de Bouchegoufgydilde Guelma) est de 2.43%. Cette
valeur est tres importante de ce qui a été enrégistr Khenfer et Boussedik (2015) sur ses
échantillons de la méme plante effectué dans lemmédjOuargla (1, 17%). Tandis que dans
cette méme région, un rendement tres faible akdtho par Kesbi (2011) avec une valeur de
0.51%. De méme, un rendement de 0.48% a été rappartde Taleb-Toudert (2015) dans le
Kabylie de notre pays.

Cette variabilité de rendement des plantes argpesi en huile essentielle est peut étre

expliquée par certains facteurs environnementaandé&h etal., 2013).

% Evaluation de I'activité antifongique des huiles esentielles des deux plantes
aromatiques
Rosmarinus officinalisL.
L’évaluation de l'activité antifongique de I'huilessentielle de cette plante a été
réalisée par la méthode de dilution en tube sis isolats cliniques d€andida albicans
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Les tests que nous avons réalisés, nous ont pdemigterminer des valeurs de CMI a 80%
allons de 5.79 a 21.8d/ml soit 5.38 & 20.34ig/ml. La souche ATCC a été également testée
avec une valeur de CMI 80% de 17.@8ml soit 16.41ug/ml. Cette valeur est incluse a

l'intervalle des CMI 80% enregistré sur les isoldisiques.

Ces valeurs de CMI 80% observés sur toutes leshesudeCandida albicanssont
proches en les comparants avec la CMI 80% de o#tae plante collecté par Ksouriadt
(2017) de la méme région allons de 23.99 a 3igial.

Dans son étude si&osmarinus officinalis. récolté de la région d’Annaba, Giordani
etal. (2008) trouvent un pouvoir antifongique trés intpat avec des valeurs de CMI 80% de

2.208ug/ml tres faible de ce qu’on a trouvé.

Par contre, les résultats d’une étude menée patdDgtal. (2007), sur les plantes de
Rosmarinus officinali&. récoltées d’El Hamma (Alger) en mars 2005, oontre que 'huile

essentielle de cette plante, n’a présenté aucuivit@anticandidale.

D’aprés Celiktas adl. (2007), ces variabilités de I'activité antifongégpourraient étre
lies a des facteurs saisonniers et géographiques.

Eucalyptus globulud_abill .

Les huiles essentielles de cette espéce préseeteaativité antifongique avec des
valeurs de CMI 80% se trouve entre 3,15 el soit 2.93 et 37.21g/ml, pour les trois
isolats cliniques d€andida albicanset une valeur de 18.39/ml soit17.10ug/ml, pour la
souche ATCC. Cette derniere valeur est appartidimitarvalle des CMIs 80% des souches

cliniques.

Nos résultats sont différentes lorsqu’on les campavec les résultats des travaux
réalisés par Khenfer et Boussedik (2015) dansdeméde Ouargla ou ils ont enregistrés une

tres forte activité antifongique de cette essenee ane CMI 80% tres faible de 0.4Bml.

De méme, I'étude de Khalid (2013) réalisée au Mansontre une excellente activité
antifongique des huiles essentielle&utalyptus globulusabill. avec des valeurs de CMI
80% allons de 0.5 ad/ml.
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En revanche, l'huile essentielleEdicalyptus globulud.abill. testé dans le présent
travail, montre une activité anticandidale trésésiqur de cette méme huile testée par Daroui-
Mokaddem (2012) ou il a trouvé une valeur de CM¥80lus supérieur (16Qg/ml) sur des

échantillons récolté de la région de Constantine.

En générale , les valeurs de CMI 80% obtenusgardthode de dilution en tube ont
permis d’évaluer le pouvoir antifongique de cesxdbuiles essentielles. Aligiannis at.
(2001), ont proposé une classification des extrhitsnatériel végétal sur la base des résultats

des CMI, comme suit :

» forte inhibition : CMI inferieure a 50Qg/ml ;
* inhibition modérée : CMI varie de 600 a 1 509ml ;
 faible inhibition : CMI supérieure a 1 6Q@/ml.

Ainsi, selon cette classification, on constate tree forte inhibition de la croissance
fongique des isolats cliniques deandida albicanset la souche standard par les huiles
essentielles testées au cours de cette étude. Xteste de Rosmarinus officinalisd. et
d’Eucalyptus globulusabill. ont donné des valeurs de CMI 80% nettemeférieur & 500
ug/ml (de 2.93 a 37.20g/ml).

