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Résumé
L’objectif de cette étude est de limiter 'utilisation des antifongiques dans le
traitement de quelques pathologies mycosiques afin de rechercher d’autres
solutions alternatives curatives. L’activité antifongique des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis L. et d’Eucalyptus globulus est étudiée dans le présent travail
contre une souche de référence Candida albicans et sur trois isolats cliniques de
cette méme espéce provenant de deux cas d’otite et un cas de vulvo-vaginite.
L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydro distillation. L’activité
antifongique des huiles essentielles a été évaluée par la méthode de dilution en tube
afin déterminer les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI 80%). Les deux
huiles essentielles ont révélé une activité anticandidosique remarquable, avec des
valeurs de CMI 80% comprises entre 2.93 a 37.2 pg/ml. Ces résultats suggerent que
les huiles essentielles étudiées, peuvent constituer des véritables alternatives dans
le contrdle des otites et des vaginites cliniques mais méritant des études plus
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approfondies et détaillées sur leur application in vivo.

1. Introduction

Les huiles essentielles sont tres efficaces sur les
germes résistants aux antibiotiques ; ce qui leur
donne une place parmi les moyens thérapeutiques
pour guérir, atténuer ou prévenir les maladies et les
infections. Les perspectives d’application sont
nombreuses comme par exemple, le traitement des
affections bactériennes et fongiques de la cavité
buccale (Shapiro et al, 1994) et du systeme
respiratoire (Inouye et al, 2001). Les huiles
essentielles s’opposent au développement des
germes tels que les bactéries pathogenes, y compris
les souches habituellement antibiorésistantes, les
champignons responsables de mycoses dont, les
doses actives sont en général faibles et se traduisent
soit par l'inhibition de la croissance des micro-
organismes soit par un effet 1étal (Bruneton, 1993).
En effet, la communauté scientifique soit
constamment a la recherche de nouvelles molécules
douée d’'une activité antifongique. Par ailleurs, le
traitement des infections fongiques repose a I'heure
actuelle sur l'utilisation des antifongiques
conventionnels. L'utilisation intensive de ces
molécules a malheureusement conduit a une
augmentation de l'incidence des résistances aux
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antifongiques. Dans cet esprit, notre objectif est a la
recherche d'une substance naturelle a activité
antifongique, cela est assurée par I'évaluation de
'activité anticandidosique des huiles essentielles des
deux plantes aromatiques; Eucalyptus globulus
Labill. et Rosmarinus officinalis L. en déterminant les
valeurs de la concentration minimale inhibitrice a
80% de Candida albicans. Nous avons choisi cette
espece fongique, car Candida albicans est une espece
tres fréquente en pathologie humaine et animale
(Euzeby, 1992) et la plus pathogéne (Bouchara et al,
2010).

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériel fongique

L’activité antifongique des deux huiles essentielles a
été évaluée sur une seule espéce de champignons
levuriformes, Candida albicans. La souche ATCC
10231 de Candida albicans (Institut Pasteur d’Alger)
et trois isolats cliniques de la méme espéce ont été
testé. Ces isolats cliniques ont été identifié par
examen macro et microscopique ainsi la culture sur
milieux spécifiques et la recherche des caractéres
auxanographiques. Deux souches de Candida
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albicans ont été isolées a partir de deux cas clinique
d’otites, examiné par un médecin
otorhinolaryngologiste. La troisiéme souche testée a
été isolée a partir d’'un cas clinique d’'une vulvo-
vaginite des femmes enceintes.

2.2. Matériel végétal

Les feuilles et les sommités fleurées de Rosmarinus
officinalis L. ont été collectées dans leur habitat
naturel, de la région d’'Ouenza (Chaine de Gora) de la
wilaya de Tébessa, au mois de Mars 2017. Pour la
seconde plante aromatique, Eucalyptus globulus
Labill. Seules les feuilles ont été échantillonnées en
Mars 2017 sur des arbres de territoire de la wilaya
de Guelma, commune de Bouchegouf (Djebel Beni
Salah).

