République Algérienne Démocratique et Populaire
Université Abdelhamid Ibn Badis Mostaganem

Meémoire

Présenté pour I’obtention du diplome de

MASTER EN SCIENCE BIOLOGIQUE

SpeC|aI|te Mlcroblologle appllquee

Par

ADDOU Hadjer

&
- BECHLAGHEM Samia -

Soutenue le 23/06/2024 devant le jury composé de :

Président DJIBAOUI Rachid Pr Université de Mostaganem
¥ Encadreur ARABI Abed - |MCB Unlver5|te de Mostaganem e
113 Exammatrlce BECH’LAGHEIVI Nadla NACA 5 Umversne de Mostaganem "; 2zl

Annee UnlverSItalre 2023/2024

- -

1T = w om WL

'''''




Remerciement

Avant tout nous remercions le bon dieu le tout puissant de nous avoir donné
le courage, la force et la patience qui nous a permet de réaliser ce modeste

travail. Merci Dieu de nous avoir éclairé le chemin de la réussite.

Nos remerciements vont en particulier et profondément, a notre
encadreur de recherche, Docteur ARABI Abed pour la qualité de son
enseignement, ses conseils et son intérét et pour sa précieuse aide a la relecture

et a la correction de notre mémoire.
Nos remerciements vont également a :
Mr DJIBAOUI Rachid, le président de jury,
Mme BECHLAGHEM Nadia, examinatrice,
qui nous font I’honneur de juger ce travail.
Je remercie ’ensemble du personnel du laboratoire, en particulier

TAHLAITI Amina, mes collégues de travail au niveau de laboratoire de
EPSP de Sidi Ali, et également a tous nos professeurs pour leurs générosités et

la grande patience.

C’est avec un grand plaisir que nous écrivons ces lignes en signe de

remerciement et de reconnaissance a tous ceux qui nous ont aidés,

de pres ou de loin, a élaborer ce travail.



Dédicace

Je dédie ce travalil

A mes chers parents qui ont été toujours & mes cotés, & mon mari et & ma

petite jolie fille Maissaa.
A toute ma famille et la famille de mon mari source d’espoir et de motivation

A toutes mes amies : Hadjer, Chahinez ,Naima, Faiza (collegues de travail)

Hafsa et ta sceur Rahma

Et & tous ceux qui aiment le bon travail et ne reculent pas devant les

obstacles de la vie.

Samia



Dédicace

A ma chére mére, qui a toujours été ma source de soutien et de force. Merci
pour ton amour inconditionnel et tes grands sacrifices.

A mon cher pére, qui m'a appris la signification de la patience et de la
perseverance. Merci pour ton encouragement constant et ta confiance en moi.

A mon cher mari, mon compagnon de route et mon pilier. Merci pour ton
soutien continu et ta compréhension permanente.

A mon fils bien-aimé Mohamed Islem et & ma fille chérie zahra Mirale, vous
étes la lumiére de ma vie et I'espoir de mon avenir. Tous mes efforts sont pour
VOus.

A mes chers fréres Oussama, Jawad Mhadji, Omar, qui ont toujours été &
mes cbtés a chaque étape de ma vie.

A ma chére belle-mére et ma chére belle-sceur, merci pour votre soutien et
VOS encouragements.

A mes chéres amies Ikram, Hafsa, Rahma,merci pour votre soutien et votre
amitié qui m'ont entouree.

Hadjer



Sommaire

Liste des figures
Liste des tableaux
Liste des abbreviation

Résumé
Abstract
uadlal)
INErodUCTION GENEIAL. ..ueiniiniieeiiiiiiiitieeieetieeneenteaeeeeneensencescnsensencescnsensancnnns 1
Parie bibliographique
Chapitre | : Candida albicans et I’Onychomycose
L1, GENeralité.....cccvvnneiiniiiiiiiniiiiiiiiniiiiiieeiiinriietoestsssssssssssssssssssssssnssonnnss 5
I 2= Ta Lo [ o F- =1L o] [oF T o 1SN 5
| B2 TR ;D00 1 1) 11 - 6
1.2.2. Structure cellulaire.......cccoveiiiniiineiiiniiiieiiiniiiieiesercssetosascsnscssasssnscnnes 6
(IDZRCTAY 1) 3 0] 1 0] (1 o T ...6
I D T 110 ) 1 1 el
IPZR ST 03111 10) 3 0] 1) ] 11 - RN 8
1.2.6. PAtho@EnéCite ....coviniineiiniiiiiniiiiiiiiiiiiiieiiniinetiatoneseassnsosssnssnsonnss ...8
1.2.7. FACLEUrS de VIFUIENCE «ivvuviniiieiniiiieiniieiuiniieiernteesesnssssasnsssssnssssssnssssnsnses 8
1.2.8. Molécule qUOTUM SENSIZ....cceiiuiiniiieiiniiiiiieiinionessntonsosssssssnssssssnsonssons ...8
G T 71 11 b (s 1] ...9
1.3.1. Facteurs favorisant I’infection candidosique.........ccccevveiiiniiiniiiniiinnnnns ...9
1.3.2. Diagnostic et traitement......ccccoveiieiieiiieiierineiieiieeieiieeieeieciesiecceciaces oae 9
L4, ONYChOMYCOSE. ..eeuuiiniiiniiniiieiiniiniesetsatonsessssssosssssssssossssssosssssssnsosssssss ..10
I.4.1. Classification clinique......c.ccoiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiciieiiecieriieciaene .10
L4.2. DiagnostiCS..cuueeeiieiiniiieiiniiniesetisioessasonsosssssssssossssssosssssssnsosssssssnsons ...12
1.4.2.1. Examen myCOloGIiQUe......ccueireiiurineineiieiierieiieeieeiieeiesiaccessaceacssccnces one 12
1.4.2.2. Traitement.....coeiieiiniiieiieiinieieiietontesessnsonssssssssossssssssssssssnssnssssssnsos ses 13
Chapitre 11 : Présentation de la plante Laurus nobilis.L
11.1. Définition de la plante Laurus NODIlIS. L ..o, 16
11.2. Répartition géographiqUE ..........cccoveiiiiieiee ittt 16
11.3. POSItION SYSTEMALIQUE ..ottt 17
1.4, Descreption DOtANIQUE........cecivi ettt 17
1.5, ECOIOGIE ... bbbt 18
11.6. COomMPOSItION CHIMIGQUE........c.eiiiiiiie e e e 18
11.7. Huiles essentiels de Laurus NODITIS. L ......c.cocvoieiiiiiiieiie e 19
TL7.1. HUTIES @SSENTIEIS. ... e 19
L T I T T o ST 19
11.7.1.2. Propriétes PRYSIGQUES. .......coviiiiiiecie ettt sttt st et ae e 20
L T o Tor | = 11 o o RSO SS 20
I1.7.1.4. Proc€dés d’eXtraction ..............cccceviiiiiiiiiiiiiii et nnbeee e 21
A 0t I 3 1 1Y | 1 - U o o OSSP PR OURPPO 21
11.7.1.4.2. EXPression au Froid..........cccouiiiiiiie it 23

11.7.0.4.3. ENTIEUFAQE. ..o bbb 23



11.7.1.4.4. Extraction par le CO2 SUPEICHITIQUE .......coeiveiiiriiiiiisiieiee e 24

11.7.1.4.5. Extraction par Solvant OrganiqUE...........cccooeriririnenieieee e 24
11.7.1.5. CompPOSItioN CRIMIQUE .....c..ooiiiieiecie et re e 24
11.8. Interet de la plante Laurus NODIlIS. L ......c.cooieiiiiiiiicee e 25
11.8.1. EN PRYLOTNEIAPIE. ....cc.vi ettt 26
11.8.2. EN @lIMENTALION ....cueiiiiiiiieece et nne e 26
11.8.3. DOMAINE COSMELIGUE ......eoivieieeieiieeie et te e ae e sraeteeneesreeee e 26
11.9. Toxicité de la plante Laurus NODIlIS. L ..o, 27

partie expérimentale
Chapitre 111 : Matériel et méthodes

T Materiel et METNOTES .........oiiiiec e 30
L L ODJECHIT ...ttt 30
T2, MAteriel VEQELAl ........cooviiiiieee et 30
1.3, SOUCNE FONGIQUE......eiiiiee b 31
THLA. IMIHTEU 08 CUITUTE. ...t bbb 31
111.5. Extraction des huiles essenteilles de Laurus nobilis. L........ccccoceviviiniieneiieicenenn, 31
I11.6. Détermination de rendement d’extraction des huiles essenteilles de L nobilis. L .32
I11.7. Révivication et confirmation des isolats microbiens étudiées .............cc.ccoevevvervennne. 33
EL 7. L CUIUT ... et b e bbbt nes 33
H11.7.2. EXQMEN MACTOSCOPIUE ....vviutitiitiitieieeieeeete sttt sttt b e bbbttt 33
111.7.3. EXAMEN MICFOSCOPIQUE .....cuveeiieiveeieeiestee ettt e steetesreesta e e snaesbeeaesnaesreesteeneesneenee e 33
IIL.7.3.1. Examen a Pétat fraiS ............cccccoooiiiiiiiiii e 33
111.7.3.2. Examen apres coloration de bleu de méthylene ...........c.ccccevveviviiciecce e, 33
111.7.3.3. Test de tube germinatif...........ocooiiiiiic e 34
I11.8. Evaluation de ’activité antifongique des huiles essentielles de L. nobilis .L ......... 35
T11.8. 1. ArOMALOgIaAIMITIE ...ooiiiiiiiieiieie ettt n e b 35
111.8.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) .........cccocoveevennee. 37
111.8.3.Détermination de la concentration minimale fongique (CMF) .........ccccccvviiennnen. 38

