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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation de 1’activité biologique d’une huile essentielle
extraite d’une plante médicinale locale, Origanum glandulosum, en tant qu’alternative
naturelle aux antifongiques classiques. L’étude cible Candida albicans, un champignon
opportuniste impliqué dans diverses infections humaines, et connu pour sa capacité a former
des biofilms résistants aux traitements conventionnels.

Les essais ont été menés in vitro, en utilisant la méthode de dilution en milieu liquide pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), ainsi que des tests de viabilité
cellulaire, d’inhibition de la formation de biofilm et d’évaluation de [D’activité anti
hémolytique.

L’aromatogramme a révélé une bonne sensibilité des deux souches testées, avec des zones
d’inhibition moyennes de 66,7 mm pour la souche ATCC 10231 et de 58,3 mm pour ATCC
10237. La determination des CMI a montré des valeurs trés faibles (250 pg/ml et 125 pg/ml
respectivement), traduisant une activité antifongique marquée. Cependant, les concentrations
minimales fongicides étant supérieures a 4 pg/ml, I'huile essentielle présente un effet
fongistatique.

L’huile essentielle a également démontré une forte activité inhibitrice sur la formation de
biofilm, avec des concentrations minimales inhibitrices du biofilm de 250 pg/ml pour ATCC
10231 et de 250 pg/ml pour ATCC 10237. Par ailleurs, 1’évaluation de D’activité anti-
hémolytique a montré une réduction notable de la production d’hémolysine ; les indices Hz
sont passés de 0,78 a 0,86 pour ATCC 10231, et de 0,69 a 0,90 pour ATCC 10237 apres
traitement a la CMI, indiquant une diminution de I’activité hémolytique.

L’ensemble de ces résultats confirme I’efficacité de I’huile essentielle d’O. glandulosum
contre C. albicans, notamment par son action inhibitrice sur la croissance, la formation de
biofilm et la production de facteurs de virulence, ce qui en fait une candidate prometteuse
dans la lutte contre les infections fongiques.

Mots clés: Origanum glandulosum, Candida albicans, Huile essentielle, Activité
antifongique, Biofilm, Activité anti hémolytique.



Abstract

This study falls within the framework of evaluating the biological activity of an essential oil
extracted from a local medicinal plant, Origanum glandulosum, as a natural alternative to
conventional antifungal agents. The target organism is Candida albicans, an opportunistic
fungus involved in various human infections and well-known for its ability to form biofilms
that are resistant to standard treatments.

In vitro experiments were conducted using the broth microdilution method to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC), along with tests for cell viability, biofilm
inhibition, and anti-hemolytic activity.

The aromatogram revealed high sensitivity of both tested strains, with average inhibition
zones of 66.7 mm for strain ATCC 10231 and 58.3 mm for ATCC 10237. MIC values were
very low (250 pg/ml and 125 pg/ml, respectively), indicating strong antifungal activity.
However, since the minimum fungicidal concentrations exceeded 4 pg/ml, the essential oil
exhibited a fungistatic effect.

The oil also showed strong inhibitory activity against biofilm formation, with minimum
biofilm inhibitory concentrations (MBICs) of 250 pg/ml for ATCC 10231 and 250 pg/ml for
ATCC 10237. Furthermore, anti-hemolytic activity assessment demonstrated a significant
reduction in hemolysin production: Hz indices increased from 0.78 to 0.86 for ATCC 10231,
and from 0.69 to 0.90 for ATCC 10237 after treatment with MIC, indicating a decrease in
hemolytic activity.

These results confirm the effectiveness of O. glandulosum essential oil against C. albicans,
particularly through its inhibitory action on fungal growth, biofilm formation, and virulence
factor production, positioning it as a promising candidate in the fight against fungal

infections.

Keywords: Origanum glandulosum, Candida albicans, Essential oil, Antifungal activity,

Biofilm, Anti-hemolytic activity.



oadlal)

<Origanum glandulosum ¢iddas duls &5 (e paliives ol o3l o sl sall Ll aai ) Jaad) 134 Coagy

«Candida albicans s ey shill e duljall oda 35S 5l 23 385 alal) 4 jladll labiaall oanda oS
Al e Dlall A glaall 4y gall LpZe V) (5 685 e 48508 5 sV (5] LIV (o dpall 8 sy i g jaal

¢ (CMI)Y) Laiall 58 51 yantd (Bladl Jaws gl (3 il iy 5k aladidy (i Vitro) Gopie ool oy ol
0 sl sbiaall Talaall ey gonll Apde W) 0 5€3 Jaad (LA 4 s sl LA il )

ale 66.7 Lapiill (shalia yhd o gie @y Cum (i g paall Gl gl Bam s ol g2 gilas Y1 Jlal ekl

250) 12 daidie Lad CMI ) il @ yedal LS ATCC 10237, Al ke 58.3 5 ATCC 10231 4Dkl

dadijall al) (i ol ey Apd Ak Adlad oy Lo o( ) e defal e s S 125 5 defpl s 5 S

(Fongistatique) <l s rkd iy ety cy 3 o ) i (Jo/pl s 5 S0 CMIF < 4 ) ALl 4, jlail) <l 5,8 5l

S R S0 Tl il Cun gl 221 oS0 A ale bl 3,8 S L) 3l ekl

ATCC AUl Jofal & 5,8 250 5 ATCC 10231 &3l Jo/al e 5,8 250 (CMIB) sl daie S
o0 HZ sd3e i) G el sasell gl (b Ua sale Lialiadl (5 saell sbiaall L2l o (LS, 10237
L «CMI < 4allaall 223 ATCC 10237 4501 0.90 ) 0.69 =5 « ATCC 102314304 0.86 (1 0.78

o) yaal il I () LLil) el i S

Ll o 5505 JMA (ge Laws ¥ <C. albicans s Y10, glandulosum < 3 el 3ladll i) o3a 53

Al (g gal) An8lSa B V3o 5 L8 e lang Las 6 gl Jal ge )5 iy suall 452 Y1 (03 55 5 ¢ saill

(i yhadll slad) Bl ol <y 3l «Candida albicans ¢« Origanum glandulosum :4alidal) el
o ganell sliaal) Jaliil) g saadl oLl



LISEE GBS FIQUIES ... ettt sttt sttt sttt e bt e st e s e st e et e e st e sre et e eneeebeenteeneeeneenes I
LiSEE 0ES TADIBAUX ... .cuveuieeeie ittt ettt st b et i
LiSte deS ADIEVIALIONS .....c.viiiiiiiieieeee bbb bbb ii
T8 (oo L1 Tox {0 o SRR 1
Partie Bibliographique
(08 =1 = 0 PSSR 2
Candida @IDICANS. ........ciiiiie b 2
L1 GBNBIALITES ..ottt bbb bbb e e 2
I I V(o g0 14 = USSR 2
1.3 Morphologie et reprodUCTION ..........coiiiiiiiiiiiiee e 2
1.4 Reproduction asexuée de C. albICaNS ..........cccciveiuiiiieiicii e 3
1.5 Reproduction sexuée de C. albDICANS...........ccueiieiiiiie i 3
[. 6 SEIUCTUIE CEIIUIAITE ... et sre e enes 3
1.7 Caracteres physiologiques de C. alDiCaNS .........cccceiiiiiiiiiie e 4
7.1 IMHTTEU T8 VI ..ottt bbbttt bbb b e e ne e e 4
A o SRRSO USTOSPRRPR 4
L. 7.3 TEMPEAIALUIE ...ttt b et b e e et e b e b et e st en e be e eneanas 4
L. 7.4 INUBFTEION ...ttt et et e e st e ste e teeneeeteeneeeseenneenseeneenneenseaneenreas 4
1.8 Mécanismes de PathOgENICITE .............coviiuiiiiieece e 4
1.8.1 AdNErence et COIONISALION.........cuiiiieiiie ettt 5
1.8.2 INVASION TISSULAITE ....oveeeieieie ettt ettt enneeteeneesneeneeneenreas 5
[.8.3 Multiplication et survie dans ’hOte .........ccoocviiiiiiiiiiiie e 5
1.9 LS CANTITUOSES ...ttt ettt sttt b et et bbb sbeeneene e enee e 6
1.9.1 Les candidoses superficielles MUCOCULANEES ...........cccveieiiieiie i 6
1.9.2 Candid0Se OrOPNAIYNQEE .....c.ooviiiiieee e 6
1.9.3 Les candidoses ceso-gastro- INTESHINAIES ..........ccovveeiiieiiee e 6
1.9.4 Candid0SES VAGINAIES........ccviiiieiie ettt e et e e ne e 7
1.9.5 Les candid0Ses SYSIEMIGUES ......c.eeivieieiieiieeiiecee sttt ettt ste et sra e ens 7
1.10 Les facteurs de VIFUIENCE ........ccueiieiieece e 7
1.10.1 CapaCite d'ANEIENCE ......c.eeuieieeiieesie ettt 7
1.10.2 Transition phénotypique OU «SWItCH».........ccccoviiiiiiiiciecc e 8