2.3. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée
par hydro distillation a I'aide d'un hydrodistillateur
de type Clevenger. L’opération consiste a introduire
100 g de matériel végétal séché dans un ballon en
verre, puis submergé les plantes avec une quantité
d’eau distillée. A l'aide d’un chauffe-ballon, le
mélange est porté a I'ébullition, 'opération dure
trois heures a partir du début d’ébullition. Les
vapeurs d’eau entrainent les huiles essentielles
volatiles, qui sont ensuite condensées par un
condenseur froid (serpentin de refroidissement) qui
les transforme en liquide. L’huile essentielle étant
plus légere que l'eau, surnage a la surface. Elle est
récupérée, mesurée et pesée pour déterminer le
rendement en fonction de la matiere séche.

Rsue (%) = M'/M x100

Rue: rendement exprimé en pourcentage.
M': masse d’"HE obtenue apreés 'extraction.
M : masse de la matiére végétale utilisée.

2.4. Méthode d’évaluation de I'activité des huiles
essentielles étudiées (Fig. 1)

Nous avons utilisé la technique de dilution en tube
décrite par Giordani et al. (2002, 2003).

e Préparation des différentes dilutions d’huiles

On prépare 10 dilutions a partir de la dilution % par
mélange dans un tube conique stérile, 0.5 ml d’eau
stérile avec 0.5 ml d’huile essentielle (solution mere)
puis on a réalisé des dilutions a partir de cette
solution mére qui sont respectivement (1/4, 1/8,
1/16,1/32,1/64,1/128,1/256,1/512,1/1024).

e Préparation du milieu Sabouraud liquide inoculé

16

Revue Algérienne des Sciences - A, Vol.08 (Janvier 2020) 15-19

Pour préparer une suspension de levure de turbidité
de 0.5 Mac Farland, on mélange dans des tubes de
Sabouraud liquide additionné de gentamycine a 0.1
g/L avec une colonie de Candida albicans puis
homogénéiser le tous a l'aide d’'un vortex. Ensuite
faire une lecture de la préparation au
spectrophotomeétre afin de mesurer la densité
optique a 600 nm contre la densité optique de milieu
de Sabouraud liquide (Joseph, 1907). On a mis
séparément 0.9 ml de la suspension inoculé
(contenant la souche fongique) dans 10 tubes
coniques stériles, puis on ajoute de chaque tube
correspondant de série des tubes de dilution d’huile
essentielle, 0.1 ml (100pl) dans les 0.9 ml de milieu
de culture inoculé (figure 1). L’'incubation est assurée
au bain marie va et vient a 35°C pendant 24 heures.
Ala longueur d’onde de 560 nm, on fait la lecture
contre le milieu de culture. Les données
expérimentales (Densité Optique Mesurés ou D.O
mesurés) sont soumises a une analyse statistique. La
représentation graphique de linhibition de la
croissance fongique en fonction de la concentration
en huiles essentielles présente un aspect
hyperbolique dont I'équation :

Y =ax/(b + x)
a: I'inhibition maximal calculée.
b: concentration en antifongique qui induit une
inhibition égale a la moitié de 'inhibition maximale
calculée.

L'utilisation d'un logiciel (Développer par le
département de pharmacie de l'université de la
Méditerranée, Aix-Marseille, 2000) d’ajustement
permet de déterminer les paramétres a et b. On peut
assimiler cette représentation graphique de
I'inhibition a une courbe de saturation enzymatique
d’'ou l'on déduit, d'une part, la concentration
minimale inhibitrice (CMI 80%) qui caractérise le
taux d’activité antifongique et d’autre part, la
constante d’affinité (Kaf) de I'antifongique pour la
levure.
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- Les tubes essais sont mis a incuber a 35 °C durant 24h dans un bain marie agité
- La lecture sera faite a 560 nm contre un MC (milieu de culture).