Chapitre IV : Résultats et discussion

IV.1. Extraction des huiles essentielles de L. nobilis .L.................ccccooiiiiiiiiiin, 41
IV.2. Révivication et confirmation des isolats microbiens étudiées ........................cocoee. 42
IV.2.1. Examen mMacroSCOPIQUE ...........ccoooviiiiiiiiiiiii i 42
IV.2.2. EXamen MICIOSCOPIQUE ...........ocvviiiiiiiiiiieiee it 43
IV.2.2.1. Examen 2 Pétat frais ..o 43
IV.2.2.2. Examen apres coloration de bleu de méthyléne.......................coooiiiiinn. 44
IV.3. Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles de L. nobilis .L ......... 45
IV.3. 1 Aromato@ramiIne ..........coooiviiiiiiiiieiiie e ne e 45
IV.3.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ........................... 48
IV.3.3.Détermination de la concentration minimale fongique (CMF) ............................. 50
CONCLUSION GENERAL...ccuuiittttieeeeettiieeeeeesteeeesssnneeeessssnsesssssnnessssssnsseeses 53

Réferences bibliographique
Annexes



Liste des figures

Figure 1. Ultrastructure de Candida albicans..................ccoooiiiiiiiiiiiiiii e, 7

Figure 2. Une forme agressive et envahissante comprendre la candidose chronique.......... 7

Figure 3. L’onychomycose SOUS-UNZUEAIE. ...........uuiirititiiiiit et eeeeeaanaans 11
Figure 4. Conduite a tenir devant une onychopathie évoquant une onychomycose............ 13
Figure 5. Répartition géographique de Laurus nobilisL................c.ocooiiiiiiiiin.n. 16
Figure 6. Aspect morphologique de Laurus nobilis L...............coooiiiiiiiiiiis 18
Figure 7. Provenance des huiles essentielles en fonction des différentes parties de plantes..20
Figure 8. Montage de I’hydrodistillation...............ooovuiriiiiiiiii e, 21
Figure 9. Schéma d'extraction par hydrodiffusion...................ocoviiiiiiiiiiiii e 21
Figure 10. Montage d’entrainement a la vapeur d’eau..............c.cooovviieiiiiiiininnennennnn.. 22
Figure 11. Schéma d’installation de vapo-hydrodisyillation......................coooveiinnn... 22
Figure 12. Schéma d’Expression au froid.............cooviiiiiiiiiiii e, 23
Figure 13. Schéma de procédé de I’extraction par CO2 supercritique..............o.evenennnn.. 24
Figure 14. Schéma représentant les principaux constituants des Huiles essentielles.......... 25
Figure 15. Localisation géographique de lieu de prélévement de Laurus nobilisL............ 30
Figure 16. Dispositif d’hydro-distillation (hydro distillateur).................cocooeiiiiinn.. 32
Figure 17. Test en tube Germinatif de Candida albicans........................coooovini 34

Figure 18. Technique d’aromatogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des

4 T | L) T PP 36
Figure 19. Schéma de la détermination de CMI en milieu liquide des huiles essentielles de
Laurus nobilis L. vis-a-vis Candida albicans......................ccoouiiiiiiiiiiiiiniiinianannn, 38
Figure 20. Schéma de la détermination de CMF des huiles essentielles de Laurus nobilis L.
VIS-A-VIS Candida AlDiCans..................c.ou i e, 39
Figure 21. Extraction des huiles essentiels de Laurus nobilis.L par hydrodistillation ....... 42
Figure 22. Aspect macroscopique des isolats de Candida albicans sur milieu Sabouraud

au chlorampheniCol. ....... ..o 43

Figure 23. Observation microscopique des isolats de Candida albicans a 1’état frais .........

Figure 24. Observation microscopique des isolats de Candida albicans aprés coloration au

bleu de mEthylene ........ ..o 45



Figure 25. Evaluation de I'activité antifongique des huiles essentielles de Laurus nobilis L.
contre 4 isolats de Candida albicans.............c.coo v es vt ee e e e e e e 2 40
Figure 26. Résultats de I’aromatogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des

(0] T 0 1=) TP 47
Figure 27. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles de
Laurus nobilis L. vis a vis Candida albicans par observation visuelle......................... 49
Figure 28. concentration minimale fongicide des huiles essentiels de Laurus nobilis vis a vis
la souche de Candida albicans Ci, C3, Cs €t Ca....vvninrininiiiiiiieiieeeee e 51



Liste des tableaux

Tableau 1. La classification des champignons a beaucoup évolué, selon la reproduction...6

Tableau 2. Principales espéces fongiques isolées de 1’ongle pathologique selon la localisation

T 0 0 014 1< 10
Tableau 3. Antifongiques utilisables par voie topique. ............ooiiiiiiiiiiiea, 14
Tableau 4. Antifongiques utilisables parvoieorale. ... 14
Tableau 5. Composition chimique de la plante Laurus NODIIS c.veviieiieiniiaiieeirniiecneennnns 19
Tableau 6. Origine de défirent souches UtIliS€s..........o.oviiiiiiiiii e, 31

Tableau 7. Rendement d’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L. par
RYdrodiStillation ... .. ..o 41
Tableau 8. Résultats de I’aromatogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des
(0o [0 1= I PPN 46
Tableau 9. Résultats de la CMI des huiles essentielles de Laurus nobilis vis-a-vis les isolats
FONQIQUES BLUAIES. . ...t 48

Tableau 10. Concentration minimale fongicide des huiles essentielles de Laurus nobilis L.



Liste des abréviations

HEs : Huiles essentielles.

ATCC: American Type Culture Collection.
BN: Bouillon nutritive.

MH: Muller-Hinton.

SAB: Sabouraud.

DMSO: Diméthylsulfoxyde.

CMI: Concentration minimale inhibitrice.

CMF: Concentration minimale fungicide.



Résumé

Le présent travail porte sur évaluation de l'activité antifongique des huiles essentielles
de Laurus nobilis L. pour le traitement des onychomycoses. C’est pour cela notre travail s’est
concentré sur la valorisation d’une espéce végétale, qui pousse a 1’état spontané dans les
cotieres de 1’ Algérie, a savoir, Laurus nobilis L., en évaluant I’activité antimicrobienne de ses

huiles essentielles.

Les huiles essentielles des feuilles seches de Laurus nobilis L. de la région d’El-Hadjaj
(Mostaganem), ont été extraites par entrainement a la vapeur d’eau, et nous a permis d’obtenir

un rendement de 0,81%.

Quiatre isolats fongiques (Ci, Cs, Cs et Cs) fournis par un laboratoire de recherche et
autres laboratoires d’analyses médicales qui ont été testés pour vérifier 1’efficacité

antimicrobienne des HEs de Laurus nobilis L.

Un aromatogramme a été réalisé par la méthode de diffusion en milieu solide. Cette
technique nous a conduits a confirmer quantitativement 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles de Laurus nobilis L. sur les isolats étudiés suivi par la déterminant la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et fongicide (CMF).

Les résultats de I’aromatogramme, la CMI et la CMF obtenus de nos expériences montrent que,
les Isolats fongiques sont trés sensibles aux HEs de Laurus nobilis L. avec des zones
d’inhibition qui varies entre 34,40 et 60,95 mm de diametre et des valeurs de CMI et de CMF
comprises entre 0.72 et 5,75 pl/ml et ul/ml successivement

Mots clés : Laurus nobilis L., Onychomycoses, Activité antimicrobienne, Huiles

essentielles, Concentration minimale inhibitrice.

Abstract

This study focuses on evaluating the antifungal activity of the essential oils of Laurus
nobilis L. for the treatment of onychomycoses. Our work concentrated on valorizing a plant
species that grows spontaneously in the coastal regions of Algeria, specifically Laurus nobilis
L., by assessing the antimicrobial activity of its essential oils.

The essential oils from the dry leaves of Laurus nobilis L. from the El-Hadjaj region
(Mostaganem) were extracted by steam distillation, yielding 0.81%.

Four fungal isolates (C1, C3, C5, and C6) provided by a research laboratory and other
medical analysis laboratories were tested to verify the antimicrobial efficacy of the essential

oils (EOs) of Laurus nobilis L.



An aromatogram was performed using the solid medium diffusion method. This technique
allowed us to quantitatively confirm the antimicrobial activity of the essential oils of Laurus
nobilis L. on the studied isolates, followed by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) and fungicidal concentration (MFC). The results of the aromatogram, the
MIC, and MFC obtained from our experiments show that the fungal isolates are highly sensitive
to the essential oils of Laurus nobilis L., with inhibition zones ranging between 34.40 and 60.95
mm in diameter and MIC and MFC values between 0.72 and 5.75 pl/ml successively.

Keywords: Laurus nobilis L., Onychomycoses, Antimicrobial activity, Essential oils,

Minimum inhibitory concentration.
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Introduction Générale

L'onychomycose, une infection fongique des ongles, est largement répandue et représente
un défi thérapeutique significatif dans les pratiques dermatologiques et médicales. Cette
infection, le plus souvent causée par des dermatophytes, mais aussi par des levures et des
moisissures, affecte non seulement l'aspect esthétique des ongles mais peut également causer
de I'inconfort physique et altérer la qualité de vie des patients, en particulier ceux souffrant de

conditions medicales sous-jacentes comme le diabete ou I'immunodépression.

Les huiles essentielles extraites des feuilles de laurus nobilis (laurier noble) ont suscité un
intérét croissant en raison de leur profil chimique complexe et de leurs propriétés
pharmacologiques diverses. Ces huiles essentielles sont composées de plusieurs composants

bioactifs.

L'activité antifongique des huiles essentielles de laurus nobilis a été explorée dans divers
contextes, montrant leur capacité a inhiber la croissance de nombreux agents pathogenes
fongiques, y compris ceux impliqués dans les onychomycoses. Cette activité antifongique est
souvent attribuée a la perturbation de la membrane cellulaire des champignons, & I'inhibition
de leurs enzymes clés ou a d'autres mécanismes spécifiques qui empéchent leur croissance et

leur propagation.