Table des matiéres



1.10.3 FOrmation du DIOTTIM ... et e e 8

1.10.4 ENZYMES.....oiiiiiiieitt ettt 9

1.10.5 Interférence avec 1a phagOCytOSe. .......ccciriiriiirirenieiee e 9

1.10.6 Interférence avec le COMPIEMENT ...........cooveiiiiieieee e 9
I.11 Les antifongiques et leurs mécanismes d’acCtioN..........covveeeiieriiieeiiiee e 9
1.12 Mécanismes de résistance aux différents agents antimicrobiens.............c.ccocevevvveiveieerinnnn, 9
CREPIIIE 02 ...t b bbbttt e et bbbt e e 11
Les planteS MEICINGIE ........cc.eiveiiee et re e beaneesneas 11
[1.1 Les planteS MEdICINAIES .........oiiiiieie e nneas 11
[1.2 La PRYLOtNEIAPIE ...t ettt 11
11.3 Le contrdle des plantes MEICINAIES ..........ccoieiririeieiieieere e 11
I1.3.1 Controle d’identifiCatioN..........ccciiiiiiee it e e e e e e e e e enees 11
[1.3.2 CONLIOIE DOtANIGUE .....ooveeeieciee ittt re e sreenne e 11
[1.3.3 CONtrOle ChIMIGUE ... 12
[1.3.4 Controle de qUANITE. ..........cv i 12
11.4 Définition des plantes MEdICINAIES ............coeiiiiieiicc e 12
[1.5 Plantes MEdICINAIES IOCAIES ........cc.coeiiiiiiiiiieie e 12
11.6 Les principes actifs des plantes MEdICINAIES ..........ccooviiiriiiieiii e 13
[1.6.1 Les MEtahOIIteS PrIMAITES........overiiiiieeee ettt ettt 13
11.6.2 Les MEtaboliteS SECONUAITES .......cveieiiiieiieiiesiie e e 13
I1.7 Types et origine des métaboliteS SECONAAITES ..........ccveiieieiiiieeieee e 13
[1.7.0 LS TEIPRINES ...tttk sttt ettt s et b e b et et e neebe st et eneebe e eneenns 14
[1.7.2 COMPOSES PRENOIIGUES ...ttt 14
[1.7.3 ComMpPOSES azOtES OU AlCAIOTUES..........ccveeiiiieiie e 14
11.8 Définition et origine des huiles eSSENtIEllEs ..........c.ccoveiiiiiiiiiiecee e, 14
[1.9 Fonctions physiologiques et ECOIOGIGUES ..........oiriririririeereee e 15
[1.10 Effet antimiCrODIEN ........covv i 15
.11 EFfet @antifONQIQUE ...cvveeiee ettt e s 16
I1.12 Toxicité et limites d’utilisation des huiles essentielles..........ccccovvvviriieiiiie e 16
[1.13 ProCEUES d'ODIENTION .....cueeiieiieicie ettt 16
[1.13.1 EXPreSSION @ FIO0 .....cueiviieiiieiieieie et 16
114 La dISTITALION ..ot ente e e eneesreenenneenneas 17
11.14. 1 hydrodiStilation ..........cooviiiiiie e 17

115 AULIES MEBENOUES ... .ot e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeans 17



[1.15.1 EXtraction par MICrO-0NUES .......c.cccueiverieiiesieeieeieseesiesee e e e seesrae e sseesreesseeseesseeseens 17

[1.15.2 Hydro diffusSion PUISEE ..........coveiiiiiiiie e 17
11.16 Monographie de la plante choisie : Origanum glandulosum..............ccccoorivniiinienenen, 18
[1.16.1 Origine et aSpect DOTANIGUE .......c.ccveiieeieiie e 18
[1.17 Classification botanique de F'Origan.........cccoveiieiiiie i 18
11.18 Description botanique de Origanum vulgare L. ssp. glandulosum (Desf.) Lets. ............ 18
I1.19 Composition phytochimique des huiles essentielles d’Origan ..........cccocevceeieriiiennenne. 19
[1.20 Composition PRENOIIGUE..........ecieeiicieceee et nne s 19
[1.21 ACLIVITES DIOIOGIQUES ...ttt nneas 20
[1.21.1 ACtiVite antiDaCtErIENNE ........ecveieiecec e 20
[1.21.2 ACLIVItE aNtIFONGIGUE .....cveiiiiiieiitee e 20
11.21.3 ACHIVITE @NtiPAraSItaAIre..........ccveiueiieieeie et sre e e re e e e 20

Partie Expérimentale
Matériel et Méthodes

I. Matériel et MEtNOAES.........ccieieieiee et 21
I.1 Objectif et lieu d’EtUde........ocoiiiiiiiiiiii i 21
1.2 MAtriel VEQELAL ...........coieieee et nne e 21
1.3 Extraction de I’huile €SSENtiClle ........ccivreeiiie e 22
[.3.1CalCUl dU FENUEMENT ...ttt e e e e eneenneenne e 22
1.4 Evaluation de I’activité antifongiqUe...........ccccueiiiiiiiiiiiiiiic e 22
1.4.1 Materiel FONQIQUE .......oovieieiecce ettt ere s 22
1.4.2 ATOMALOGIAMIMIE ...ttt ettt b et nb e b se b e n e enne s 23
1.4.3 Détermination de la concentration minimal inhibitrice ..., 24
1.4.4 Détermination de la concentration minimal bactéricide..........ccocevviiiiiienieiinnnne, 25
1.4.5 Détermination de I’activité antibiofilm ..........ccceevieiiiiniiiin e, 25
1.4.6 Evaluation de I’activité anti-hémolytique de I’huile essentielle..........cc.ccocreunenee.. 26

Résultats et discussion

|. RESUITALS €1 AISCUSSION .....viiieiieiieieie ettt 27
I1.1 Rendement et caractérisation sensorielle de I’huile essentielle........ccoocervriviieieiiieeinnen, 27
[1.2 ACHIVITE ANTITONQIGUE .....o.viiiitiiieiieiee bbb 27
11.2.1 Confirmation de la pureté de SOUChES tESTEES........c.ciiiiririeieee e 28
11.2.2 ATOMALOGIAMIMIE. .. .iiiiiie it stee e e et e e e e e nbb e e e b e e s nbe e e e be e e anbeeeanneeeannes 28

11.2.3 Détermination desS CIMI €t CIME ..., 29



11.2.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice des biofilms................... 30

I1.2.5 Détermination de ’activité anti-hémolytique de I’huile essentielle....................... 31
CONCIUSTON. ...t ettt 33
ANNEBXE .. 34

R T BN ...ttt e e ettt e e e e ———teee e e e e e —————aeaa e 35



Liste des Figures

Figure 1: Morphologie de C. albicans.

Figure 2: Principaux stratagémes des mécanismes de résistance contre les différents agents

antifongiques d’apres

Figure 3: Schéma du montage de 1’extraction par hydrodistillation.

Figure 4: Rameau de 1’O. vulagre L. Ssp glandulosum (Desf.) Letswaart.
Figure 5: Origanum glandulosum

Figure 6: Dispositif d’hydrodistillation de type Clevenger

Figure 7: Pré enrichissement des souches.

Figure 8: Détermination de la CMI par microdilution.

Figure 9: Préparation du milieu pour I’activité hémolytique.

Figure 10: Huile Essentielle d’O. glandulosum

Figure 11: Colonies de C. albicans sur milieu Sabouraud.

Figure 12: Diamétre des zones d’inhibition de I’huiles vis-a-vis C. albicans.
Figure 13: Détermination des CMI.

Figure 14: détermination des CMI des biofilms

Figure 15: Activité hémolytique de C. albicans en absence (b) et en présence de 1’huile

essentielle (a)

10
17
19
21
22
23
25
26
27
28
28
29
31

32



Tableau 1 :
Tableau 2 :
Tableau 3 :
Tableau 4 :
Tableau 5 :
Tableau 6 :

Liste des Tableaux

Classification botanique de I'O. glandulosum

Rendement et caracteres sensorielles

Diamétre des zones d’inhibition obtenues aprés 1’aromatogramme.

CMI et CMF obtenues aprésmicrodilution.
les CMI des biofilm de ’huile essentielle.

détermination de I’indice Hz de I’huile essentielle sur C. albcians.

18
27
28
29
30
32



Liste des Abréviations

ATCC: American Type Culture Collection

C. albicans: Candida albicans

CLSI: Clinical and Laboratory Stantards Institute
CMEF: Concentration minimale fongicide

CMI: Concentration inhibitrice minimale

DZI: Diametre des zones d'inhibition.

HE : Huile essentielle

SDA : Sabouraud Dextrose Agar

Sp.: Espéces

Spp.: Plusieurs especes

TTC: Chlorure de 2, 3, 5- triphényl-tétrazolium
VIH: Virus de I’immunodéficience humaine

YPD : Yeast peptone dextrose



Introduction



Introduction

Les champignons, ou mycetes, constituent un régne a part entiére du vivant. Ce sont
des organismes eucaryotes, uni ou pluricellulaires, dont certaines espéces microscopiques,
telles que les levures, peuvent devenir pathogénes chez 1’étre humain. Candida albicans,
levure opportuniste par excellence, en est un exemple emblématique. Naturellement présent
au sein du microbiote humain, ce microorganisme peut devenir pathogene en cas de
déséquilibre de 1’écosystéme hote, provoquant des candidoses parfois sévéres, en particulier
chez les individus immunodéprimés (Mayer et al., 2013).

La capacité de C. albicans a former des biofilms complexes et a développer des
résistances aux antifongiques conventionnels rend sa prise en charge thérapeutique de plus en
plus difficile, posant ainsi un véritable enjeu de santé publique (Ramage et al., 2012 ; Perlin et
al.,, 2017). Face a I’émergence croissante de résistances aux traitements antifongiques
classiques, I’exploration d’alternatives naturelles devient une priorité.

Les plantes médicinales, riches en métabolites secondaires dotés de multiples
propriétés biologiques, représentent une voie prometteuse dans la recherche de nouvelles
substances actives. Parmi elles, le genre Origanum, largement utilisé en médecine
traditionnelle dans les pays du Maghreb, suscite un intérét particulier en raison de ses
propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires bien documentées (Dorman
& Deans, 2000 ; Bounatirou et al., 2007).

L’ Algérie, de par sa biodiversité remarquable et son riche patrimoine ethnobotanique,
abrite de nombreuses espéces endémiques aux vertus thérapeutiques encore peu exploitées
(Benhouhou & Bouzid, 2019). Origanum glandulosum, plante aromatique du terroir algeérien,
fait partie de ces ressources naturelles prometteuses. Son huile essentielle est reconnue pour
sa richesse en composés bioactifs, notamment les phénols, susceptibles d’exercer une activité
antifongique significative (Ait Ouakrouch et al., 2022)..

Dans ce contexte, notre travail vise a évaluer le potentiel antifongique de 1’huile
essentielle d’O. glandulosum contre C. albicans, en déterminant notamment sa concentration
minimale inhibitrice (CMI). L’étude s’intéresse également a son effet sur certains facteurs de
virulence de la levure, tels que la formation de biofilms et 1’activité hémolytique. Ce travail
s’inscrit dans une démarche de valorisation des plantes médicinales locales, en vue de leur

éventuelle application a des fins thérapeutiques.
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1.1 Généralités

C. albicans, une levure naturellement présente chez I'étre humain, est a l'origine de
multiples infections (Thierry, 2009). Candida appartient a la classe des Deutéromycetes. Sur
les 200 espéces de Candida identifiées, seulement une vingtaine est a l'origine d'infections
chez I'homme, colonisant des sites tels que les voies genitales, le tube digestif, la bouche et la
peau (Pfaller et al., 2007). Elle peut devenir un pathogene opportuniste majeur chez les
individus immunodéprimés, comme ceux souffrant de diabete, de cancer, ayant subi une
greffe d'organe ou étant infectés par le VIH. Elle est notamment a I'origine de plus de 70 %
des infections vaginales affectant la majorité des femmes au moins une fois dans leur
existence (Thierry, 2009). Cette levure est dimorphique, se présentant soit sous forme de
blastospore (levure), soit sous forme de filaments (hyphes).