Par ailleurs, l'extrait d&Rosmarinus officinalid. inhibe les souches déandida
albicans avec des CMI 80% relativement inférieurs a celidgenues avec [I'extrait

d’Eucalyptus globulugabill.

Selon beaucoup d’études de la composition chimides huiles essentielles de
Rosmarinus officinalid.. comme celle de I'étude de Ksouri @&t (2017) sur des plantes
échantillonnées dans la méme région de notre étesl@rincipaux constituants sont : 1,8 -
cinéole (31.50%)p-pinene (18.33%), L- camphre (9.72%}terpinéol (9.42%) et bornéol
(5.05%). De plus, Boutekedjiret at. (2003), décrivent la composition chimique deddwui
essentielles de cette plante de la région de Bihavec le 1,8-cinéol comme composé
principal (31.9%) et d’autres comme : Camphor (%9,7a-Terpineol (12.8%), Borneol
(12.1%) Terpinene-4-ol (4%) et Linalol (3.9%).

Concernant I'huile essentielle de la deuxieme telajui a été testé au cours de cette
étude, les travaux de Taleb-Toudert (2015) onintndoque la composition chimique d’huile
essentielle dEucalyptus globulud.abill. provenant de Kabylie (Algérie) et analyséfesr
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GC/MS comprend quarante-trois constituants idéstifavec des composants majeurs :
d’eucalyptol (47.05%), globulol (8.65%);pinéne (7.69%) et p-cymene (3.48%).

De plus, deucalyptus globulud.abill. récoltées dans la région de Constantine en
Février a Novembre 2012 par Daroui-Mokaddem (20it@)ique une composition chimique
de 20 constituants. Cette HE est majoritairementpasé de 1,8-cinéole (48,6%i)pinene
(9,7%), globulol (10,9%}trans-pinocarveol (10,7%) et-terpineol (6,6%).

La composition chimique de I'HE Bucalyptus globulugabill. varier éventuellement
au sein de la méme espece et d'un miliewna autre et elle est sujette a de

nombreuses variations tel que :

s L’age des feuilles (Juergens et Dethlefsen, 20€8)i de I'arbre (Zrira, 1992),

% la partie de la plante soumise a I'extraction (Ba®t Saxena, 1984 ; Zrira et
Benjilali, 1991),

+ le degré de séchage du matériel veégétal avastillation (Zrira et Benijilali,
1991) et la période de récolte (Zrira, 1992),

s la nature du sol et du climat (Hajjiadt, 1989 ; Standart, 1967), l'influence de

ce dernier facteur a été observée dansasede plusieurs espéces.

En général, les propriétés antifongiques des $udssentielles de deux plantes
aromatiques qui ont été testé au cours de cettie épourraient étre liées aux composants
majeurs comme celles de 1,8 —cinéole, L- camphtetpinéol, bornéol, globulob-pinéne et
p-cymene Boutekedjiret at. (2003).

Parmi les composants chimiques des deux huilestesiges étudiées, certains ont
déja été relevés dans la littérature comme ayamtuativité antifongique, citant le 1,8-cinéole
(Duarte etal., 2005 ; Mazzanti edl., 1998 ; Jiang &dl., 2011), la-pinéne (Tangarife-Castafio
etal., 2011 ; Rasooli etl., 2008) et li-terpinéol (Marcos-Arias &tl., 2011).

Dans d’autres études ou il ont démontré que cqmenes agissent sur l'intégrité
cellulaire, l'inhibition des processus de respimatet de transport d'ions et augmentent la
perméabilité des membranes @andida albicans(Cox etal., 2000 ; Lima etal., 2005 ;
Tangarife-Castafo al., 2011).

44



Etude de l'activité antifongique des huiles esstiets sur Candida albicans Etude Pratique

Pour le groupe de terpénes isolé par plusieursieufbornéol, camphre, camphéne et
le bornyle acétate) ont été signalés a étre regptmsde l'activité antimicrobienne par
plusieurs auteurs comme celles de Davidson et Nai@0) et Rasooli &tl. (2008).

Ouraini etal. (2007) décrivent le bornéol étant comme des nutd&cantifongiques
puissantes, en liant I'efficacité fongitoxique deulle essentielle d&hymus satureioidea

son principe actif, soit le bornéol.

Usuellement la composition chimique d’'une huileeesglle quelconque, doit étre
conquéte dans sa totalité. En effet, il ne faut mpegliger I'effet synergique possible entre
différents composés, méme les constituants min@#aAlors qu’un nombre importants de
ces derniéres ont montré par un pouvoir antiforgigel que le limonéne (Duarteadt, 2005
; Mazzanti etal., 1998), le terpinéne-4-ol (Mondello at., 2006), lep-pinene (Tangarife-
Castafo eal., 2011).