L'objectif principal de cette recherche est d'évaluer scientifiquement I'efficacité des huiles
essentielles de laurus nobilis contre les agents pathogenes fongiques responsables des
onychomycoses.

Les résultats de cette étude pourraient avoir des implications significatives pour le
traitement des onychomycoses en offrant une alternative naturelle et potentiellement moins
toxique aux traitements conventionnels. La validation scientifique de I'activité antifongique des
huiles essentielles de laurus nobilis pourrait ouvrir la voie a leur utilisation future dans les
pratiques dermatologiques, contribuant ainsi a améliorer la qualité de vie des patients et a

réduire la résistance aux antifongiques.

En conclusion, cette recherche représente une exploration scientifique essentielle pour
répondre a un besoin médical non satisfait, en exploitant le potentiel des ressources naturelles

pour le traitement des infections fongiques des ongles. Elle vise a combler les lacunes actuelles



dans les options thérapeutiques disponibles, en promouvant une approche intégrative et

innovante pour la gestion de cette condition dermatologique courante mais souvent négligée.
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I.1. Généralité

Les champignons constituant un groupe d’organisme ecucaryote trés diversifié. En
majorité, ils vivent libres dans I’environnement et participent activement a la dégradation de la
matiére organique d’origine végétale (Jacques, 2015). Vivent naturellement dans la saleté, sur
les plantes, sur les surfaces domestiques et sur la peau. Développés sous deux formes ; levures
et moisissures (Jimmy, 2022).

Les infections causees par diverses espéeces de Candida ont considérablement augmenté
ces dernieres années notamment dans un cadre hospitalier ou elle entrainant une forte mortalité.
Parallelement a Candida albicans, est 1'une des levures pathogénes ayant la plus forte
prévalence chez I’humain. A ce jour, les composés antifongiques utilisés en traitement
présentent de nombreux phénomenes de résistances nécessitant 1’identification de nouvelle
cibles thérapeutiques. (Conchou, 2022). C. albicans est le champignon pathogene humain le

mieux étudié et le plus répondu. (Judith, 2012).

L’onychomycoses est une infection fongique chronique courante de 1’ongle qui provoque
une décoloration et/ou un apaisement de la plaque unguéale (Narges et al., 2023).
L’onychomycose est un probléme de santé majeur en raison de sa chronicité et de sa résistance
au traitement. Toute thérapie doit cibler le champignon et I’inflammation. Les plantes
médicinales représentent une alternative pour lutter contre 1’onychomycoses (Marcel et al.,

2019).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en développement qui

en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaire (Bene Kouadio et al., 2015).

1.2. Candida albicans

Le Candida albicans est un champignon microscopique, aussi appelé levure. (Lise
Lafaurie, 2023). C’est un champignon habituellement présent dans la flore des muqueuses. Il
n’est pas pathogéne et participe a 1’équilibre de notre microbiote (Dora, 2022). Cet organisme
peut devenir un pathogéne opportuniste, particulierement chez les patients immunodéprimés
(Lucie Albert, 2022).

Candida albicans est largement reconnu comme étant I’espéce de levure la pluspathogene

et, dans la majorité des études épidémiologiques, il s’est avéré étre la cause la plus fréquente
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d’infections superficielles et systémiques (Gary et al., 2012).

1.2.1. Taxonomie

Tableau 1. La classification des champignons a beaucoup évolué, selon la reproduction
(Saidi, 2018).

Selon la reproduction sexuée Selon la reproduction asexuee

Regne : Champignons Division : Fungi perfectiRégne : Champignons Division : Fungi
Phylum : Ascomycetes Classe : Saccharomycétesimperfecti Phylum : DeuteromycotinaClasse :
Ordre : SaccharomycétalesGenre : Candida Blastomycetes Ordre : Cryptococcales Famille
Especes : C. albicans, : CryptococcaceaeGenre : Candida

Espéces : C. albicans

1.2.2. Structure cellulaire

Candida albicans est un eucaryote avec un noyau, une double membrane nucléaire, des
chromosomes, des mitochondries, et des inclusions lipidiques. Il existe également dans ces
cellules des enzymes de type phosphatase, oxydase, et peroxydase. (Youcef-Ali, 2014). La
seule structure différenciant la levure d’une cellule eucaryte (classique) est la présence d’un
systéeme vaculo-vésiculaire, évoluant en relation avec le cycle cellulaire et la division, et

impliqué en majeure partie dans la synthese de la paroi (Céline, 2007).
1.2.3. Morphologie

Les Candida sont des champignons levuriformes dont I’appareil végétatif peut se
présenter sous des formes variées (blastospores ovales de 2 a 5 um (fig.1), filaments ou
pseudofilaments) et se multipliant par bourgeonnement (Sofiane, 2010).

Candid albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie, Cette levure
diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Céline, 2007). Les cellules
de ces microorganismes eucaryotes ont la particularité, comme tous les champignons, d’avoir
une paroi contenant de la chitine. Cette paroi joue un rdle de protection contre les attaques

physico-chimiques de I’environnement (Aymen, 2013).
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Figure 1. Ultrastructure de Candida albicans (Shao et Martine,2023).

1.2.4. L'adhérence

L'adhérence aux tissus de 1’hote représente une étape cruciale dans 1’établissement d’une
infection fongique. Elle permet aux champignons de résister aux forces physiques qui peuvent
les éliminer et elle précéde la germination et I’invasion tissulaire (Baldo et al., 2007).

Candida albicans

Forme levure

Forme mycélienne
(filaments)

Q Spore de multiplication

(chlamydospore)

Figure 2. Forme agressive et envahissante de Candida albicans (Emmanuelle ,2020).



Partie bibliographique Chapitre | : Candida albicans et 1’Onychomycose

1.2.5. Dimorphisme

Candida albicans est appelé champignon dimorphe car il proliféere sous forme de levureou
d’hyphe. (Malcolm Whiteway, 2007). C. albicans étant responsable de plus de 60% des
infection systémiques a Candida. Celle-ci est capable de coloniser son hote grace a son
dimorphisme. Elle existe sous trois formes : levure, pseudo-hyphe et hyphe (ou mycélium),
selon les conditions de son environnement (température, pH, hypoxie, stress genotoxique)
(Thomas, 2016).

1.2.6. Pathogénicité

Candida albicans est un redoutable pathogene opportuniste responsable d’infections
séveres des muqueuses et de candidoses invasives chez les patients immunodéprimes (Emilie,
2018).

1.2.7. Facteurs de virulence

Candida albicans est I’espéce du genre Candida la plus étudiée, et certains de ses facteurs
de virulence ont déja été clairement identifiés. Parmi ceux-ci, on retiendra sa capacité a produire
des molécules qui permettent 1’adhésion et ’invasion tissulaire, sa propension a former des
biofilms (Victor, 2019). Les biofilms peuvent former une barriere physique limitant la
pénétration / diffusion des médicaments antifongiques, ce que peut expliquer la difficulté a
éliminer les cellules qui sont enfouies dans de telles structures (Christian, 2007).

1.2.8. Molécule quorum sensing

Candida albicans, le pathogene opportuniste le plus commun, peut subir des transitions
morphologiques entre la levure et la forme hyphe, jouant un réle dans la formation de biofilm.
Le farnesol, un lipide endogéne produit par C. albicans, est une molécule de quorum sensing

qui inhibe cette transition morphologique (Cristina, 2011).

Le dimorphisme de C. albicans est contr6lé en partie par le phénoméne de perception du
guorum (quorum sensing) qui en autre, est associé a la molécule farnésol, produit par cette
levure. La présence de cette molécule, inhibe la formation d’hyphe par C. albicans et par

consequent limite la formation de biofilms. (Jean-Francois, 2010).
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1.3. Candidose

La candidose est une infection fongique provoquée par plusieurs espéces de la levure
Candida, en particulier Candida albicans (Sanjay G, 2023). Les candidoses représentent les
infections fongiques les plus fréquentes en pathologie humaine (Marc Pihet, 2013). La
candidose cutanéomuqueuse chronique est une infection chronique, touchant généralement les

ongles (onychomycose), la peau, I’oropharynx (Denis, 2023).
1.3.1. Facteurs favorisant I’infection candidosique

Les facteurs de risque qui prédisposent une personne a développer une candidose incluent
. Le stress, le diabéte, le sida, une baisse de l'immunité, une hospitalisation, certains
médicaments (antibiotiques, immunosuppresseurs, corticoides...), la grossesse, des
bouleversements hormonaux, une mauvaise hygiene ou au contraire un exces dhygiéne,
I'utilisation d'un savon trop agressif, des vétements trop serrés et la transpiration. Ces
facteurs de risque peuvent varier en fonction du type de candidose (orale, vaginale, cutanée,
etc.) et de la santé globale de I’individu. Une gestion adéquate de ces facteurs peut aider a

prévenir la survenue de candidose (A.Valiton-Crusi , 2021).
1.3.2. Diagnostic et Traitement

Le diagnostic précoce d'une infection fongique est essentiel a un traitement efficace. Il
existe de nombreux obstacles au diagnostic, tels que la diminution du nombre de mycologues
cliniques, le colt, le délai d'obtention des résultats et les exigences de sensibilité et de
spécificité. (JIMMY, 2022). Le diagnostic des candidoses systemiques est difficile a établir a
cause de la non-spécificité des signes cliniques et des difficultés du diagnostic biologique.
(Anane, 2007).