1.2 Taxonomie

La classification taxonomique de C. albicans selon (McManus & Coleman, 2014) est
indiquée comme suit :

= Regne: Fungi

= Division: Ascomycota

= Classe: Saccharomycetes

= Ordre: Saccharomycetales

= Famille: Saccharomycetaceae

= Genre: Candida

= Espéce: Candida albicans

1.3 Morphologie et reproduction

Les espéces du genre Candida apparaissent sous forme de blastospores
(blastoconidies). |l s'agit de petites cellules mesurant de 2 a 5 um sur 3 a 7 um, ayant une
forme globulaire, ovoide ou cylindrique. Sur le plan macroscopique, elles se présentent sous
la forme de colonies blanches a crémeuses mesurant entre 1 et 3 mm. Elles peuvent avoir une
texture pateuse, lustrée, brillante, avec des bords réguliers (Cardinale, 2018). C. albicans peut
produire d'importantes spores, circulaires ou ovales, avec une paroi epaisse et mesurant entre

6 et 12 um de diametre : ce sont les chlamydospores (Odds, 1985).
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1.4 Reproduction asexuée de C. albicans

C. albicans se multiplie principalement de maniére asexuée par bourgeonnement. Ce
processus commence par la formation d’une blastospore a un pdle spécifique de la cellule
meére. Apres une mitose et une séparation cellulaire, une blastospore fille se détache sous
certaines conditions (température, pH, composition du milieu).

Dans certains cas, les cellules restent attachées et forment un pseudo-mycélium, qui
peut évoluer en mycélium vrai. Ce dernier se développe par croissance apicale, débutant par
la formation d’un tube germinatif qui s’allonge en un filament mycélien. Ce filament est
composé de cellules cylindriques a noyau unique, séparées par des septa incomplets, laissant

un pore central maintenant la continuité cytoplasmique (Gow, 2002).

1.5 Reproduction sexuée de C. albicans

Longtemps considéré comme un champignon diploide asexué, C. albicans a révélé un
potentiel de reproduction sexuée grace a la découverte du Mating Type Locus (MTL). Son
cycle repose sur un processus para-sexuel, ou la reproduction et la réduction du génome se
produisent sans méiose (Johnson, 2003).

Une réduction chromatique, résultant d’une perte aléatoire de chromosomes sans

recombinaison génétique, permet ensuite de revenir a 1’état diploide (Miller et Johnson,

2002).

Figure 1: Morphologie de C. albicans.

I. 6 Structure cellulaire

C. albicans est un eucaryote unicellulaire dépourvu de chlorophylle, possédant un
noyau, une double membrane nucléaire, des chromosomes, des mitochondries et des
inclusions lipidiques. La membrane plasmique est composée principalement de lipides, y
compris l'ergostérol, et elle est dotée d'une paroi qui confére a la levure sa forme ainsi que sa

stabilitt mécanique. Elle constitue également une interface entre la cellule et son

3



Chapitre 01 Candida albicans

environnement, et sa structure est susceptible de changer en fonction de I'dge et du stade

morphologique de la levure (Casson et Strippoli, 1973).

1.7 Caractéres physiologiques de C. albicans
C. albicans peut passer de I'état saprophyte a I'état pathogene sous I'influence de divers

facteurs environnementaux (Euzeby J, 2001).

1.7.1 Milieu de vie
Toutes les especes appartenant au genre Candida sont des organismes aérobies. Bien
qu’elles résident principalement au niveau des surfaces muqueuses, certaines peuvent

¢galement survivre dans 1’environnement extérieur (Euzeby, 1994).

1.7.2 pH
Elle peut croitre dans un pH compris entre 3 et 7. En revanche, en milieu alcalin,

I’assimilation des nutriments par les Candida est inhibée (Chabasse et al., 2009).

1.7.3 Température
La plupart des espéces de levures se développent de maniére optimale entre 20 °C et
30 °C. Toutefois, les souches pathogénes, responsables d’infections humaines, sont capables

de croitre a 37 °C (Euzeby, 1994).

1.7.4 Nutrition

Les Candida sont des organismes hétérotrophes, c'est a dire qu'ils sont incapables de
synthétiser leurs molécules carbonées a partir du dioxyde de carbone atmosphérique. lls
vivent donc aux dépens de la matiere organique préformée (Koenigh., 1995).

C. albicans se nourrit de diverses substances organiques telles que les glucides, les
acides aminés et les lipides. Il possede une grande capacité d’adaptation métabolique, lui

permettant de modifier son métabolisme en fonction des conditions environnementales.

1.8 Mécanismes de pathogénicité

C. albicans se préesente initialement sous forme de blastospores, considérées comme
une forme saprophyte coexistant en équilibre avec I’hdte. Toutefois, lorsque cet équilibre
fragile entre la forme commensale et les mécanismes de défense immunitaire est rompu, la
relation symbiotique se transforme en parasitisme, aboutissant a une pathologie infectieuse
appelée candidose.

L’installation de C. albicans chez 1’héte suit trois étapes principales (Hoyer et al., 2001) :
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1.8.1 Adhérence et colonisation

L’adhésion représente le premier pas vers I’infection, permettant a C. albicans de
s’attacher aux cellules de 1’hote ainsi qu’aux surfaces abiotiques. Ce processus d’adhésion est
facilité par des protéines en surface, telles que les agglutinines (Als) et les intégrines
fongiques, qui se lient aux récepteurs présents sur les cellules de 1’hdte (Mayer et al., 2013).

Une fois attaché, C. albicans commence sa colonisation en développant un biofilm,
une structure complexe multi-cellulaire qui accrue sa résistance face aux antifongiques ainsi
qu’aux réponses immunitaires. Plusieurs ¢éléments environnementaux favorisent cette

colonisation.

1.8.2 Invasion tissulaire

Dés que la colonisation a pris place, C. albicans a la capacité d’envabhir les tissus de
I’hote en adoptant une forme filamenteuse (hyphes et pseudohyphes), ce qui facilite son
infiltration dans les structures cellulaires et sa propagation.

L’invasion est facilitée par 1’émission d’enzymes hydrolytiques telles que les
protéinases (Sap), les phospholipases et les lipases, qui détruisent les barriéres épithéliales et
extracellulaires (Fu, 1997 ; Calderone & Fonzi, 2001). Par ailleurs, C. albicans détient des
mécanismes d'évasion immunitaire, comme la modification de ses antigénes et la réduction de

I’activité phagocytaire des macrophages ainsi que des neutrophiles (Czechowicz, et al., 2022).

1.8.3 Multiplication et survie dans I’hote
Pour garantir sa survie et sa multiplication dans 1’héte, C. albicans utilise différentes
stratégies:

e Acquisition de nutriments : Elle préleve du fer et d’autres micronutriments essentiels a
sa croissance, notamment par la création de sidérophores et de transporteurs
spécifiques.

e Evasion des défenses immunitaires : Elle génére une matrice extracellulaire au sein du
biofilm, limite I’acces aux cellules immunitaires et aux antifongiques. En outre, sa
capacité a moduler la reponse immunitaire lui permet de persistance dans 1’hote
(Czechowicz et al., 2022).

e Production de toxines : Certaines souches de C. albicans liberent des toxines
cytolytiques, comme la candidalysine, qui provoquent des dommages aux cellules de
I’hote et favorisent la diffusion du pathogene (Wilson & Hube, 2016).
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1.9 Les candidoses

La candidose résulte d'une perturbation de I'équilibre entre la virulence du champignon
et les systemes de défense de I’hdte, Cette perturbation peut étre causée par divers facteurs
tels que la malnutrition, une infection bactérienne ou virale, ou encore par des modifications
de la microflore dues a la prise de médicaments, qui affectent les bactéries commensales
aérobies et anaérobies.

Il existe 2 formes cliniques de candidoses: les candidoses superficielles mucocutanées

et les candidoses systémiques (Pfaller et al., 2007 ; Lu, 2021).

1.9.1 Les candidoses superficielles mucocutanées

L’altération de I’intégrité cutanée favorise le développement des infections a Candida.
Ces infections peuvent étre déclenchées par des contacts répétés avec 1’eau, ou encore par des
traumatismes mécaniques ou chimiques. Les atteintes de la cuticule, en particulier, peuvent
conduire a des candidoses unguéales, également appelées onychomycoses, causées dans
environ 90 % des cas par C. albicans (Hay et al., 1988). Par ailleurs, C. albicans est impliqué
dans les intertrigos, localisés au niveau des grands plis (abdominaux, sous-mammaires,
axillaires, interfessiers) et des petits plis (interdigitaux), ou I’humidité et la macération créent

un environnement favorable a sa prolifération.

1.9.2 Candidose oropharyngée
Egalement désignée sous le terme de muguet, cette pathologie se manifeste par des

taches blanches sur une muqueuse rougeéatre dans la cavité buccale, accompagnées de petites

zones ayant un aspect semblable a du « lait caillé ». Les modes d'infection varient selon I'age :

» Un nourrisson pourrait étre infecté en passant par le canal génital d'une mére souffrant de
candidose vaginale (Rangel -Frausto et al., 1999).

» Un jeune enfant peut également développer le muguet en étant en contact avec des
ustensiles de garde d'enfants et des jouets contaminés par C. albicans.

» Les personnes agées dont les défenses immunitaires sont affaiblies.

1.9.3 Les candidoses ceso-gastro- intestinales
Elles sont généralement associées a l'utilisation prolongée d'antibiotiques qui éliminent

la flore intestinale bactérienne et favorisent la prolifération de C. albicans. Ces candidoses
présentent des pseudomembranes blanches adhérant a la muqueuse enflammeée, parfois
ulcérée, semblable au muguet buccal, on peut les retrouver sur diverses parties du systeme

digestif (cesophage, estomac, intestin). Il est fréquent de retrouver de la levure dans les
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excrements (Flattery et al.,, 1996). Cette infection est généralement liée a un déficit

immunitaire sévere (SIDA, agents immunosuppresseurs).

1.9.4 Candidoses vaginales
Les infections vaginales a Candida touchent un grand nombre de femmes en bonne

santé, en particulier celles en age de procréer. Parmi les infections fongiques, elles occupent
une place particuliére : environ 75 % des femmes présentent au moins un épisode de vaginite
au cours de leur vie, dont 5 a 10 % développent des formes récidivantes (Mohammed et al.,
2017).