De plus, dans différentes études des niveaux d&fiii€ des huiles essentielles sur les
microorganismes ont prouvé que les huiles esskgtisbnt plus actives que les composé
pures et les mélange de leurs composées majositatirecla quelle que soit I'essence testée.
Cette dominance d’activité des huiles essentiglsrapport d’'un composant majoritaire ou
le mélange de ces composants affirme l'effet deegya que pourraient apporter les
composants minoritaires a l'activité des huilesagr etal., (2007, 2008) ; Chami «l.,
2005; Jiang eal., 2011 ; Mondello e4l., 2006).

Par ailleurs, la richesse des huiles essentiefigdesieurs composeés chimiques actifs
leur attribue un large spectre d’activités antimigennes et enléve ainsi le risque de
résistance des souches en raison de la synergemogmsés actifs, y compris les constituants
minoritaires. Ces observations ont été déja reey@e Aouni etal. (2013), Hammer edl.
(1999) et Kar et Jain (1971).

Nous remarquons a la lumiere des résultats de CB0% des souches dgandida
albicansisolées et celle de la souche standard que les Heiles essentielles étudiées,
présentent une variabilité relative est marquéeeers CMI 80% des différentes souches.
Nous pouvons expliqués cette variabilité des rawmilid’activité antifongique par des

différences génétiques entre ces micro-organismes.
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En effet, dans une étude de l'activité antifongiqle I'huile essentielle d8ataria
multiflora et Pulicaria gnaphalodesontre 14 isolats déandida zeylanoideshokri (2014) a
suggéré gu’il y avait une variation de sensibitigs isolats cliniques aux huiles essentielles
ainsi aux différents antifongiques de synthesetdchnique RAPD-PCR a été utilisée, pour
déceler les variations moléculaires dans le géndet@andida zeylanoidegJne corrélation
significative a été prouvée entre les trois génesygetectés et la sensibilité aux médicaments

antifongiques et aux huiles essentielles.

De plus, les travaux de Cox &kt (2000) et Jiang edl. (2011), confirment que ces
différences dans la sensibilité des micro-organsstestés pour les huiles d'essai pourraient
également étre attribuées a la variation du tauxpéleétration des huiles a travers les

structures de la paroi et de la membrane cellutiree levure.
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IV. Conclusion

L’étude que nous avons menée sur les huiles esbemtappartenant a deux plantes
aromatiques collectées a partir de deux régionkEde algérien (la région de Guelma et de
Tébessa) a donnée des résultats encourageant.egyeablémes des résistances détectés sur
beaucoup de molécule antifongique, I'objectif pij)at de ce travail est de trouver « des

alternatives bio » aux médicaments antifongiquesotiemerce.

En effet, sur différents isolats cliniques @andida albicansious avons évalué par la
meéthode de dilution en tube, I'activité antifongégdes huiles essentielles obtenues par le
procédé d’hydrodistillation, a partir des deux pésnaromatiques Hucalyptus globulus
Labill. etRosmarinus officinalis.

Les résultats enregistrés montrent que les hudssentielles de romarin et
d’Eucalyptus présentent une excellente propriétéifomgiqgue avec des valeurs de

concentration minimale d’inhibition & 80% allons3i&5 a 4Qu/ml soit 2.93 a 37.2g/ml.

Les plantes utilisées dans la présente étude passad trés bon rendement qui sont
2.43% et 1.82% respectivement poulEuwkalyptus globulusLabill. et de Rosmarinus

officinalis L.

Ces propriétés antifongiques convaincantes, liédsuges richesses en constituants
phénoligues comme celles de 1,8—cinéole, L-camphrigrpinéol, bornéol, globulol,

a-pinene, p-cymene et pseudo-limonéne.

Cette étude montre que la flore algérienne peustdaer une réserve importante
d’'espéces végétales intéressantes, dont les pEmdotifs peuvent étre employés dans
plusieurs domaines tels que l'industrie pharmaqgeaeti

Enfin, nos résultats suggérent que les huiles &ésflen étudiées, peuvent constituer
des véritables alternatives dans le controle dessadt des vaginites mais méritant des études
plus approfondies et détaillées sur la toxiciteadblérance de ces huiles essentielles vis-a-vis

la muqueuse auriculaire et vaginale.
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Annexe 01: Matériel fongiqgueCandida albicans

ANNEXES

Annexe 02 : Quelques données sur les deux plantesraatiques étudiées.