Le traitement médicamenteux de I’infection cutanée ou muqueuse par Candida albicans
repose sur I'utilisation d’antifongiques, en application locale ou bien a prendre par voie orale
selon les formes. Il est important de respecter la posologie et la durée du traitement de la mycose

pour éviter les risques de récidive (Lise, 2023).


https://www.santemagazine.fr/sante/fiche-maladie/stress-177599
https://www.santemagazine.fr/sante/fiche-maladie/diabete-177683
https://www.santemagazine.fr/sante/dossiers/physiologie/quest-ce-qui-peut-affaiblir-notre-systeme-immunitaire-866998
https://www.santemagazine.fr/grossesse/grossesse-et-sante/mycoses-vaginales-enceinte-quels-effets-sur-la-grossesse-900092

Partie bibliographique Chapitre | : Candida albicans et 1’Onychomycose

1.4. Onychomycose

Une onychomycose est définie comme une infection fongique de ’appareil unguéal
provoquée par des dermatophytes, des levures ou des moisissures. Leur fréquence est de 6 a 9%
dans la population générale. Les raisons de la consultation pour un malade vont du caractere
inesthétique, a la géne, voire la douleur locale, et éventuellement a la récidive. Des études ont
montré que cette pathologie pouvait avoir un retentissement sur la qualité de vie : géne,
problémes fonctionnels au travail, réduction des activites sociales, crainte de la contagion aux
proches, fréquence significative de la douleur. Des médicaments sont efficaces, mais doivent
étre prescrits sur la base d’un diagnostic précis ; selon le type clinique de 1I’onychomycose et la
nature du champignon, plusieurs modalités sont possibles (Baran et Chabasse, 2014).
Tableau 2. Principales espéces fongiques isolées de 1’ongle pgthologique selon la localisation
et I’origine (Baran et Chabasse, 2014).

Espéces ou genres Localisation Origine principale
mains pieds

Dermatophytes

Habituels Trichophyton rubrum -+ —_ Humaine*
Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale + e+ Humaine*

Rares Epidermophyton floccosum + +/- Humaine*
Trichophyton soudanense +++ +/- Humaine*
Trichophyton violaceum 4+ +/- Humaine*
Trichophyton tonsurans +++ +/- Humaine*
Microsporum langeronii +++ +/- Humaine*
Microsporum canis e+ +/- Chat, chien

Moisissures
Habituelles Scopulariopsis brevicaulis ++ o+ Sol

Scytalidium spp -+ —_ Sol, plantes tropicales
Fusarium spp 4+ S+ Sol
Rares Aspergillus spp -+ ++ Sol, plantes
Acremonium spp ++ ++ Sol
Onychocola canadensis +/- +4++ Sol
Paecilomyces spp + + Sol
Levures
Habituelles Candida albicans bt + Humaine
Candida parapsilosis +++ + Humaine
Rare Candida guilliermondii +/- + Humaine
Rares Cryptococcus spp +/- Alimentation, environnement
Trichosporon spp + +/ Homme, présent sur la peau, environnement

Autres Candida spp + +/- Alimentation, environnement

Fréquents (+++) ; peu fréquents (++) ; rares (+) ; exceptionnels (+/-) ; * auto-inoculation.

1.4.1. Classification clinique

Elle dépend du lieu de pénétration de 1’agent infectieux et du stade évolutif. Elle
comprend cing types.
L’onychomycose sous-unguéale distolatérale est la plus fréquente ; elle est provoquée dansla
majorité des cas par un dermatophyte. Le champignon pénétre par I’hyponychium, souvent au
niveau du sillon latéral, puis pénétre le lit de I’ongle entrainant une hyperkératose sous-
ungueale et un détachement de la tablette unguéale qui peut étre ensuite envahie. L’atteinte

s’étend progressivement a la zone matricielle proximale. L’atteinte de I’appareil ungueal peut-
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étre partielle ou totale, tant au niveau des orteils qu’aux doigts.
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a. L’onychomycose sous-unguéale proximale est rare, le plus souvent provoquée par un
dermatophyte. Elle se présente habituellement comme une leuconychie qui apparait a la
lunule.Le mode d’installation du dermatophyte dans ’appareil unguéal n’est pas trés clair.
Elle survient plus volontiers sur un terrain immunodéprimeé de maniere subaigué, a la fois
polydactylique et simultanée. 1l existe deux variantes : la forme bipolaire (superficielle et
profonde) plus fréquente, et la forme avec pénétration profonde du champignon.

b. La leuconychomycose superficielle peut étre due a un dermatophyte, parfois a une
moisissure. Le champignon pénétre la tablette unguéale de dehors en dedans, probablement
aprés un traumatisme local ou une macération entretenue par un chevauchement d’orteils.

c.L’onychomycodystrophie totale (dite secondaire) est le stade ultime des variétés
précédentes. Elle traduit 1’envahissement lentement progressif et la destruction de toute la
tablette unguéale par le champignon. Une paronychie peut étre observée en particulier dans
certaines infections (moisissures).

d. L’onychomycose candidosique débute habituellement par une paronychie d’évolution
subaigué ou chronique avec dystrophie secondaire de la tablette unguéale qui devient striée et
bosselée transversalement avec une coloration marronverdatre des zones proximales et
latérales. Plus rarement, elle se présente comme une onycholyse distolatérale, souvent
douloureuse lors de son installation. Elle survient principalement au niveau des ongles des
doigts. Elle peut étre primaire (due presque toujours a C. albicans) ou secondaire (due a diverses

espéces de Candida), surinfection d’une onychopathie d’autre étiologie (Lachaud et al., 2014).

Figure 3. L’onychomycose sous-unguéale (Lachaud et al., 2014).
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1.4.2. Diagnostics
L’association d’une onychomycose et d’une onychopathie d’autre étiologie (psoriasis,
traumatisme...) est toujours possible et justifie la demande d’un examen mycologique dans la

grande majorité des cas et qu’il faudra interpréter (Baran et Chabasse, 2014).

1.4.2.1.Examen mycologique

Le prélevement doit étre réalisé sur des ongles propres, brossés avec un savon neutre le
jour de I’examen afin d’¢liminer au mieux les moisissures de I’environnement. La fenétre
thérapeutique doit étre de trois mois en cas de traitement local par une solution filmogene, un
vernis, ou un traitement systémique. Le prélevement de 1’échantillon pour 1’analyse
mycologique est 1’étape critique pour assurer la qualité de I’examen (fig.4). Il est donc préférable
d’adresser le patient dans un laboratoire expérimenté dans cette analyse. La technique du
prélévement est adaptée a la symptomatologie clinique afin que 1’échantillon soit recueilli au

sein de la zone infectée ou le champignon est vivant.

Pour une atteinte distolatérale avec hyperkératose sous unguéale et détachement de la
tablette, un découpage a la pince a ongle est pratiqué jusqu’a la jonction zone unguéale infectée-
zone saine, puis un grattage des débris kératosiques friables recouvrant le lit unguéal est realisé

danscette zone.

En cas de leuconychie superficielle ou profonde, aprés avoir nettoyé la tablette avec de
I’alcool, un grattage ou un découpage de la leuconychie est effectué jusqu’a atteindre la zone
blanche friable au sein de laquelle est recueilli I’échantillon. S’il existe une paronychie avec
atteinte des sillons latéraux, comme c’est habituellement le cas pour une candidose unguéale,
un grattage est réalisé sous le repli sus-unguéal, puis dans les zones latérales aprés découpage
de la tablette.

Le matériel collecté est examiné au microscope optique dans une solution dissociant les
kératinocytes (potasse aqueuse, solution de noir chlorazol E). Certains mycologues utilisent des
colorants fluorescents pour cet examen direct, mais cela nécessite un microscope a

fluorescence.

Cet examen direct confirme en quelques heures 1’ origine mycosique de I’onychomycoseet
peut méme orienter vers 1’agent pathogeéne (dermatophyte, levure, moisissure) et préciser la
vitalité des eléments fongiques pour un ceil de biologiste trés averti.

Cependant, un examen histologique n’est contributif au diagnostic d’onychomycose que

13
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si I’échantillon est prélevé au sein de la zone infectée incluant le lit de I’ongle. Il
nécessite des colorations spéciales (PAS) et un biologiste expérimenté pour identifier les
éléments fongiquesobservés. Ces données sont similaires a celles de ’examen direct en

mycologie (Chris et Adigun, 2021).

Prélevement mycologique

N \a

Onychomycose = 50 p. 100 Onychomycose non fongique = 50 p. 100
ex. direct : négatif
culture : stérile
conclusion : onychopathie non fongique

1 - Examen direct : présence de filaments septés réguliers
culture : colonie de dermatophytes
conclusion : dermatophytose unguéale

2 - Examen direct : présence de pseudo-filaments et/ou levures
culture : Candida albicans (quel que soit le nombre de colonies)
culture : Candida sp (quel que soit le nombre de colonies)

autres que C. albicans
conclusion : candidose unguéale

3 - Examen direct : négatif ou levures
culture : levures autres que Candida albicans
conclusion : si nombreuses colonies = colonisation d’une onychopathie
si quelgues colonies = ne pas en ternir compte

4 - Examen direct : présence de filaments évocateurs de moisissures
culture : moisissure en culture pure
conclusion : renouveler le prélévement = méme résultat attendu

pour le diagnostic
5 - Examen direct : présence de filaments
culture : stérile
conclusion : renouveler le prélévement

Figure 4. Conduite a tenir devant une onychopathie évoquant une onychomycose (Chris et
Adigun, 2021).

1.4.2.2. Traitement

La liste des médicaments est indiquée dans les tableaux 3 et 4. Quatre familles
d’antifongiques sont utilisables : imidazolé, morpholine, hydroxypyridone, et polyéne
(Feuilhade de Chauvin, 2014).



Partie bibliographique Chapitre | : Candida albicans et I’Onychomycose

Tableau 3. Antifongiques utilisables par voie topique (Feuilhade de Chauvin, 2014).