Fig. 3 : Technique de dilution en tubes selon Giordani et al. (2002, 2003)

3. Résultats
Le Tableau 1 récapitule tous les résultats de
rendement moyen des huiles essentielles extraites a

partir de 100 g de chaque plante aromatique.

Tableau 1 : Rendement des huiles essentielles étudiées.

Quantité d’huile

essentielle (g) pour 100 Pourcentage

Espece g de matiére végétale de renodement
& %
séche
Eucalyptus
globulus Labill. 243 243+0.23
Rosmarinus
officinalis L. 1.82 1.82+0.16

Dans le tableau ci-dessous, nous avons récapitulé les
valeurs de CMI 80% qui ont été enregistré au cours
de cette étude pour chaque huile essentielle.
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Tableau 2 : Valeurs des CMIs 80% des huiles essentielles
enregistrées pour les deux espéces

Eucalyptus globulus Rosmarinus officinalis

Souche CMI 80% pl/ml  Kar  CMI80% pl/ml Kar
N°1 4.78 135 5.79 0.47
N°2 3.15 133 21.87 0.064

N°3 40 1.85 8.8 0.40
ATCC 10231 18.39 1.58 17.65 0.16

Les résultats montrent que les valeurs de CMI a 80%
pour les deux huiles essentielles, allant de 3.15 a 40
ul/ml soit 2.93 et 37.2 pg/ml. La souche ATCC 10231
a enregistrée une valeur de CMI 80%, 18.39 ul/ml
soit 17.10 pg/ml pour I'Eucalyptus, 17.65 pl/ml soit
16.41 pg/ml pour romarin. Ces deux valeurs sont
incluses a I'intervalle des CMI 80% enregistré sur les
isolats cliniques.
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4. Discussion

Nos échantillons de Rosmarinus officinalis L. récolté
en Mars 2017 de la Chaine de Gora de la région
d’Ouenza (Wilaya de Tébessa), ont fourni un taux de
1.82%. Ce dernier est trés semblable par rapport a
celui obtenu a partir de cette plante prélevée de la
région de Hammamet (wilaya de Tébessa) avec une
valeur de 1.85% (Boutabia et al, 2016). Une autre
valeur de rendement des huiles essentielles de cette
plante collecté de cette méme région par Baghloul
(2007) apparait supérieure de la ndtre a
combien (1.82%). Par ailleurs, sur des échantillons
provenant d’Ouargla, Benikhlef (2014) a trouvé un
rendement moyen tres faible 0.76% par rapport a
notre échantillon. De méme, 0.44% a été enregistré
par Boutekedjiret et al. (2003) dans la région de
Bibanes, localisé 200 km de I'Est de I'Algérie. Le
rendement moyen en huile essentielle d’Eucalyptus
globulus Labill. récoltée en Mars 2017 au niveau de
la région de Bouchegouf (Wilaya de Guelma) est de
2.43%. Cette valeur est tres importante de ce qui a
été enregistré par Bessedik et Khenfer (2014) sur ses
échantillons de la méme plante effectué dans la
région d’Ouargla (1.17%). Tandis que dans cette
méme région, un rendement tres faible a été obtenu
par Kesbi (2011) avec une valeur de 0.51%. De
méme, un rendement de 0.48% a été rapporté par de
Taleb-Toudert (2015) dans la Kabylie de notre pays.
Cette variabilité chimique pourrait étre due a
plusieurs paramétres tels que la partie de la
plante utilisée, la période de récolte, la région, la
nature du sol et la méthode d'isolement des huiles
essentielles (Brada et al,, 2012).