Espéce Etat frais Etat sec Parties Site de Date de
utilisées Récolte Récolte
Eucalyptus ] Wilaya de
Les feuilles 25/03/2017
globulus Guelma
Willaya de
Les feuilles et des | Thessa
Rosmarinus sommités (commune
o ) 19/03/2017
officinalis L. fleuries d’Ouenza)
(Chaine de

Gora).




Rosmarinus officinalis L. récoltée en mois de mars dans la région

d’Ouenza (Chaine de Gora)

Eucalyptus globulus L. récoltée en mois de mars dans la régiote Bouchegouf (Guelma)
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Annexe 03 : Les analyses mycologiques

Les étapes de test de blastése
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Culture de Candida albicans sur le sabouraud
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Annexe 04 : I'identification des isolats fongiquedes trois souches

La Macroscopique Microscopique Saboulncubati- | Rice cream Test d
souche aud ona37° blastése
*N°1 | « Ovoide » Ovoide - - * Blastopore | «Le  tube
* Blanchatre * Blastopores gj gt Mycelium et| germinatif
« Lisse « Taille moyen % % Pseudomyce-
* Micoide en amas ® ® lium
» Odeur de levure
* Petit taille
* ++++ en nappe
*N°2 | «Blanchatre » Ovoide e o * Pseudo eLe tube
* lisse * Taille moyen %i gf filaments germinatif
* crémeuse * En amas g g * Blastopores
* petite taille ° ®
* odeur de levure
*N°3 | « Circulaire » Ovoide - - * Blastopores| «Le  tube
* Blanchatre * Petite taille gj gt * pseudo germinatif
* Bombé * En amas g g filaments
(¢ (¢
* Lisse
* crémeuse

* Taille moyenne
*++104a50

69




L’'aspect microscopique de N°1 ,N°2,et N°3 isolés

Les tubes germinatifs duCandida albicans

70



Mycelium et Pseudomycélium des souches isolats partest de Rice cream du
Candida albicans

Annexe 05 :L’obtention des extraits par I'appareil de Clevengr
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Huile essentielles extrait

L’'HE de RO L'HE d’ EG
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Annexe 06 : La technique de dilution en tube

Incubation des tubes pendant 24 heures a 35°C saagitation continue dans le bain

maurin
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Le spectrophotométre
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Résumeé :

L’objectif de cette étude est de limiter I'utiltgan des antifongiques dans le traitement
de quelques pathologies et de trouver d’autredisahialternatives. L’activité antifongique
des huiles essentielles desRarinus officinalis L. et dEucalyptus globulus est étudiée dans
le présent travail contre une souche de référebmmida albicans et trois souches de
Candida albicans isolées provenant de deux cas d’otite clinigugnetas de vaginite clinique.
L’extraction des huiles essentielles a été effexipar hydro distillation a I'aide d’'un appareil
de type Clevenger. L'activité antifongique des @siiessentielles a été évaluée par la méthode
de dilution en tube afin déterminer les ConcerdretiMinimales Inhibitrices (MIC 80%). Les
deux huiles essentielles ont révélés une activiteandidal puissante, avec des valeurs de
(CMI 80%) comprises entre 2.93 a 37u@/ml. Ces résultats suggerent que les huiles
essentielles étudiées, peuvent constituer desabéag alternatives dans le contréle des otites
et des vaginites cliniques mais méritant des étylies approfondies et détaillées sur leur

application in vivo.

Mots clés : Huiles essentielles Rosmarinus officinalis L. - Eucalyptus globulus - Candida
albicans - Activité antifongique - CMI 80%.



Abstract

The objective of this study is to limit the useasftifungals in the treatment of some
pathologies and to find alternative solutions. Tdmifungal activity of essential oils of
Rosmarinus officinalis L. and Eucalyptus globulssiudied in this work against a reference
strain Candida albicans and three isolated sti@i@andida albicans from two cases of otitis
clinic and one case of clinical vaginitis. Extractiof the essential oils was carried out by
hydro distillation using a Clevenger-type apparaflse antifungal activity of essential oils
was studied by the tube dilution method to deteentive Minimal Inhibitory Concentrations
(MIC 80%). The two essential oils showed potenicamididal activity with values of
(MIC 80%) between 2.93 and 3718 / ml. These results suggest that the essenlisa$tidied
may constitute real alternatives in the controbtifis and clinical vaginitis but merit further

and detailed studies on their application in vivo.

Key words : Essential oils -Rosmarinus officinalis L - Eucalyptus globulus - Candida
albicans - Antifungal activity - CMI 80%.
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