Familles d’antifongiquesDCI (nom Indications AMM Indication AMM
commercial) onyxis/périonyxis Intertrigo-inter-
orteils

Polyénes

Amphoteéricine B (Fungizone) Candida,

Imidazolés

Bifonazole (Amycor®) Candida dermatophytes Candida,Candida,

Bifonazole + urée (Amycor dermatophytesCandida, dermatophytes

onychoset®)Econazole (Dermazol®, [Candida, dermatophytesCandida, (Candida,

Pevaryl®) Fenticonazole (Lomexin®) |Candida,Candida, dermatophytes

Isoconazole (Fazol®) Kétoconazole dermatophytes

(Kétoderm®)Miconazole (Daktarin®) Dermatophytes

Omoconazole (Fongamil®) Candida,

Oxiconazole (Fonx®) dermatophytes

Sertaconazole (Monazol®)Tioconazole Candida,

(Trosyd®) dermatophytes
Dermatophytes
Candida,
dermatophytes
Dermatophytes
Candida,
dermatophytes
Dermatophytes

Allylamines Terbinafine (Lamisil®)

Tolnaftate (Sporiline®) Candida Dermatophytes Candida,
dermatophytes
Dermatophytes

Morpholine

Amorolfine (Loceryl® sol filmogéne) [Candida, Dermatophytes

Hydroxypyridone Ciclopiroxolamine

(Mycoster®) Dermatophytes Dermatophytes

Ciclopirox (Mycoster® sol filmogene) (Candida, Dermatophytes

Acide undécylinigue (Mycodécyl®) Dermatophytes

Tableau 4. Antifongiques utilisables par voie orale (Feuilhade de Chauvin, 2014). .

Familles d’antifongiquesDCI
(nom commercial)

Indications AMM
onyxis/périonyxis

inter-orteils

Indication AMM Intertrigo

Griséofulvine (Griséfuline®)

Dermatophytes

Imidazolés
Kétoconazole (Nizoral®)

Candida, dermatophytes

Allylamines Terbinafine
(Lamisil®)

Dermatophytes
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11.1. Définition de la plante Laurus nobilis L.

Laurus nobilis L., est le nom scientifique du laurier noble, également connu sous le nom
de laurier-sauce ou laurier d’Apollon, laurier doux, laurier grec (Anzano et al., 2022) et Elghar
en arabe. C’est une plante a feuilles persistantes appartenant a la famille des Lauracées, elle est
largement connue pour ses feuilles aromatiques utilisées comme herbe culinaire dans divers
plats, ainsi que pour ses significations symboliques et ses propriétés médicinales. Laurus est
un nom latin, d’origine celte qui veut dire « toujours vert » allusion au feuillage persistant de

la plante (Pariente, 2001).

11.2. Répartition géographique

Cette plante est la seule espéce des lauracees dans la région méditerranéenne (fig. 5), elle
est généralement cultivée pour la commercialisation de ses feuilles aromatiques dans de
nombreux pays comme la Turquie, I’Algérie, le Maroc, le Portugal, I’Espagne, I’ltalie, la
France, la Grece et le Mexique (Bendjarsia et al., 2016 ; Goudjil et al., 2016).

Elle est cultivée par graines ou par bouturage un peu partout dans le monde (région

méditerranéenne, Asie, Amazonie, Australie...etc) (Tomar et al., 2020).

Laurus nobilis L.
* Punctual distribution

Figure 5. Répartition géographique de Laurus nobilis L. (FAO, 2016).

En Algérie, le laurier sauce pousse dans les foréts et ravins humides, particulierement
répandu dans le Tel algérois et constantinois. Elles sont présentes dans les foréts de I’Edough
réparties dans les zones humides d’Annaba, El Kala et Guerbére Senhadja, aussi trouvé au

M’sila (Guedouari, 2021).
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11.3. Position systématique

Laurus nobilis L., est une plante aromatique et médicinale appartenant a la famille des
Lauracées, qui comprend environ 2 500 & 3 500 especes. (Dobroslavié¢ et al., 2022). Le
classement de Laurus nobilis L. se réfere a la classification botanique antérieure (Quezel et
santa, 1962).

Regne Plantae

Sous régne Plante vasculaire
Embranchement Spermaphyte
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espece Laurus nobilis. L

11.4. Description botanique

Laurier noble, est un arbuste dioique a feuilles persistantes qui peut atteindre une hauteur
de 15 a 20 m en milieu naturel. Cependant, les dimensions sont généralement plus petites (4 a
6 m) dans les jardins et les espaces de cour (Paparella et al., 2022). Les feuilles (fig. 6), sont
persistantes avec une couleur vert foncé au-dessus et plus claire en dessous, sa forme est
allongée, voire lancéolée, avec des extrémités pointues et un pétiole court. La lame a un bord
légerement €paissi et ondulé qui s’incurve intérieur. Les feuilles mesurent environ 3 a 5 cm de
large sur 10 cm de long (Khodja et al., 2023). Les rameaux ont des tiges verdoyantes qui
poussent vers le haut. Au début de sa croissance, le tronc posséde une écorce vert olive a noire
qui deviendra grise au fil des années. Les fleurs, sont petites, constituées de quatre tépales en
forme d'étoile. Les fleurs sont groupées a ’aisselle des feuilles en petits bouquets en forme
d’ombelles axillaires ou en courtes panicules, elle apparait en mars-avril. Les fruits, sont des
baies ovales d’environ 2 cm de long, vertes puis noir violacé en automne. Elles contiennent

une seule graine formée de deux cotylédons riches en lipides et parfumés (Briot, 2016).
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Fleur

Rameau

Feuille Fruit

Figure 6. Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Belouad, 2005).

11.5. Ecologie

Laurus nobilis L., pousse dans les lieux humides et ombragés, mais également dans les
jardins, ou elle est cultivée comme condiment. On ne le trouve pas en haute altitude car il
souffre des gelées (Iserin, 2001).

Les conditions optimales pour la croissance de Laurus nobilis L. sont des sols ensoleillés
et bien drainés et humide avec un pH allant de 4,5 a 8,2 (Patrakar et al., 2012), et une
température annuelle varient de 17 a 25 °C. L'arbuste peut survivre a des températures
d'environ -5 °C et aussi avec des températures de courte durée occasionnelles jusqu'a -15 °C
en dormance, mais les jeunes pousses peuvent étre gravement endommagées a -1 °C
(Paparella et al., 2022).

11.6. Composition chimique

Toutes les parties aériennes de la plante Laurus nobilis L. (feuilles, fleurs, fruits) sont
riches en métabolites secondaires, notamment les huiles essentielles, les flavonoides, les acides
phenoliques, et les alcoloides (Khodja et al., 2023).

La composition chimique de Laurus nobilis L. (tableau 5), peut étre soumise a des
variation quantitatives et qualitatives selon la région de récolte, la méthode d’extraction et le

solvant utilisé pour la récupération des composés.
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Tableau 5. Composition chimique de la plante Laurus nobilis L.

Classes Composés identifiées Références

Huiles essentiels 1,8- Cinéole, Linalool, Sabinene, (Chahal et al., 2017).
Terpinene-4-ol

Flavonoides Kaempférol, quercétine, Lutéoline, Konovalov et Alieva, (2019)
Apigénine, hespéritine.

Acides phénoligues Acide gallique, Acide Bourebaba et al., 2021;
rosmarinique, Acide p-coumarique, Dobroslavi¢c et al., 2021 ;
Acide cinnamique, Acide syringique, Stefanova et al., 2020)

Acide caféique,

Alcaloides Boldine, réticuline, (Alejo-Armijo et al., 2017).
isodomesticine, neolistine,
actinodophnine, nor isodomestine,

launobine, nandigérine, cryptodonine.

Proanthocyanidines Cinnamtannin B-1, Procyanidine (Konovalov et  Alieva,
(Tanins) B-2, procyanidine B-4 2019).

I1.7. Huiles essentielles de Laurus nobilis L.
11.7.1. Huiles essentielles
11.7.1.1. Définition

Les huiles essentielles (HES) sont des produits volatils extraits des plantes, généralement
formés dans des cellules ou groupes de cellules spécifiques présents dans la plante, qui peuvent
se trouver dans les feuilles et les tiges, ou elles présentent divers composés chimiques,
fournissant différentes activités biologiques (Oussalah, 2007).

Selon 1’ Association Francaise de Normalisation (AFNOR), la norme AFNOR NT75 de
2006 stipule que : « Une huile essentielle est un produit obtenu a partir d’une matiére premicre
végetale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche, et qui est sépar¢ de la phase aqueuse par des
procédés physiques » (Aubert, 2016).

Les huiles essentielles rencontrent depuis quelques années un succés grandissant dans

différents secteurs d’activité aussi bien divers que ceux de la parfumerie, des cosmétiques, des
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industries pharmaceutiques et 1’agroalimentaires pour leurs propriétés thérapeutiques,

organoleptiques et odorantes (Bourkhiss, 2015).

11.7.1.2. Propriétés physiques

Ce sont des liquides a la température ordinaire, volatiles, odorant, généralement incolores
ou jaune pale. Leur densité est le plus souvent inférieure a 1, et un indice de réfraction souvent
élevé avec un pouvoir rotatoire. Les huiles essentielles sont peu solubles dans 1’eau, solubles

dans I’alcool et méme dans les solvant organique (Boughendjioua, 2015).

11.7.1.3. Localisation

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le regne végétal (fig. 7). Elles sont
classées parmi les métabolites secondaires ; leur biosynthése et leur accumulation se font
généralement au niveau des structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur la
surface de la plante. Elles se situent soit dans les poils sécréteurs, soit au niveau des canaux

sécréteurs ou encore des poches sécrétrices (Roman et Giovanni, 2016)
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Figure 7. Provenance des huiles essentielles en fonction des différentes parties de plantes
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(Bencheikh, 2017).
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11.7.1.4. Procédés d’extraction

Plusieurs méthodes d’extraction ont ét¢ mises au point telles que les méthodes
conventionnelles et les méthodes d’innovation (Himed, 2018).
11.7.1.4.1. Distillation
a. hydro-distillation

C’est la méthode la plus ancienne et polyvalente pour I’obtention des huiles essentielles.
Dans ce procédé, le matériel végétal est submergé d’eau qui est chauffée pour produire de la
vapeur riche en substances aromatiques. Cette méthode donne de tres bons résultats avec des
poudres ou des matériels végetaux durs comme les graines et les racines. La production de la

vapeur en utilisant un chauffage
(1)- Chauffe-ballon.

direct du végétal entrainerait des (2)- Mélange.