Les signes cliniques caractéristiques incluent des démangeaisons, un écoulement
vaginal blanchatre, ainsi qu’une muqueuse érythémateuse recouverte d’une pseudomembrane
blanche

De maniere genérale, les infections superficielles a Candida surviennent chez des
individus immunodéprimés. Toutefois, cette corrélation ne s’applique pas systématiquement a
la vaginite a Candida. Celle-ci est souvent associée a 1’usage prolongé d’antibiotiques,
lesquels entrainent une réduction de la population de lactobacilles constituant la flore vaginale
normale. Ce déséquilibre modifie le pH vaginal et crée un environnement propice a la
prolifération de C. albicans (Czechowicz et al., 2022 ; Fang et al., 2021 ; Lu, 2021).

1.9.5 Les candidoses systémiques
Le terme candidose systémique fait référence a l'implication de plusieurs zones non

adjacents, souvent due a une dissémination par voie sanguine a partir de dispositifs
intraveineux ou de solutions intraveineuses, ou a une transmission par contact (Sardi et al.,
2013).

Cependant, les changements dans la flore digestive causés par la prise d'antibiotiques
favorisent le développement rapide de Candida, qui envahit les surfaces des muqueuses
(Pappu-katikaneni et al., 1990). Candida peut alors s’infiltrer dans la zone sous-muqueuse

lorsque l'intégrité des barriéres est altérée (Kennedy et Volz, 1985).

1.10 Les facteurs de virulence
1.10.1 Capacité d'adhérence

L'adhérence aux tissus de I'hote est probablement I'étape la plus cruciale dans le
développement d'une infection a Candida. En effet, une forte adhérence permet au
microorganisme de coloniser et d'infecter les tissus de I'hote, tout en évitant d'étre éliminé.
Les différentes especes de Candida peuvent adhérer a diverses surfaces, notamment les

cellules épithéliales buccales, vaginales et gastro-intestinales (Wilson et al., 2016).
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1.10.2 Transition phénotypique ou «switch»
La virulence de C. albicans pourrait en effet étre liée a sa capacité a passer de la forme

blastospore (levure) a la forme hyphe (filamenteuse), une transition phénotypique connue
sous le nom de « switch ». Ce phénomeéne joue un rdle clé dans la capacité de I'organisme a
pénétrer dans les tissus hotes. Aprés avoir adhéré a I'épithélium, les cellules de C. albicans
commencent a produire des hyphes, qui se ramifient et libérent des blastospores, facilitant
ainsi l'invasion des tissus. Des études ont démontré que I'adhérence des formes hyphales est

supérieure a celle des blastospores (Anderson et Odds, 1985).

1.10.3 Formation du biofilm
Les biofilms sont des communautés de micro-organismes organisées dans un espace

tridimensionnel, et sont entourées d'une matrice extracellulaire qui les protége des agents
antimicrobiens. Cette caractéristique rend les infections associées aux biofilms
particulierement difficiles a traiter. C. albicans peut adhérer a des surfaces biotiques (comme
les couches épithéliales muqueuses dans la cavité buccale ou le vagin) et a des surfaces
abiotiques (comme les dispositifs prosthétiques ou les matériaux de prothése dentaire).

Ces biofilms se forment a travers quatre étapes distinctes.

Le processus commence par l'adhérence des cellules de levure sphériques a une
surface solide. Une culture de C. albicans est déposée sur cette surface pour commencer la
phase d'adhésion, qui dure entre 60 et 90 minutes. Ensuite, les cellules qui ne se sont pas
fixées ou qui sont a peine liées sont éliminées par un lavage, laissant derriére elles une
premiere couche de cellules solidement ancrées. Ce processus est désigné comme
"ensemencement" et est crucial pour un développement adéquat du biofilm.

La deuxiéme étape implique la multiplication des cellules et le début de la filiation des
cellules deja adhérées. Par la suite, le biofilm évolue, créant un réseau élaboré formé de
plusieurs couches de cellules variées, incluant des cellules hyphales, des cellules
pseudohyphales et des cellules levuriformes rondes. Ces cellules sont entourées d'une matrice
extracellulaire, donnant au biofilm une structure dense et ordonnée, tout en offrant une
protection contre des agressions chimiques et mécaniques (Mayer et al., 2013). Un biofilm
mature nécessite généralement environ 24 heures pour se former, apparaissant comme une
surface trouble a I'ceil nu.

Tout au long de ces phases de développement, le milieu de culture est maintenu en
agitation constante pour éviter que les cellules libres ne se déposent sur la surface, ou il est

soumis a un flux continu, imitant les conditions que I'on trouve dans les cathéters.
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La derniére phase du développement du biofilm est désignée comme *'dispersion”. A
ce moment-Ia, certaines cellules de levure se détachent du biofilm pour envahir de nouveaux

emplacements (Mayer et al., 2013).

1.10.4 Enzymes
La sécrétion d'enzyme hydrolytique au cours de l'infection favorise la virulence en

dégradant les surfaces des muqueuses de I'n6te ainsi que ses défenses immunitaires. Ces

enzymes sont des aspartyl protéinases (Saps), des phospholipases et des lipases (Fu, 1997).

1.10.5 Interférence avec la phagocytose
C. albicans est capable de produire des peptides acides pouvant inhiber la liaison aux

phagocytes et le métabolisme oxydatif. De plus, la levure peut induire l'apoptose des
macrophages et des neutrophiles échappant ainsi aux cellules du systéeme immunitaire
(Rotstein et Parodo, 2000).

1.10.6 Interférence avec le complément
Les adhésines fongiques (mannoprotéines), apparentées au récepteur CR3 des

lymphocytes, peuvent étre affines pour certains composants matriciels plasmatiques tels que
la fibronectine, mais aussi la f raction C3bi du complément, perturbant ainsi la phagocytose
de la levure (Ibata-Ombetta et Idziorek, 2003).

I.11 Les antifongiques et leurs mécanismes d’action

Les antifongiques sont des médicaments utilisés pour traiter les infections fongiques
en ciblant spécifiqguement la structure et le métabolisme des champignons.
Leur utilisation repose sur plusieurs aspects :
e Le mode d’action.
e Le spectre d’activité.
e Les principaux effets indésirables dans les infections fongiques invasives (Ben-Ami,
2018).

1.12 Mécanismes de résistance aux differents agents antimicrobiens

Un germe est dit résistant a un agent antimicrobien quand la CMI de celui-ci est
supérieure a la concentration sanguine maximale médicamenteuse a une posologie standard.
Cette résistance peut étre naturelle ou acquise. On parle de résistance naturelle lorsque toutes
les souches d’une méme espece sont résistantes a I’antibiotique parce que la cible d’action de
celui-ci est absente ou inaccessible. La résistance est dite acquise quand une certaine

proportion (parfois trés élevée) des souches d’une espéce normalement sensible a
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I’antibiotique devient résistante a son action. Pour ce dernier type de résistance, 3 stratégies
principales sont connues chez les bactéries, les virus et les champignons : le brouillage, le
blindage et le camouflage.

On parle de brouillage quand le germe synthétise des protéines qui peuvent dégrader
I’antibiotique et le rendre inefficace par complexation. Il s’agit de camouflage lorsque le
germe peut modifier la cible de I’antibiotique si bien que celle-ci n’est pas reconnue, ce qui
rend la cellule insensible a cet antibiotique.

Enfin, quand le germe empéche 1’accés de I’antibiotique aux cibles intracellulaires soit
par modification de la perméabilit¢ membranaire, soit par mise en place d’un systéme
d’expulsion de I’antibiotique via une pompe membranaire qui refoule ce dernier, on parle de
blindage.

Le traitement des infections par C. albicans reste délicat a cause du phénomene de résistance

qui apparait a la suite d’utilisation prolongée d’agents antifongiques.

MECANISMES DE RESISTANCE

1. Défaut de permeéation / 3. Surproduction
non activation de | "ATF de la cibla

4 Modirication /

disparition de Ia
cinle

2. Rejet actirde | "ATF

Pempe ATF ATE Cible -y Cidle

membramaire acef imactf T imeaces modifiss

Figure 2: Principaux stratagemes des mécanismes de résistance contre les différents agents

antifongiques d’apres (Grillot, 1999)

10



Chapitre 02

L_es plantes medicinale



Chapitre 02 Les plantes médicinale

11.1 Les plantes médicinales

Les plantes médicinales représentent une source préecieuse dans le domaine de la santé,
en raison de leur concentration élevée en composés bioactifs aux effets thérapeutiques divers.
Depuis des temps anciens, elles sont employées pour prévenir et soigner une variété de
maladies, allant des infections légeres aux maladies chroniques. Actuellement, I'augmentation
des recherches scientifiques permet d'explorer leur potentiel en matiére de médicaments et de
découvrir de nouvelles molécules aux effets positifs. Cette démarche aide non seulement a
mettre en avant les pratiques médicinales traditionnelles, mais également a développer des
alternatives aux traitements chimiques, offrant ainsi des opportunités prometteuses pour une

approche médicale plus naturelle et durable (Benarba, 2016 ; Sardi et al., 2013)..

11.2 La phytothérapie

La phytothérapie est une méthode de traitement utilisant les plantes (Bruneton, 1993).
Elle fait partie de la médecine allopathique et vise a prévenir ou traiter certains troubles
fonctionnels et pathologies en employant des végétaux, leurs parties ou des préparations
dérivées, que ce soit par ingestion ou application externe (Sticher, 2008).

11.3 Le contrdle des plantes médicinales

Le contréle des plantes médicinales s’effectue a différents niveaux, en particulier
lorsqu’il s’agit de plantes récoltées a 1’¢tat sauvage. Ce processus vise a garantir la qualité,
I’authenticité et I’innocuité des matieres végétales utilisées, tout en permettant la détection
d’éventuelles fraudes ou confusions pouvant compromettre leur efficacité ou leur sécurité

(Vercauteren, 2012).

11.3.1 Controle d’identification

L’identification botanique constitue la premicre étape essentielle du contrdle. Elle vise
a s'assurer de la conformité de la plante, en écartant toute possibilité d’erreur ou de
falsification, qu'elle soit involontaire (confusion d’espéces) ou délibérée (adjonction de

substances étrangeres).