L’évaluation de l'activité antifongique de I'huile
essentielle de cette plante sur les trois isolats
cliniques de Candida albicans a permis de
déterminer des valeurs de CMI a 80% allant de 5.79
a 21.87 pl/ml soit 5.38 a 20.34 pg/ml. La souche
ATCC 10231 a été également inhibée a une valeur de
CMI 80% de 17.65 pl/ml soit 16.41 pg/ml. Cette
valeur est incluse a lintervalle des CMI 80%
enregistré sur les isolats cliniques. Ces valeurs de
CMI 80% observés sur toutes les souches de Candida
albicans sont proches en les comparants avec la CMI
80% de cette méme plante collectée par Ksouri et al.
(2017) de la méme région avec des valeurs de 23.99
a 31.08 ug/ml ont été obtenues sur la souche ATCC
(10231) et des isolats de mammite clinique de cette
méme espéce. Dans leur étude sur Rosmarinus
officinalis L. récolté de la région d’Annaba, Giordani
et al (2008) ont trouvé un pouvoir antifongique tres
important avec des valeurs de CMI 80% de 2.208
pg/ml plus faible a ce qu’on a trouvé. Par contre, les
résultats d’'une étude menée par Djeddi et al. (2007),
sur les plantes de Rosmarinus officinalis L. récoltées
d’El Hamma (Alger) en mars 2005, ont montré que
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I'huile essentielle de cette plante, n’a présenté
aucune activité anticandidale.

A propos des huiles essentielles d’'Eucalyptus
globulus Labill, une activité antifongique a été
enregistré avec des valeurs de CMI 80% se trouve
entre 3,15 et 40 pl/ml soit 2.93 et 37.2 pg/ml, pour
les trois isolats cliniques de Candida albicans et une
valeur de 18.39 pl/ml so0it17.10 pg/ml, pour la
souche ATCC 10231. Cette derniere valeur est
appartenue a 'intervalle des CMIs 80% des souches
cliniques. Nos résultats sont différents lorsqu’on les
compare avec ceux de Bessedik et Khenfer (2014)
danslarégion d’Ouargla ot ils ont enregistré une tres
forte activité antifongique de cette essence avec une
CMI 80% tres faible de 0.75 pul/ml. De méme, I'étude
de Riyaha (2013) réalisée au Maroc, montre une
excellente activité antifongique des huiles
essentielles d’Eucalyptus globulus Labill. avec des
valeurs de CMI 80% allons de 0.5 a 1 pl/ml. En
revanche, I'huile essentielle d’Eucalyptus globulus
Labill testée dans le présent travail, montre une
activité anticandidale tres supérieur a celle testée
par Daroui-Mokaddem (2012) ou il a trouvé une
valeur de CMI 80% supérieur (160 pg/ml) sur des
échantillons récolté de la région de Constantine.

5. Conclusion

Les plantes utilisées dans la présente étude,
Eucalyptus globulus Labill. et Rosmarinus officinalis L.
possedent un trés bon rendement d’extraction
d’huile essentielle, ce qui est trés intéressant pour
I'exploitation de ces essences dans le domaine
industriel. Quant a [Il'évaluation des activités
antifongiques de ces deux huiles essentielles
provenant de ces deux plantes aromatiques
endémiques de la région de Guelma et de Tébessa,
ont donnée des résultats tres encourageant en
évaluant leur pouvoir anticandidosique sur Candida
albicans isolées d’otite et de vulvo-vaginites. Ces
propriétés antifongiques convaincantes, peuvent
étre liées a leurs richesses probablement en
constituants phénoliques comme celles de 1,8-
cinéole, L-camphre, a-terpinéol, bornéol, globulol, a-
pinene, p-cymene et pseudo-limonene. Cette étude
montre que la flore algérienne peut constituer une

réserve importante d’especes végétales
intéressantes, dont les principes actifs peuvent étre
employés dans plusieurs domaines tels que

I'industrie pharmaceutique. Enfin, nos résultats
suggerent que les huiles essentielles étudiées,
peuvent constituer des véritables alternatives dans
le contréle des otites et des vulvo-vaginites
candidosiques mais méritant des études plus
approfondies et détaillées sur la toxicité et la
tolérance de ces huiles essentielles vis-a-vis la
muqueuse auriculaire et vaginale.
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