(3)- Thermométre.

réactions d’hydrolyse ce qui va I

causer la perte de certains esters el e

(6)- Eprouvette.

aromatiques (Menaceur, 2015). (7)- Fleur

(8)- Huile essentielle.

Figure 8. Montage de I’hydrodistillation (Laurent,

2017).

b. Hydro-diffusion

Cette technique relativement récente, consiste a faire passer du haut vers le bas (fig. 9) et
a pression réduite la vapeur d’eau a travers une matrice végétale. L avantage de cette technique
est traduit par I’amélioration quantitative et qualitative des huiles essentielles (Touhami,
2017).

© @
® ©©® EG——
A NONO)
regulation de
la vapeur

e condenseurs

Figure 9. Schéma d'extraction par hydrodiffusion (Bencheikh, 2017)
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c. Entrainement a la vapeur d'eau

A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct lI'eau et
la matiére végétale a traiter. Il consiste a faire passer la vapeur d'eau a travers la plante a une
température adéquate pour, libérer les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin

de refroidissement (Lamamra, 2018).

Figure 10. Montage d’entrainement a la vapeur d’eau (El Haib, 2011).

d. Vapo-hydrodistillation

Il s’agit d’une variante a mi-chemin entre 1’hydrodistillation et 1’entrainement a la
vapeur, dans laquelle la matiére végétale et 1’eau se trouve dans la méme enceinte mais ne sont
pas en contact (fig. 11). L’eau est portée a ébullition par le chauffage de la cuve, se transforme
en vapeur et passe au travers de la plante, posée sur une grille au-dessus de I’eau (Deschepper,
2017).

—— Serpentin
Plantes [

. , . tau froide
Grille de separation == ===
A —

Eou
L Huile
Source de chaleur ’ j ¥ essentielle
yarolat «——=ZJe—— Essencier

Figure 11. Schéma d’installation de vapo-hydrodisyillation (Deschepper, 2017).
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e. Distillation seche

Il s’agit d’une méthode d’extraction des HEs caractéristiques des végetaux fragiles tels
que les pétales de rose. Il consiste a chauffer de fagon trés modérée (inférieure a 100°C) les
plantes ou partie de plantes sans ajout d’eau ni de solvants organiques, puis a condenser les
substances volatiles. Elle aboutit cependant a des rendements extrémement faibles en HEs
(Duval, 2012).

11.7.1.4.2. Expression au froid

Cette technique (fig. 12), est la plus simple, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Cette méthode se fait sans
chauffage et consiste a dilacérer (briser mécaniquement) les péricarpes ou « zestes » en y

exergant une forte pression a 1’aide d’une presse hydraulique (Laurent, 2017).

Lames

<—Huile essentielle
<—FEau

Figure 12. Schéma d’Expression au froid (Mnayer, 2014).

11.7.1.4.3. Enfleurage

C’est une méthode complexe, elle n’est plus utilisée sauf pour les fleurs. Celles-ci sont
étalées délicatement sur des plaques grasses qui absorberont tout le parfum. Les corps gras
vont, ensuite, étre épuisés par un solvant. Une fois 1’ardme des fleurs absorbé, les fleurs sont
remplacées par d’autres fraiches, et ceci jusqu'a saturation du corps gras. Au bout de 24 heures,

le corps gras et les HEs sont séparés (Bouzid, 2018).
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11.7.1.4.4. Extraction par le COz2 supercritique

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé, il s’agit du CO2 en phase
supercritique (fig. 13). L’extraction consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des pressions
et a des températures au-dela de son point critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C). A 1’état
supercritique, le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confere un excellent pouvoir
d’extraction (Lakhdar, 2015).

CO- & I'&tat supercritique + Exirait 0 & I'état gazeux
= ><] >

Separateur

Pomps

—)——

CO, a I'etat supercritique CO, & I'état liquide

Figure 13. Schéma de procédé de I’extraction par CO2 supercritique (Channi, 2016).

11.7.1.4.5. Extraction par solvants organiques

Dans ce procédé, ’extrait de plantes est obtenu au moyen de solvants non aqueux. Les
plus utilisés sont 1’hexane, le cyclohexane et [I’éthanol, moins fréquemment, le
dichlorométhane et I’acétone. L’emploi de cette méthode est restrictif, ceci se justifie par son
colt, les problemes de sécurité et de toxicité ainsi que, la réglementation liée a la protection de
I’environnement (Abdelli, 2017).

11.7.1.5. Composition chimique
Les constituants des HES peuvent étre classés en 3 groupes provenant de trois voies de
biosyntheése bien distinctes (fig. 14) (Muther 2015):
v’ Les terpénoides,
v' Les dérivés du phénylpropane,

v Les composés divers.
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Figure 14. Schéma représentant les principaux constituants des Huiles essentielles
(Muther, 2015).

Les huiles essentielles de Laurus nobilis L. ont fait I'objet de nombreuses études en raison
de sa composition volatile, présentant diverses propriétés médicinales. La teneur en huiles
essentielles des feuilles de Laurier varie de 1 & 3 % en poids frais (Demir et al., 2004). Des
recherches antérieures ont montré que jusqu'a 270 constituants des HES peuvent étre trouvés
dans les feuilles de Laurier, les principaux étant le 1,8-cinéole (22-56%), le linalol (0,9-26. 9
%), l'acétate d'a-terpinyle (4,5-18,2 %), 'a-pinéne (2,2-15,9 %), le B-pinéne (1,9-15,3 %), le
sabinene (4,5-12,7 %), 'a-terpinéol (0,9-12,0 %), le terpinéol-4 (0,9-4,1 %) (Stefanova et al.,
2020). La composition chimique des feuilles de L. nobilis de différentes origines a été signalée
comme étant constituée de 1,8-cinéole comme composé volatil important (jusqu'a 50 %, voire

70 %) dans tous les cas, selon Konovalov et Alieva (2019).

11.8. Intérét de la plante Laurus nobilis L.
Laurus nobilis L. est parmi les especes végétales médicinales et aromatiques qui suscitent
un intérét croissant en raison de leur utilisation potentielle dans la médecine traditionnelle ainsi

que dans les industries pharmaceutiques, agroalimentaires et cosmétiques.
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11.8.1. En phytothérapie

Laurus nobilis L. possede des propriétés médicinales intéressantes, ce qui en fait une
plante polyvalente dans le domaine de la phytothérapie et pharmacologique. Les huiles
essentielles de Laurier posséde une notable activité anti-infectieuse a cause de sa forte
concentration en 1,8-cinéole associé notamment a 1’eugénol ou son méthyl (Demir et al., 2004
; Taban et al., 2018).

Les feuilles de laurier ont exprimé de bonnes activités antimicrobiennes qui ont éte liées
a la présence de nombreuses classes de composés bioactifs. En effet, I’extrait méthanolique
d’huile de baie de laurier a montré une activité antibactérienne significative in vitro contre les
souches Staphylococcus aureus, Enterococcus gallinarum, Haemophilus influenzae et
Pseudomonas aeruginosa (Ozcan et al., 2010). Khaled Khodja et al. (2021) ont montré que
I’extrait alcaloide de feuilles de laurier avait une forte activité antibactérienne contre les
souches staphylococciques. Cependant, 1’extrait de composés phénoliques a montré une
meilleure activité contre les souches phytopathogenes associées a la pourriture molle de la
pomme de terre.

Les feuilles sont utilisées en médecine traditionnelle pour diverses maladies telles que
les problémes gastro-intestinaux, les douleurs rhumatismales, les maladies respiratoires et le
diabete (Mohammed et al., 2021).

11.8.2. En alimentation

En raison de son activité biologique, de ses attributs gustatifs et de ses constituants
aromatiques actifs, les HEs de Laurier ont été largement utilisée comme additif dans les
industries alimentaires.

Selon Siriken et al. (2018), la baie est utilisee dans l'industrie alimentaire comme
conservateur alimentaire, et comme anthocyanine naturelle au lieu de colorants synthétiques
dans les industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. (Ayanoglu et al., 2018). En
outre, les feuilles du laurier noble possédent une activité anti-oxydante (Dias et al., 2014b)
et des propriétés spécifiques capables de conserver les aliments (Brahmi et al., 2015), les
olives (Elharas et al., 2013), les saucisses (Da Silveira et al., 2014), les poissons (Snuossi
et al., 2016) et d’améliorer en général la sécurité des produits (Houicher et al., 2016).
11.8.3. Domaine cosmétique

L'industrie cosmétique utilise également les huiles essentielles de Laurus nobilis L. dans

les crémes, les parfums et les savons. Les baies sont généralement utilisées dans la production
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du savon parfumé (pour I'acné et le traitement des pellicules) et de la fabrication des bougies a

cause de leur teneur élevée en acide gras (Kili¢ et Altuntas, 2006).

11.9. Toxicité de Laurus Nobilis .L

Pour évaluer la toxicité des extraits aqueux et de la fraction huileuse volatile des graines
de Laurus nobilis L., une étude a été menées sur des souris méles albinos. Les résultats ont
montré que les extraits n'étaient pas toxiques aux doses administrées (Afifi et al., 1997). Une
autre étude a examiné la toxicité aigué de I'extrait de feuille de Laurus nobilis L. sur des souris
et a révélé que le traitement de la douleur aigué avec cet extrait n'entrainait aucun effet
secondaire indesirable (Senou et al., 2021). Par contre, la toxicité de ’ingestion des fruits
repose sur la présence de mézéréine dans les graines qui peut entrainer de graves troubles
digestifs (ulcération digestive, diarrhées, spasmes) voire des convulsions. L’écorce de 1’arbre,
renfermant de la daphnétoxine, peut également provoquer des irritations cutanées suite a son
contact (Botineau, 2010).
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I11. Matériel et méthode
I11.1. Objectif

L’objectif de notre travail était 1’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L.
par la méthode de I’hydrodistillation, et de tester leur effet antifongique sur quelques isolats de
Candida albicans dans le but de confirmer I’intérét pharmacologique et médicinale de cette

plante sur le traitement des infections fongiques tel que 1’onychomycose.