11.3.2 Controéle botanique
Ce controle repose sur une double approche :
e Analyse macroscopique : elle consiste en 1’observation des caractéres morphologiques et
organoleptiques (couleur, odeur, gott, texture) de la plante a I’ceil nu.
e Analyse microscopique : elle permet de visualiser des structures cellulaires spécifiques,

utiles pour confirmer I'identité de I'espece.
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e Une fois I’espece authentifiée, sa dénomination se fait selon la nomenclature binomiale
latine. Bien que les sens humains soient sollicités dans I'analyse sensorielle, des examens
microscopiques s’avérent indispensables pour renforcer la fiabilité du diagnostic

botanique.

11.3.3 Controle chimique

Ce contrdle a pour objectif d’évaluer la composition chimique des drogues végétales,
notamment en détectant les métabolites secondaires responsables de [Dactivité
pharmacologique. L’attention est portée sur le principe actif ou, a défaut, sur un principe
traceur, substance sans effet thérapeutique direct mais représentative de 1’identité chimique de

la plante (Bruneton, 1993).

11.3.4 Controle de qualité

La qualité globale des plantes médicinales dépend de plusieurs facteurs : conditions de
culture ou de cueillette, techniques de séchage, modalités de stockage et respect des délais de
conservation. Toute négligence a ces niveaux peut altérer la composition chimique de la
plante, réduisant ainsi son efficacité thérapeutique. Une récolte mal conduite, un séchage
incomplet, un entreposage inadapté ou encore 1’utilisation de plantes dégradées sont autant de

causes possibles de détérioration de la qualité (Rios, 2015).

11.4 Définition des plantes médicinales

Utilisées en médecine traditionnelle, les plantes médicinales sont reconnues pour les
propriétés thérapeutiques que certaines d'entre elles possedent. Leur efficacité est attribuée a
la présence de composés bioactifs, qu’il s’agisse de métabolites primaires ou secondaires, ou
encore a la synergie entre ces différents constituants (Vercauteren, 2012).

Ces plantes sont sélectionnées pour leurs vertus spécifiques, bénéfiques a la santé
humaine, et peuvent étre administrées sous diverses formes telles que la décoction, I’infusion
ou la macération. Selon 1’usage, différentes parties de la plante : racines, feuilles ou fleurs,

peuvent étre utilisées (Dutertre, 2011).

I1.5 Plantes médicinales locales

L'Algérie se distingue par sa grande superficie, étant le plus grand pays du bassin
méditerranéen, d'Afrique et du monde arabe, avec une étendue d'environ 2,4 millions de km?
et un littoral s’étendant sur 1 600 km. La diversité de ses climats favorise une richesse

floristique remarquable, contribuant a une biodiversité exceptionnelle (Benarba, 2016) .
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La diversite de la flore médicinale algérienne est remarquable, avec plus de trois mille
espéces utilisées en médecine traditionnelle et moderne. Peu aprés l'indépendance, le pays
comptait déja plus de six cents especes de plantes médicinales et aromatiques. Le massif du
Hoggar, qui s’étend sur environ 480 km?2, abrite une flore de trois cents especes, dont plus
d'un quart sont employées en médecine traditionnelle, tandis qu’environ quatre-vingts
présentent un potentiel d’utilisation alimentaire (Ararem et Bensaada, 2020).

Les plantes médicinales et aromatiques d'Algérie sont réparties géographiquement,
avec une concentration principale dans les régions de la Mitidja, de I'Atlas tellien, des Hauts

plateaux et du Sahara (Ararem et Bensaada, 2020).

11.6 Les principes actifs des plantes médicinales

Les principes actifs des plantes médicinales sont des composés biochimiques naturels
auxquels sont attribuées leurs propriétés thérapeutiques. Présents en quantités variables selon
I’organe végétal utilisé (feuilles, racines, fleurs, etc.), ces substances exercent des effets
spécifiques sur 1’organisme. Leur origine réside dans le métabolisme de la plante, qui produit

deux grandes catégories de molécules :

11.6.1 Les métabolites primaires

Il s'agit de molécules organiques indispensables au bon fonctionnement des cellules
végétales. Ils interviennent dans les processus fondamentaux de croissance, de développement
et de reproduction de la plante. Parmi ces composés figurent les glucides, les protéines, les

lipides et les acides nucléiques (Chaachouay, 2020).

11.6.2 Les métabolites secondaires

Ce sont des molécules complexes issues des métabolites primaires ou de leurs produits
intermédiaires. Bien qu’ils ne soient pas directement impliqués dans les fonctions vitales de la
plante, ils jouent un rdle clé dans sa défense et sont responsables de ses propriétés
thérapeutiques (Li et al., 2020 ; Singh, 2015).

11.7 Types et origine des métabolites secondaires

Ces métabolites secondaires se caractérisent généralement par leur présence en faibles
concentrations dans les tissus végétaux (habituellement quelques pourcentages du carbone
total, a I'exception de la lignine) et leur accumulation est souvent réalisée dans des cellules ou
organes spécialisés.

Il est possible de distinguer trois catégories de métabolites secondaires :
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11.7.1 Les terpénes

Avec plus de 25000 variantes, les terpénes représentent la catégorie la plus
significative de métabolites secondaires. Produits naturellement par les plantes, ils se
distinguent par leur volatilité et leur forte odeur. Ils donnent aux fleurs les parfums qui les
caractérisent. En outre, ils jouent de nombreux autres roles dans des processus comme la
photosynthése (en tant que composants de la chlorophylle) et la photoprotection
(caroténoides).

11.7.2 Composes phénoliques
Les phénols forment un groupe varié et omniprésent de métabolites secondaires. Plus

de 10000 composeés différents font partie de cette catégorie et sont largement répandus dans
le regne végétal. La variété des composés phénoliques va d'entités simples (flavonoides,
acides phénoliques, phénylpropanoides) a des molécules trés polymérisées (lignine, tanins,
mélanines). Les composés phénoliques sont synthétisés en réponse a différents stress
abiotiques ou biotiques. Ils sont souvent produits en réaction a des attaques de pathogénes et
d'insectes, a des températures élevées ou a une exposition excessive a des longueurs d'onde

de lumiére nuisibles (Kabera et al., 2014).

11.7.3 Composés azotés ou alcaloides
Les alcaloides sont des composes naturels contenant de I'azote, basiques et présentant

une forte activité biologique, et sont souvent toxiques. Ils sont principalement extraits de
plantes a fleurs (représentant 8,7% des Phanérogames et Dicotylédones). Les alcaloides sont
fréquemment localisés dans une zone précise de la plante : par exemple, la réserpine de

Rauwolfia se trouve dans la racine, la quinine du Cinchona est extraite de I'écorce.

11.8 Définition et origine des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatils et hydrophobes, appréciés
depuis I’ Antiquité pour leurs multiples propriétés. Elles sont utilisées a des fins médicinales,
cosmétiques, antiseptiques, anti-inflammatoires, sédatives ou encore comme anesthésiques
locaux. Elles trouvent également des applications en parfumerie, dans la conservation des
aliments, ainsi que dans des approches modernes de bio-contréle (Rios, 2015).

Selon la Pharmacopée Européenne (Vle edition), une huile essentielle est definie
comme « un produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une

matiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, distillation
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seche ou un procédé meécanique sans chauffage, et separé de la phase aqueuse par un procéde
physigue n'entrainant pas de modification significative de sa composition ».

Ces extraits sont issus de plus de 17 500 espéces de plantes aromatiques, appartenant
principalement aux familles des Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae et
Asteraceae (Zabka & Pavela, 2018). Les huiles essentielles sont produites dans différentes
parties des plantes : fleurs (Jasmin, rose), bourgeons (girofle), feuilles (thym, eucalyptus),
fruits (anis, badiane), écorce (cannelle), zestes (agrumes), graines (cardamome), bois (santal),
rhizomes et racines (gingembre) (Rios, 2015 ; Bruneton, 1993).

La biosynthése des huiles essentielles s’effectue dans des structures végétales
specialisées appelées tissus secrétoires. Ces structures peuvent étre :

o Externes, comme les trichomes glandulaires ou papilles épidermiques (notamment chez
les Lamiaceae) ;

e Internes, comme les canaux sécrétoires (fréquents chez les Apiaceae), les poches
schizogenes ou les huiles s’accumulent dans les espaces intercellulaires ;

o Ou encore des cellules a sécrétion intracellulaire ou elles sont stockées dans les vacuoles.

11.9 Fonctions physiologiques et écologiques

Le rdle physiologique des huiles essentielles dans la plante reste encore partiellement
¢lucidé. Néanmoins, plusieurs études suggerent qu’elles participent activement a la défense de
la plante contre les agressions biotiques et abiotiques. Elles peuvent moduler le comportement
des prédateurs, inhiber la germination ou la croissance de plantes concurrentes par effet
allélopathique, et protéger les tissus végétaux contre les stress oxydatifs (Bakkali et al., 2008)

Par ailleurs, certaines huiles essentielles jouent un rdle écologique important, en
attirant les insectes pollinisateurs, en favorisant la dispersion des graines ou en repoussant les
herbivores (Dudareva et al., 2013). Leur biosynthése est localisée dans des structures

veégétales spécifiques, dont la nature varie selon I'espece aromatique concernée.

11.10 Effet antimicrobien

L’effet antimicrobien des huiles essentielles est bien documenté depuis les premiéres
recherches de Gattefossé en 1919, qui a montré l'efficacité d'une émulsion d’HE de pin contre
le bacille de Koch. Depuis, d’autres études ont confirmé 1’activité antimicrobienne des HE,
notamment contre les germes résistants aux antibiotiques, avec un large spectre d’action,
couvrant les bactéries, levures, moisissures et méme certains virus (Beylier-Maurel, 1976).
Ces propriétés conférent aux huiles essentielles un potentiel thérapeutique important pour

lutter contre diverses infections microbiennes.
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11.11 Effet antifongique

De nombreuses huiles essentielles ont été testées in vitro sur différentes souches de
levures, et la plupart ont révelé une activité antifongique efficace a des concentrations
exploitables en clinique. Par exemple, I’HE d'Origanum vulgare présente une action
antifongique contre les dermatophytes a des concentrations aussi faibles. Ces résultats
suggerent que les huiles essentielles pourraient étre utilisées de maniere avantageuse pour

traiter des mycoses cutanées (Benziane et al., 2023 ; Ermenlieva et al., 2022)..