111.2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est

I’état frais, appartenant de la famille de Lauracées. Les
feuilles ont été récoltées en mois de février 2024 dans la
région de Hadjaj, située dans la wilaya de Mostaganem (fig.
15).

Apres la récolte, les feuilles fraiches sont transportées

directement au laboratoire ou elles sont séchées pendant 5

jours a I’abri de la lumiére et a la température.
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Figure 15. Localisation géographique de lieu de prélévement de Laurus nobilis L.
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111.3. Souches fongiques
Pour mettre en évidence le caractére antifongique des huiles essentielles de Laurus
nobilis L., nous avons utilisé quatre souches d’un seul genre de champignons levuriformes de

différentes origines (tableau 6).

Tableau 6. Origine de différentes souches utilisées.

Souche fongique Origine

Ci ATCC 10231 (laboratoire de recherche de microbiologie et de
biologie végétale, université de Mostaganem)

Cs Prélevée a partir d'ongles de pieds d’un malade atteint de

d'onychomycose (Hopital Sidi Ali- Mostaganem)

Laboratoire d’analyses médicales Dr ITTALHI (Mostaganem).

111.4. Milieux de culture
Les milieux de culture utilisés dans cette expérimentation sont : Bouillon nutritif (BN),
Bouillon Muller-Hinton (MH), Gélose (MH), gélose Sabouraud (SAB), Sabouraud au

chloramphénicol (voir annexe 1).

I11.5. Extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L.

L’extraction des huiles essentielles des feuilles de Laurus nobilis L. a été effectuée par
I’hydrodistillation a I'aide d’un dispositif de type Clevenger (fig. 16).

400 g de la matiére végétale séche (les feuilles séchées) ont été coupés en petits morceaux
par ciseau. Puis placées dans ballon en verre de capacité de 2 L contenant préalablement 1500
ml d’eau distillée. Dans un chauffe ballon, le tout a été soumis a I’ébullition pendant 3 heures.
La vapeur chargée des huiles essentielles produite sort du condenseur a I’état liquide. Le liquide
passe par la colonne de décantation, ce qui permet d’obtenir deux phases plus ou moins non
miscibles : I’hydrolat (eau aromatique) et les huiles essentielles. Cette derniere se distingue de
I’hydrolat par sa différence de densité et de couleur. L’eau aromatique condensée est retournée
vers le ballon (cohobation). A la fin de chaque extraction, les huiles essentielles sont récupérées

grace a une pipette stérile.
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Figure 16. Dispositif d’hydro-distillation (hydro distillateur).

Apres I’extraction, les huiles essentielles sont séchées et conservées au réfrigérateur a

4°C pour des études ultérieures.

I11.6. Détermination du rendement d’extraction des huiles essentielles de L. nobilis L.

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait (les
huiles essentielles) obtenue aprés I’extraction et la masse de la matiére végétale traitée
(Boutekedjir et al., 2003).

Pour calculer le rendement d’extraction (Rne) des huiles essentielles, on applique la

formule suivante :

Rue = RHE = (masse de matiére vegétal )/(masse d'HE)
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I11.7. Revivification et confirmation des isolats microbiens étudiées

Les microorganismes fournis par les laboratoires cités auparavant, sont transportés le
plus rapidement possible dans des conditions d’asepsie adéquates, et sont traités directement
au niveau du laboratoire de recherche de microbiologie et de biologie végétale (LVRM) de
I’université de Mostaganem.
111.7.1. Culture

Les différents isolats ont été ensemencées sur des boites de Petri contenant la gélose
Sabouraud au chloramphénicol (Annexe 1), et incubées par la suite & 37°C pendant 48 heures.
I11.7.2. Examen macroscopique

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué apres incubation.
Cette étude est basée sur des observations macroscopiques a I’ceil nu et permettant de

différencier les caractéristiques des especes étudiées (Boussena, 2020).

111.7.3. Examen microscopique

L’observation microscopique, permet d’étudier I’aspect morphologique des cellules
d'une espece microbienne. Elle comprend I'examen a I'état frais (examen entre lame et lamelle
des microorganismes vivants) et I'examen aprées coloration, le plus souvent sur frottis seches et
fixés (Arabi, 2018).

I11.7.3.1. Examen a I’état frais

Ce test permet de déterminer la forme, I’arrangement et surtout la mobilité des
microorganismes. Il consiste I’observation d’une goutte de suspension microbienne, préparee
avec de I’eau physiologique stérile et placée entre lame et lamelle. L’observation se fait sous

un microscope optique (Boussena, 2020).

111.7.3.2. Examen apres coloration de bleu de méthylene

Il consiste a préparé un frottis par la suspension fongique puis le fixé. Placer la lame sur
un support de coloration et lI'inonder de bleu de méthyléne. Laisser agir pendant 1-3 minutes
puis laver doucement la lame avec de I'eau distillée, égoutter I'excés d'eau, éponger (ne pas
frotter) avec du papier absorbant et laisser les lames sécher complétement a 1'air. L’observation

a été sous microscope optique a immersion au grossissement x100.
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111.7.3.3. Test de tube germinatif

Ce test est également appelé test de germination, est un test qui detecte la levure
Candida albicans, il s’agit de la culture dans un sérum sanguin.

Le tube germinatif permet un mode de germination d’une spore au cours duquel cette
spore émet un prolongement dans lequel migre la totalité de son contenu, puis une cloison
transversale sépare ce prolongement des filaments qui apparaissent alors comme une cellule
vide, réduite a sa paroi (Ahmed et al., 2010).

La mise en évidence de ce test (fig. 17) consiste a mettre 2 ml du sérum humain dans
un tube a hémolyse stérile, et a I’aide d’une pipette pasteur stérile, une colonie de leveur a été
émulsionner délicatement, et le tube a été incuber a 37C° pendant 2 a 4h.

La lecture se fait par le transfert d’une goutte de sérum sur entre lame et lamelle pour une

observation microscopique.

/ Transfert 4

— — |
d’une colonie

2 ml Sérum

G ) humain

Milieu Sabouraud

1
@}l‘“

@ Incubation & 37°C
\' pdt 2-4 h

é °@°
T @ ® @

. & ©
Observation @ @
microscopique +)

Interprétation

Figure 17. Test en tube Germinatif de Candida albicans (Moya-salazar et Rojas ,2018).
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I11.8. Evaluation de I’activité antifongique de des huiles essentielles de Laurus nobilis L.

111.8.1. Aromatogramme

C’est une technique de laboratoire qui peut élucider les activités antimicrobiennes des
huiles essentielles (Rhind, 2012). Il y a différents types d’aromatogrammes sur milieu solides
ou liquide, cependant plusieurs études ont convenu que la méthode sur milieu solide est la plus
facile et la plus simple et dans notre travail nous avons utilisé la méthode en milieu solide.

Ce test concerne les quatre isolats (C1, Cs3, Cs et Cs) dont Cs est une souche de référence
et les trois autres sont isolés des malades atteints d’onychomycose de 2 origines différentes

(deux laboratoires différents).

Des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de diamétre (fig. 20), contenant 5ul des
HEs supplémentée de 10% de DMSO, sont déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface
d’un milieu gélos¢ MH, prealablement ensemencé par écouvillonnage avec 100 ul de
suspension microbienne dont la turbidité a été ajustée dans un spectrophotométre a une
longueur d’onde (A= 600 nm) entre 0,08 - 0,1 (108 UFC/ml). Des témoins DMSO ont été utilisés
comme contrble négatif (Abdelli, 2017). Méme I’antifongique Econazole 150 mg (1%) a été
testé comme témoins positif. Les boites sont déposées dans un réfrigérateur a 4°C pendant 15
min pour assurer une bonne diffusion des huiles essentielles dans la gélose. Le diamétre de la
zone d’inhibition est mesure aprés une incubation de 48 heures a 37 °C a I’aide d’un pied a

coulisse.

Selon le diamétre d’inhibition, les germes testés sont classés en se basant sur leur
sensibilité aux huiles essentielles comme suit : bactéries résistantes (@ < 8 mm), bactéries
sensibles (9 mm < @ <14 mm), bactéries tres sensibles (15 mm < @ <19 mm) et bactéries

extrémement sensibles (@ > 20 mm) (Ponce et al., 2003).
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Figure 18. Technique d’aromatogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des

disques).
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111.8.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration d’un agent
antimicrobien (antibiotique ou antifongique) nécessaires pour inhiber la croissance d’un
microorganisme (Denis et al., 2011). La détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) a été réalisée en milieu liquide (méthode de macrodilution) comme rapporté par
Diarrassouba et al. (2020) (fig. 19).

Une solution mere des huiles essentielles de Laurus nobilis L. a été préparée dans du
DMSO a la concentration de 10% pour disperser les composés et ameliorer leur contact avec
les micro-organismes testés. En paralléle, une série de tubes d’hémolyse, contenant chacun 900
pl de milieu MH liquide, a été préparée. Un transfert de 900 pl de la solution mére a ensuite
été effectué dans le premier tube de la série, suivi d'un melange pour obtenir des dilutions
géométriques. Cette série a ensuite été inoculée avec 100 pl de chacune des suspensions de
Candida albicans (Ci, Cs, Cs et Cs) ajustée a une turbidité de 0,5 McFarland. Les
concentrations finales des huiles essentielles étaient d'environ 92, 46, 23, 11,5, 5,75, 2,87, 1,43
et 0,72 pg/ml.