11.12 Toxicité et limites d’utilisation des huiles essentielles

Bien que les huiles essentielles soient souvent percues comme des produits naturels,
elles peuvent présenter des risques de toxicité. En tant que molécules actives, elles peuvent
provoquer des effets secondaires graves, telles que des réactions allergiques ou de I'nypersen
sibilité. certaines huiles essentielles peuvent étre neurotoxiques en raison des cétones,
néphrotoxiques a cause des terpenes, ou hépatotoxiques a cause des phénols (Larbi et al.,
2014). Elles peuvent également entrainer des intoxications aigués, en particulier chez les
jeunes enfants, en cas d’ingestion excessive (Laib, 2011). Il est donc essentiel de respecter
scrupuleusement la posologie et la durée d’utilisation pour minimiser ces risques.

Les huiles essentielles présentent également certaines limitations liées a leur
composition chimique. L’exposition a 1’oxygeéne peut entrainer 1’oxydation de certains
composés, tels que les alcenes, produisant des substances allergénes comme le -myrcéne
oxydé. De plus, D’exposition a la chaleur peut accélérer des réactions chimiques
endothermiques, tandis que la lumiere, et plus particulierement les UV, favorise la formation
de radicaux libres d'oxygéne. Ces radicaux peuvent dégrader 1’huile essentielle. (Tisserand et

Young, 2014).

11.13 Procédés d'obtention
11.13.1 Expression a froid

L'expression a froid désigne une méthode mécanique qui n'‘implique aucune source de
chaleur, genéralement utilisée pour les fruits d'agrumes. Une pression est appliquée sur le
fruit, provoquant I'éclatement des cellules et la libération de I'huile essentielle présente dans la
peau ou le zeste. L'huile essentielle qui est libérée est entrainée par un flux d'eau, ce qui

crée une émulsion. L'extraction de I'essence se réalise par un processus de décantation simple
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11.14 La distillation
11.14.1 hydrodistillation

Dans un premier récipient, la matiére végétale et I’eau sont chauffées ensemble, ce qui
permet a la vapeur et aux extraits de plantes d’étre refroidis dans un condenseur a eau, et ils
sont finalement collectés dans un récipient a décanter. Le contact direct entre I’cau et les
plantes pendant le processus de chauffage favorise la modification des substances
aromatiques, en particulier des esters (Roohinejad et al., 2017).

thermometre

’&\ réfrigérant a eau

éprouvette graduée

morceaux de plante

eau bouillante huile essentielle

chauffe ballon
phase aqueuse

Figure 3: Schéma du montage de 1’extraction par hydrodistillation.

11.15 Autres méthodes
11.15.1 Extraction par micro-ondes

Au début des années 1990, une méthode innovante a vu le jour, connue sous le nom
d'hydrodistillation par micro-ondes sous vide. Dans cette méthode, la matiére végétale est
soumise a un chauffage par micro-ondes dans une enceinte close ou la pression est
progressivement abaissée. Les éléments volatils sont entrainés par la vapeur d'eau générée par
I'eau pure présente dans la plante. Par la suite, ils sont recueillis & l'aide des techniques
traditionnelles de condensation, de refroidissement et de décantation (Roohinejad et al.,
2017).

11.15.2 Hydro diffusion pulsée

Semblable a la méthode de distillation utilisant de la vapeur d'eau, ce processus
exploite également la vapeur d'eau pour extraire les composés d'intérét. Cependant,
contrairement a la distillation, la vapeur est injectée de haut en bas, sous une pression faible, a
travers la matiere végétale. Cela conduit a ’extraction de certains éléments non volatils, ce

qui fait que le produit obtenu ne peut pas étre qualifié d’huile essentielle, mais plutot d’«
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essence de percolation ». L’hydrodiffusion permet une extraction plus rapide et moins

couteuse en énergies, bien que cela puisse nuire a la qualité du produit final.

11.16 Monographie de la plante choisie : Origanum glandulosum
11.16.1 Origine et aspect botanique

Le genre Origanum (famille des Lamiaceae) comprend environ 38 especes réparties
dans les régions méditerranéennes, euro-sibériennes et irano-sibériennes. Cependant, prées de
75 % de ces especes se concentrent principalement autour du bassin méditerranéen, en
particulier dans sa partie orientale (Sahin et al., 2004). Le nom "origan™ provient des mots
grecs oros et genos, signifiant "éclat des montagnes”(Meddour et al., 2011).. Parmi ces
espéces, O. vulgare ssp. glandulosum (Desf.), également connu sous le synonyme O.
glandulosum Desf., est une plante endémique d'Afrique du Nord, que I'on trouve en Algérie et

en Tunisie (letswaart, 1980)

11.17 Classification botanique de I'Origan
Selon la flore de Quezel et Santa, la classification botanique d’Origanum est la
suivante :

Tableau 1 : Classification botanique de I'O. glandulosum

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées (anciennement Labiées)
Genre Origanum

Eene Origanum glandulosum Desf. (ou Origanum vulgare L. ssp.
spece
P glandulosum (Desf.) Lets.)

11.18 Description botanique de Origanum vulgare L. ssp. glandulosum (Desf.) Lets.

O. vulgare L. ssp. glandulosum (Desf.) Lets. est une plante vivace et sarmenteuse (Figure
4), a port sous-arbustif. Elle forme des touffes d'un diametre de quelques centimeétres et atteint
une hauteur comprise entre 30 et 60 cm. Les caractéristiques permettant de reconnaitre cette
plante sont les suivantes : les tiges sont dressées, avec des épis denses, et les fleurs restent

contigués apres la floraison. Le calice est tubuleux, avec cing dents courtes, bilabiées ou non.
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La corolle est blanche ou rosée, avec une lévre supérieure émargée et une lévre inférieure

trilobée, nettement plus longue que la lévre supérieure (Quézel & Santa 1962).

Figure 4: Rameau de I’O. vulagre L. Ssp glandulosum (Desf.) Letswaart.

11.19 Composition phytochimique des huiles essentielles d’Origan

L'origan produit une huile essentielle (au moins 25 ml/kg), principalement riche en
thymol et/ou en carvacrol. La composition chimique de cette huile varie en fonction du
chémotype et de la période de récolte. Le carvacrol est généralement le composé majoritaire,
représentant entre 40 et 70 % de I'huile essentielle. 1l est accompagné d'autres composés tels
que l'a-terpinéne (8-10 %), le p-cymene (5-10 %), ainsi que le myrcene, le limonéne,
I'ociméne, le caryophylléne, le B-bisaboléne, le germacréne, 1'a-pinéne, le camphéne, le y-

terpinéne et le B-phellandréne (Mockute et al., 2001).

11.20 Composition phénolique

Les composés phénoliques se caractérisent par la présence d'au moins un noyau
benzénique lié & un groupe hydroxyle, sous forme libre ou lié a d'autres fonctions (éther, ester,
hétéroside) (Bruneton, 1993). Cing composés phénoliques ont été identifiés dans les extraits
d'origan, a savoir : I’Acide 2,5-dihydroxybenzoique, 1’ Acide 3,4-dihydroxybenzoique, 1’Acide
rosmarinique, 1’Origanosideet le Maltol 60-O-(5-O-pcoumaroyl)-B-D-apiofuranosyl-p-D-
glucopyranoside (Zhang et al., 2014).
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11.21 Activités biologiques
11.21.1 Activité antibactérienne

L’huile essentielle d’O. glandulosum a démontre une activité antibactérienne notable,
notamment contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Elle s’est révélée plus efficace
contre E. coli, en particulier lorsqu’elle est riche en thymol. L’action contre S. aureus est
moins marquée. Cette activité est principalement attribuée aux composés phénoliques présents

dans I’huile essentielle (Kaloustian et al., 2008).

11.21.2 Activité antifongique

A une concentration de 0,25 mg/mL, I’huile essentielle inhibe complétement la
croissance de C. albicans in vitro, en bloguant a la fois la croissance mycélienne et la
formation des tubes germinatifs. Le carvacrol, un de ses constituants majeurs, présente une
activité antifongique similaire. In vivo, chez la souris, I’huile essentielle s’est révélée 100 fois

plus efficace que 1’acide caprylique contre C. albicans (Khosravi et al., 2011).

11.21.3 Activité antiparasitaire
L’administration orale de 600 mg d’huile essentielle en émulsion a permis

I’élimination compléte de certains parasites intestinaux (Goetz et Ghedira, 2012).
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I. Matériel et méthodes
1.1 Objectif et lieu d’étude
Ce travail a été réalisé dans le but d’extraire I’huile essentielle d’une plante médicinale
sélectionnée, puis d’évaluer son effet antifongique, antibiofilm et anti-enzymatique sur deux
souches de reférence de Candida albicans. L’étude a été conduite au sein du Laboratoire de
microbiologie de 1’Université Ibn Khaldoun de Tiaret, sur une période d’un mois allant du 8

avril au 15 mai 2025.

1.2 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué des parties aériennes (feuilles
et sommités fleuries) de la plante Origanum glandulosum (Figure 5), une espéce endémique
de la région méditerranéenne algérienne. Les échantillons ont été récoltés manuellement par
notre encadrante Dr. Benmessaoud Amel, en pleine floraison, entre juin et juillet 2024, dans
la région de la Grande Kabylie (Wilaya de Tizi-Ouzou), au nord de I’Algérie, plus
précisément dans la localité de Tikidount (commune de Ouassif), reconnue pour la richesse de
sa flore aromatique et médicinale.

Les parties aériennes de la plante ont été récoltées une seule fois au cours de la période
de floraison. Apres la cueillette, les échantillons ont été transportés dans des sacs en papier,
puis laissés a sécher a I’ombre, dans un endroit sec, aéré et a température ambiante, afin de
préserver leurs principes actifs. Une fois séchée, la plante a été conservée a ’abri de la

lumiere et de I’humidité jusqu’a I’étape d’extraction.

Figure 5: Origanum glandulosum

21



Partie expérimentale Matériel et Méthodes

1.3 Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydrodistillation a 1’aide d’un
appareil de type Clevenger (Figure 6). Pour chaque extraction, 100 g de plante seche ont été
introduits dans un ballon de distillation, avec 1’ajout de 1000 ml d’eau distillée. L’ensemble a
été porté a ébullition douce pendant 3 h (Khosravi et al., 2011). La vapeur d’eau entrainant les
composés volatils a été dirigée vers un réfrigérant, ou elle s’est condensée. L huile essentielle
a ensuite été récupérée dans la partie supérieure du récepteur Clevenger, selon le principe de
la décantation naturelle, I’huile étant moins dense que 1’eau.

L’huile obtenue a été soigneusement récupérée a I’aide d’une pipette Pasteur, puis
séchée sur un agent déshydratant, le sulfate de sodium anhydre (Na> SOs), afin d’éliminer
toute trace d’eau résiduelle. Elle a ensuite été stockée dans des flacons en verre ambre,
hermétiquement fermés, et conservée a une température de 4 °C, a I’abri de la lumicre,

jusqu’a son utilisation dans les analyses antifongiques et antibiofilm (Ed-Dra et al., 2019).

Figure 6: Dispositif d’hydrodistillation de type Clevenger

1.3.1Calcul du rendement
Le rendement de I’huile essentielle a été exprimé en pourcentage volumique par

rapport a la masse de matiére végétale séche (Selles et al., 2020):

Rendement (%) = (Volume de I’huile essentielle (ml) / Masse de plante seche (g)) x 100

1.4 Evaluation de I’activité antifongique
1.4.1 Matériel fongique
Deux souches de référence de C. albicans, ATCC 10231 et ATCC 10237, ont été

utilisées dans cette étude. Ces souches ont été conservées & —20°C dans un cryotube
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contenant un mélange de glycérol stérile et de bouillon Sabouraud, assurant leur viabilité a
long terme.

Avant chaque expérimentation, un pré-enrichissement a été réalisé afin d’activer la
croissance cellulaire. Pour cela, une aliguote de la souche conservée a été inoculée dans un
milieu liquide nutritif (bouillon Sabouraud) et incubée a 37 °C pendant 24 h (Figure 7). Cette
étape permet d’optimiser la reprise métabolique et d’assurer une culture active avant
I’ensemencement sur des milicux solides ou la réalisation des tests.

Un contréle de pureté a ensuite été effectue. Les colonies obtenues sur gélose
Sabouraud ont été observées a I’ceil nu pour évaluer leur aspect macroscopique, puis

examinées au microscope optique apres une coloration au bleu de méthylene.

Figure 7: Pré enrichissement des souches.

(@) :avant incubation ; (b) : aprés 24h d’incubation

1.4.2 Aromatogramme

L’activité antifongique de I’huile essentielle d’O. glandulosum a été évaluée in vitro a
’aide de la méthode de diffusion sur disque en milieu solide.

Le milieu de culture utilisé était la gélose Sabouraud additionnée de dextrose
(Sabouraud Dextrose Agar, SDA), préparée conformément aux recommandations du
fabricant, puis distribuée aseptiquement dans des boites de Pétri stériles (20 ml par boite).
Apres solidification, la surface du milieu a été ensemencée de maniere homogene a ’aide
d’un écouvillon stérile, préalablement imprégné d’une suspension jeune de C. albicans,
ajustée a une turbidité de 0.5 McFarland. Aprés ensemencement, des disques de papier filtre
stériles (Whatman, diamétre 6 mm) ont été imprégnés de 5 ul d’huile essentielle pure, puis
déposés a la surface de la gélose a 1’aide d’une pince stérile. Les boites ont été ensuite
incubées a 37 °C pendant 24h (Benziane et al., 2023).
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L’activité antifongique de I’huile essentielle a été évaluée par la mesure du diameétre
des zones d’inhibition formées autour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse. L’apparition
d’une zone claire dépourvue de croissance fongique traduit une action inhibitrice de 1’huile

essentielle sur la souche testée.

1.4.3 Détermination de la concentration minimal inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle d’O. glandulosum

vis-a-vis de C. albicans a été déterminée par la méthode de microdilution en milieu liquide,
conformément au protocole decrit par EI-Baz et al. (2021), avec quelques modifications.
Des solutions meres d’huile essentielle ont été préparées a une concentration de 8 mg/ml dans
un bouillon YPD (Yeast Peptone Dextrose), complété par 0,5 % (v/v) de Tween 80 afin de
favoriser la solubilisation de I’huile dans le milieu. Des dilutions de '%2 successives ont été
réalisées directement dans des microplaques stériles a 96 puits (Figure 8), afin d’obtenir une
gamme de concentrations finales allant de 4 & 4000 pg/ml.

Une suspension de levures a été préparée a partir des colonies fraiches, et la turbidité
ajustée a une concentration de 108 UFC/ml, puis diluée au 1/100 dans le bouillon YPD afin
d’obtenir une concentration finale de 10* UFC/ml. A chaque puits de la microplaque, 100 pl
de la suspension fongique diluée ont été ajoutés a chaque dilution de I’huile essentielle, Les
plaques ont été ensuite incubées a 37 °C.

Aprés 22 h d’incubation, 40 pl d’une solution de chlorure de triphenyltetrazolium
(TTC) (2 mg/ml) ont été ajoutés a chaque puits, suivis d’une incubation supplémentaire de 2
h. Le TTC est un indicateur redox incolore a 1’état oxydé, qui est réduit en formazan rouge en
présence de cellules métaboliquement actives. Ainsi, 1’apparition d’une coloration rouge
indique la présence de cellules viables, tandis que I’absence de coloration traduit une
inhibition de la croissance (Lakhdar et al., 2017).

La CMI a été déterminée comme étant la plus faible concentration de 1’extrait pour

laquelle aucun changement de couleur (absence de rouge) n’a été observé.
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Figure 8: Détermination de la CMI par microdilution.

1.4.4 Détermination de la concentration minimal bactéricide

Les concentrations minimales fongicides (CMF) ont été déterminées apres la mesure
de la CMI. Les puits ne montrant aucune croissance visible ont été prélevés aseptiquement,
puis repiqués sur des boites de Pétri contenant de la gélose Sabouraud Dextrose. Les boites
ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 h. La CMF est définie comme la plus faible
concentration d’huile essentielle ne permettant aucune croissance fongique sur gélose (Hsu et
al., 2013).

1.4.5 Détermination de I’activité antibiofilm

L’activité antibiofilm des huiles essentielles a été évaluée a I’aide de la méthode de
microdilution en milieu liquide. Des volumes de 100 pl d’huiles essentielles a des
concentrations allant de CMI x %2 a CMI x 8, ont été ajoutés dans les puits d’une microplaque
contenant 100 pul d’une suspension de C. albicans. Les plaques ont été ensuite incubées a
37 °C pendant 48 h (El-Baz et al., 2021).

Pour quantifier les biofilms un mélange de 100 pul de milieu YPD et de 20 pul d’une
solution de résazurine a 0,01 % (p/v) a été ajouté dans chaque puits de la microplaque. Les
plaques ont ensuite été couvertes d’une feuille d’aluminium et incubées a 37 °C pendant 24 h.

La concentration minimale inhibitrice du biofilm (CMIB) correspond a la plus faible
concentration de I’huile essentielle empéchant la réduction de la résazurine (bleue) en
résorufine (rose), ce qui indique une inhibition de 1’activité métabolique des cellules formant

le biofilm (Benziane et al., 2023).
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1.4.6 Evaluation de Pactivité anti-hémolytique de I’huile essentielle

Pour évaluer ’effet inhibiteur de 1’huile essentielle d’O. gludulosum sur la production
d’hémolysine par C. albicans, le milieu Sabouraud agar supplémentés avec 5 % de sang de
mouton a été préparé (Figure 9) (Annexe). Une suspension standardisée de C. albicans a été
préincubée pendant 1 h avec I’huile essentielle a une concentration sub-inhibitrice (CMI, CMI
X %). Ensuite, un volume de 5 pul de ce mélange a été inoculé au centre de la boite. Aprés
incubation a 37 °C pendant 48 a 72 h, I’activité hémolytique a été évaluée par la présence
d’une zone claire autour de la colonie. L’indice Hz a été calculé en divisant le diamétre de la
colonie par le diametre total de la zone d’hémolyse.

L’interprétation des résultats s’est basée sur une échelle contractuelle selon laquelle
une valeur de Hz égale a 1 indique une absence d’activité hémolytique. Des valeurs comprises
entre 0,90 et 0,99 traduisent une activite tres faible, entre 0,80 et 0,89 une activité faible, entre
0,70 et 0,79 une activité modérée, entre 0,60 et 0,69 une activité forte, et inférieures a 0,59

une activite tres forte (Hekmatpanah et al., 2022).

Figure 9: Préparation du milieu pour I’activité hémolytique.
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I. Résultats et discussion
11.1 Rendement et caractérisation sensorielle de I’huile essentielle

Le Tableau 2 montre que I’huile essentielle obtenue est de couleur jaune péle, avec
une odeur forte, aromatique et légerement piquante, typique des huiles riches en carvacrol,
thymol et autres composés phénoliques a activité biologique élevée.

Le rendement obtenu est relativement élevé, avec une moyenne de 4,16 % + 0,59, ce
qui témoigne d’une bonne richesse en composés volatils. Le taux d'extraction varie
considérablement d'un échantillon a un autre. Cette variabilité du rendement est influencée
par divers facteurs naturels ou expérimentaux (Lakhrissi et al., 2016; Messaoudi et al., 2022;
Selles et al., 2020).

Tableau 2 : Rendement et caractéres sensorielles.

Huile essentielle O. glandulosum
Couleur Jaune foncé
Odeur Aromatique forte
Rendement (%) 4.16 + 0.59

Figure 10: Huile Essentielle d°0. glandulosum

Ce taux de rendement dans notre étude dépasse largement les valeurs généralement
rapportées dans la littérature pour cette espece. Selon Benmalek et al. (2018), un rendement
compris entre 0,8 % et 2,1 % est considéré comme satisfaisant.

Comparativement, Mahfouf (2018) a rapporté un rendement de seulement 1,15 % pour
I’origan d’Algérie, ce qui met en évidence la richesse particuliere de notre échantillon en
composés volatils. De plus, I’étude menée par Mechergui et al. (2010) sur des populations
d’O. vulgare de Tunisie indique des rendements nettement inférieurs, oscillant entre 0,1 % et
0,7 %.
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11.2 Activité antifongique
11.2.1 Confirmation de la pureté de souches testées

Apres incubation, des colonies caractéristiques de C. albicans ont été observees sur
milieu sabouraud ; crémeuses, bombées, opaques et de couleur blanc cassé a beige, bien
séparées les unes des autres, permettant ainsi une confirmation visuelle de la pureté et de la

viabilité des cultures (Figure 11).

Figure 11: Colonies de C. albicans sur milieu Sabouraud.

11.2.2 Aromatogramme

L’huile essentielle d’O. glandulosum a montré une bonne activité antifongique contre
les souches de C. albicans. Une zone claire d’inhibition a été observée autour des disques,
indiquant une inhibition de la croissance du champignon (Tableau 3 et Figure 12). Pour la
souche ATCC 10231, le diamétre moyen de la zone d’inhibition était de 66,7 + 0,58mm, et
pour la souche ATCC 10237, il était de 58,3 = 0,29 mm. Ces résultats, obtenus aprés trois
répétitions, montrent que 1’huile essentielle est efficace, avec peu de variation entre les deux
souches.
Tableau 3 : Diametre des zones d’inhibition obtenues aprés 1’aromatogramme.

C. albicans DZI (mm)

ATCC 10231 66.7 + 0.58

ATCC 10237 58.3+0.29

Figure 12: Diamétre des zones d’inhibition de 1’huiles vis-a-vis C. albicans.
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Nos résultats sont en accord avec plusieurs travaux antérieurs. En effet, Mutai et al.
(2009) ont rapporté une forte efficacité antifongique, avec des zones d’inhibition atteignant
jusqu’a 69 mm. Ces résultats confirment le fort potentiel inhibiteur de cette huile essentielle
vis-a-vis de levures pathogenes.

Cependant, d’autres études ont observé des valeurs plus modestes. Benziane et al.
(2023) ont, par exemple, rapporté des zones d’inhibition comprises entre 21 et 37 mm, selon
les souches cliniques testées. De méme, Bhat et al. (2018) ont obtenu une zone d’inhibition
moyenne de 30 = 3 mm. Ces différences peuvent étre dues a la composition chimique de
I’huile essentielle, a la concentration utilisée ou encore aux caractéristiques propres a chaque

souche de C. albicans (Mekki et al., 2019).

11.2.3 Détermination des CMI et CMF

L’huile essentielle d’O. glandulosum a montré une forte activité antifongique contre
les deux souches de C. albicans testées (Tableau 4).

Les résultats indiquent que la CMI est de 250 pg/ml pour la souche ATCC 10231 et de
125 pg/ml pour la souche ATCC 10237. Ces faibles valeurs montrent que de petites quantités
d’huile essentielle suffisent a inhiber complétement la croissance fongique, traduisant ainsi
une grande efficacité antifongique. Cependant, les CMF étant supérieures a 4 pg/ml indiquent
un effet fongistatique sur les deux souches testees.

Tableau 4 : CMI et CMF obtenues apres microdilution.

C. albicans CMI (ug/ml) CMF (ug/ml) Interpretation
ATCC 10231 | 250 > 4000 Fongistatique
ATCC 10237 | 125 > 4000 Fongistatique

Figure 13: Détermination des CMI.
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Les résultats indiquent que les deux souches testées ont réagi favorablement a I'huile
essentielle, entrainant une inhibition totale de leur croissance a de faibles concentrations.
D'autres études ont démontré que I'huile d'O. glandulosum présente une activité antifongique
marqueée, principalement en raison de sa concentration élevée en composes phénoliques
comme le carvacrol et le thymol, qui influencent sur la perméabilité des membranes des
cellules fongiques. Ces conclusions sont en accord avec celles de Bounatirou et ses collégues
(2007), qui ont noté une inhibition significative de la croissance de C. albicans gréace a cette
huile. La réaction des souches de référence ATCC 10231 et ATCC 10237 face a de faibles
niveaux d'huile montre un potentiel inhibiteur éleve, corroborant ainsi les recherches de
Razzaghi-Abyaneh et al. (2011), mettant en avant l'intérét thérapeutique des huiles
essentielles pour combattre les infections fongiques. Cependant, les niveaux élevés de
concentration minimale fongicide (CMF), supérieurs a 4000 ug/ml, suggerent que I'huile ne
peut pas éliminer totalement les levures, agissant plutdt de maniere fongistatique. Cette
observation est cruciale, surtout dans un cadre clinique, ou une activité létale est souvent
nécessaire pour traiter les infections systémiques chez les patients ayant un systeme

immunitaire affaibli.

11.2.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice des biofilms

L’huile essentielle d’O. glandulosum a démontré une activité inhibitrice marquée sur
le biofilm de C. albicans, comme 1’indiquent les faibles valeurs de CMIB obtenues (Tableau
5, Figure 14). La concentration minimale inhibitrice sur biofilm est de 250 pg/ml pour la
souche ATCC 10231 et de 250 pg/ml pour la souche ATCC 10237. Ces résultats révélent une
efficacité antifongique significative de I’huile essentielle, méme a tres faibles concentrations,

contre des structures fongiques organisées en biofilm.

Tableau 5 : les CMI des biofilm de ’huile essentielle.

C. albicans CMIB (ug/ml)

ATCC 10231 | 250

ATCC 10237 | 250

CMIB : Concentration minimale inhibitrice des biofilms.

30



Partie expérimentale Résultats et discussion

Figure 14: détermination des CMI des biofilms

Les données obtenues montrent que 1’huile essentielle d’O. glandulosum posséde une
activité antifongique remarquable contre les biofilms de C. albicans. Les CMIB ont été
estimées a 250 pg/ml pour les deux souches testées, ATCC 10231 et ATCC 10237. Ces
résultats confirment D’efficacité de cette huile méme contre les formes organisées et
résistantes que sont les biofilms. Par comparaison, Benziane et al. ont rapporté des CMIB de
500 pg/ml, ce qui suggére que I’huile d’O. glandulosum utilisée dans notre étude est plus
active. Cette différence pourrait étre liée a une variation dans la composition chimique de
I’huile essentielle ou aux souches testées.

Il convient de noter que les biofilms représentent une importante forme de résistance
aux traitements antifongiques, en raison de leur capacité a capturer les agents antimicrobiens
et a protéger les cellules fongiques internes. Le fait que I'huile essentielle soit efficace a des
concentrations tres faibles contre ces structures indique une pénétration élevée et/ou une
action ciblée sur les mécanismes de survie du biofilm, tels que la perturbation de la
membrane, la dégradation de la matrice extracellulaire ou l'inhibition de voies métaboliques
cruciales (Sardi et al., 2013).

11.2.5 Détermination de I’activité anti-hémolytique de I’huile essentielle

Les résultats de 1’indice Hz montrent que 1’huile essentielle d’O. glandulosum a un
effet inhibiteur sur la production d’hémolysine par C. albicans. En absence d’huile essentielle,
les souches ATCC 10231 et ATCC 10237 présentent respectivement une activité hémolytique
modéréee (Hz = 0,78) et forte (Hz = 0,69), indiquant une production significative
d’hémolysine. Apres traitement avec l’huile essentielle a la CMI, 1’activité hémolytique
diminue nettement, comme en témoignent les valeurs d’Hz qui augmentent a 0,86 et 0,90. Ces
valeurs traduisent une réduction de la zone d’hémolyse et donc une activité hémolytique
faible.
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Tableau 6 : Détermination de ’indice Hz de ’huile essentielle sur C. albcians a la

concentration CMI.

C. albicans Hz sans HE | Activité hémolytique | Hz avec HE | Activité hémolytique
ATCC 10231 | 0.78 Moderée 0.86 Faible
ATCC 10237 | 0,69 Forte 0,90 Faible

HE : Huile Essentielle.

Figure 15: Activite hémolytique de C. albicans en présence de I’huile essentielle (a) et en

absence (b)

Les données de l'indice Hz montrent une inhibition claire de I'activité hémolytique de

C. albicans grace a Il'huile essentielle d'O. glandulosum, a la concentration minimale
inhibitrice. En I'absence de traitement, les souches ATCC 10231 et ATCC 10237 affichent

une hémolyse d'intensité modérée a élevée, avec des indices Hz de 0,78 et 0,69

respectivement. L'application de I'huile essentielle provoque une hausse significative de ces

indices (0,86 et 0,90), indiquant une diminution marquée de la zone d’hémolyse autour des

colonies, ce qui signifie une inhibition dans la production d'hémolysine. Ces résultats sont en

ligne avec les recherches de Tampieri et al. (2020), qui ont constaté une inhibition en fonction

de la dose de l'activité hémolytique des souches cliniques de C. albicans par plusieurs huiles

essentielles. Les auteurs attribuent cet effet a l'interaction des composés bioactifs, en

particulier les phénols tels que le carvacrol et le thymol, avec la régulation des enzymes

extracellulaires libérées par la levure.
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Conclusion

Dans un contexte marqué par la montée des résistances aux antifongiques
conventionnels, ce travail s’est inscrit dans une démarche d’exploration de solutions
naturelles, en s’intéressant a 1’huile essentielle d’O. glandulosum, reconnue pour sa richesse
en composés bioactifs. L’étude a porté sur C. albicans, une levure pathogene impliquée dans
de nombreuses mycoses humaines, dont la prise en charge est souvent compliquée par la

formation de biofilms.

Gréce a une approche experimentale in vitro, les résultats ont mis en évidence une
activité antifongique notable de I’huile essentielle testée. Celle-ci a permis d’inhiber
efficacement la croissance fongique a faibles concentrations, de réduire significativement la
formation de biofilms, et de diminuer de maniére constante, bien que modérée, I’activité

hémolytique de C. albicans.

Ces résultats suggerent que 1’huile essentielle d’O. glandulosum agit non seulement
par un effet fongistatique, mais également en perturbant les facteurs de virulence et de
persistance de la levure. Elle se positionne ainsi comme une candidate prometteuse dans le
développement d’agents antifongiques naturels. Toutefois, des études complémentaires,
incluant des essais in vivo, des évaluations de toxicite, et le développement de formulations
adaptées, restent nécessaires pour valider son potentiel en usage thérapeutique. Cette étude
contribue ainsi a valoriser les ressources végétales locales et a ouvrir de nouvelles

perspectives pour la phytothérapie antifongique.
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1. Produits chimiques et milieux de culture

Solvants et réactifs :
o Tween 80 (émulsifiant)
o Diméthylsulfoxyde (DMSO)
o NacCl (solution saline)
o PBS (phosphate-buffered saline)
o Résazurine (indicateur redox pour la viabilité cellulaire)
Milieux de culture :
o Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
o Sabouraud Dextrose Broth (SDB)
o Mueller-Hinton Agar (MHA)
o Brain Heart Infusion (BHI)

o Sang de mouton défibriné (pour test hémolytique)

4. Verrerie et petit matériel

Tubes a essali

Boites de Pétri stériles
Micropipettes et embouts stériles
Microplaques 96 puits

Lames et lamelles

Cylindres gradués

Flacons d’Erlenmeyer

5. Appareils et équipements

Autoclave (stérilisation)

Hotte a flux laminaire

Incubateur a 37 °C

Centrifugeuse

Spectrophotometre (lecture a 600 nm pour la densité optique)
Agitateur magnétique

Balance analytique

Appareil Clevenger pour extraction des huiles essentielles
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