Aprés incubation a 37 °C pendant 48 heures, les concentrations minimales inhibitrices
des huiles essentielles de Laurus nobilis L. contre les quatre germes de Candida albicans
étaient représentées par les tubes ne présentant aucune culture. La CMI correspond a la plus
faible concentration des huiles essentielles a laquelle aucune croissance microbienne n’est
visible (Oussou et al., 2004).

38



Partie experimental Chapitre III: Matériel et méthodes

900 pl

G“_‘

‘ 800 |.l| llﬁlsmnE b )
200 pl "

‘ Bouillon

<

I AN A nnr%r\r\

DMSO HEs
Emulsion a 20%

100 ul

Suspension fongique ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ

0,5 McF (inoculum) cp CN

Incubation a 37
pendant 48 heures

Figure 19. Schéma de la détermination de CMI en milieu liquide des huiles essentielles de
Laurus nobilis L. vis-a-vis Candida albicans.

111.8.3. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF)

La CMF est définie comme la plus faible concentration de 1’agent antifongique qui tue
99,9% de la population microbienne.

Apres la détermination de la CMI, les trois tubes contenant les concentrations de
substances antifongiques strictement supérieures a la CMI vont servir pour la détermination de
la CMF. Pour ce faire, un ensemencement par strie de chaque tube a été effectué sur une boite
de Pétri contenant du milieu gélose MH. Les boites sont incubées dans une étuve a 37°C
pendant 48 h.
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Figure 20. Schéma de la détermination de CMF des huiles essentielles de Laurus nobilis L.
vis-a-vis Candida albicans.
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IV. Résultats et discussion

IV.1. Extraction des huiles essentielles de L.nobilis L. :

Apreés avoir extraire les huiles essentielles de Laurus nobilis L. par hydrodistillation pendant
2 heures (fig.21) a partir de 400 g de matiére végétale, nous avons obtenu les quantités des

huiles essentielles indiquées dans le tableau 7, ces données nous ont permis de calculer le

rendement moyen.

> RH1 = 22x 100 = 0.58%
400

2.655

» RH2 = ——x 100 = 0.66%
400

> RH3 = 222°% 100 = 0.63%
400

RH1 + RH2 + RH3
3

RHEm = =0.62%

Tableau 7. Rendement d’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L. par
hydrodistillation.

Essais Poids de matiere Eau distillé Masse des Rendement Rendement
végétale () (ml) HEs (g) (%) moyen (%)
01 400 1500 2.322 0.58%
02 400 1500 2.655 0.66% 0.62%
03 400 1500 2.556 0.63%
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Figure 21. Extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L. par hydrodistillation.

Le rendement moyen de I’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L., était
de 0.62%. En comparant avec d'autres régions de 1’ Algérie, notre résultat se rapproche de celui
de I’étude de Saidi (2015), qui a été menée sur L. nobilis L. récolté de la wilaya de Béjaia avec
un rendement de 0.53%. Les rendements provenant de la région d’El Kala étaient de 0,71%
(Ouibrahim, 2015).

Il est a retenir que la variation du rendement d’extraction pourrait étre attribuée a
’origine géographique de la plante, a la technique d’extraction, aux facteurs climatiques, mais
également a la période de cueillette de la matiére végétale et la partie de la plante étudiée
(Smith et al., 2005).

IV.2. Revivification et confirmation des isolats microbiens étudiées
1V.2.1. Examen macroscopique

Aprés incubation a 37°C pendant 48h sur gelose Sabouraud au chloramphénicol
I’observation macroscopique a montré des colonies blanches, cremeuses et brillantes de formes
rondes et bombées, grandes et lisses (Fig. 22). Les mémes caractéres morphologiques des

colonies de Candida albicans ont été observes par Kammalac (2014).
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Figure 22. Aspect macroscopique des isolats de Candida albicans sur milieu Sabouraud
au chloramphenicol.

1VV.2.2. Examen microscopique
L’observation microscopique, permet d’étudier 1’aspect morphologique des cellules
d'une espece microbienne. Elle comprend I'examen a I'état frais (examen entre lame et lamelle

des microorganismes vivants) et I'examen aprés coloration.

1V.2.2.1. Examen a I’état frais

L’observation microscopique de la levure Candida albicans a 1’état frais montre des
éléments cellulaires arrondis ou ovalaires a paroi mince et non capsules, de 1 a 10 um avec un
ou plusieurs bourgeonnements (fig.23). Ces mémes caractéristiques sont observées par
Pianetti (2015).
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Figure 23 : Observation microscopique des isolats a 1’état frais

111.7.3.2. Examen apreés coloration au bleu de méthylene

Au microscope optique nous observons la levure Candida albicans colorée en bleu
sombre (au bleu de méthyléne) avec une forme ovale (Fig. 24). Cette coloration est
intéressante pour lI'observation rapide des frottis mais elle permet seulement I'étude de la

morphologie des microorganismes (Kamlac, 2014).
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Figure 24 : Observation microscopique des isolats aprés coloration au bleu de méthylene
IV.3. Evaluation de I’activité antifongique de des huiles essentielles de Laurus nobilis L.

1V.3.1. Aromatogramme

Les resultats illustrées dans les figures (26) montrent la variation de 1’activité
antifongique en termes de diamétres d’inhibition des huile essentielle vis-a-vis les isolats
étudiés.

Le diametre de la zone autour du disque traduisant 1’activité antimicrobienne, a été
mesuré a l'aide d'un pied de coulisse. La sensibilité des levures testées aux huiles essentielles

est classée selon les diametres d'inhibition : bactéries résistantes (@ < 8 mm), bactéries
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sensibles (9 mm < @ <14 mm), bactéries trés sensibles (15 mm < @ <19 mm) et bactéries

extrémement sensibles (@ > 20 mm) (Ponce et al., 2003).

Suite au résultat illustré dans le tableau 8 en cas d’utilisation des huiles essentielles de Laurus

nobilis L., une réduction significative de croissance des isolats C1, Cs, Cs, Cs, €té observe avec

des diameétre d’inhibition de 45.17, 55.74, 60.95, 34 et 40 mm respectivement, ce qui indique

une bonne activité antifongique des huiles essentielles de laurier.

Tableau 8. Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles de Laurus nobilis sur les

isolats étudiés.

Zone d’inhibition en (mm) Résultat de sensibilité
Isoltas
HEs Econazole HEs Econazole
C1 45.17 45.86 ES ES
C3 55.74 41.82 ES ES
C5 60.95 38.09 ES ES
C6 34.40 42 .55 ES ES
ES : extrémement sensible
70
60.95
60 55.74

Diameétre des zones d'inhbition en mm

50 45.1A5.86

40

30

20

10

C1 C3 Cc5
Isolats fongiques

Cé

M Econazole

Figure 25 Evaluation de l'activité antifongique des huiles essentielles de Laurus nobilis L.
contre 4 isolats de Candida albicans.
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Econazole

Cs

Cs

Cs

Figure n° 26. Résultats de I’aromatogramme par diffusion en milieu gélosé (méthode des
disques).
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1V.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Vu que les résultats d'inhibition importantes obtenus, nous avons pensé a I'évaluation

de la CMI dans le but d'utiliser des huiles essentielles. Les résultats obtenus sont montrés dans

le tableau 9. La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été définie comme la plus faible

concentration des échantillons testés ou I'absence de croissance a été enregistrée (Ponce et al,

2003).

Tableau 9. Résultats de la CMI des huiles essentielles de Laurus nobilis vis-a-vis les isolats

fongiques étudiés.

Concentration de HEs de Laurus nobilis L. en pg/ml
Isolats 1 2 3 4 5 6 7 8 Controle Controle
positif négatif
92 | 46 | 23 | 115 | 575 | 287 | 143 | 072
C1 - - - - + -
C3 - - - - + -
C5 - - - - + -
C6 - - - - + -
+ ! croissance
- : Pas de croissance
Globalement, nous constatons que les valeurs de la CMI des huiles essentielles de

Laurus nobilis varient entre 0.72 et 5,75 pl/ml.

Ces huiles sont jugées comme fortement active contre les souche de Candida albicans
C1, C3, C5, C6, avec des concentration minimale inhibitrice de 5.75, 2.87, 0.72ul/ml

respectivement.

Le pouvoir antifongique d'huile essentielle du Laurus nobilis.L pourrait étre attribué a

la présence de composants antifongique classé dans la liste des constituants a l'activité

antifongique de (Duke., 2009)
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Figure 27. Détermination de la concentration minimale |nh|b|tr|ce des huiles essentielles de
Laurus nobilis L. vis a vis Candida albicans par observation visuelle.
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I1VV.3.3. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF)

La CMF est la plus faible concentration d'un antifongique qui tue 99.9% des cellules
d'un organisme fongique spécifique. Elle est cruciale pour évaluer I'efficacité létale des huiles
essentielles pour éliminer une population fongique cible, au-dela de son effet inhibiteur mesuré
par la CMI.

Les résultats illustrés dans le tableau 10 montrent que les huiles essentielles de Laurus
nobilis L. présentent une activité antifongique variable contre les quatre isolats distincts de

Candida albicans.

Tableaul0 : Concentration minimale fongicide des huiles essentielles de Laurus nobilis L.

Isolats CMl en pg/ml CMF en pg/ml
C1 5.75 92
C3 2.87 92
C5 1.43 46
C6 0.72 2.87

La concentration minimale inhibitrice (CMI), représentant la plus faible concentration
capable d’inhiber la croissance visible des isolats, a varié de 0.72 pg/mL a 5,75 pg/mL,
indiquant une sensibilité différentielle des isolats testés tandis que la concentration minimale
fongicide (CMF) a montré une gamme plus large allant de 2.87 pg/mL a 92 pg/mL. Ces
différences suggerent que certains isolats de Candida albicans sont plus résistantes, nécessitant
des concentrations plus élevées des huiles essentielles pour atteindre une action fongicide
complete. La souche C; et Cs présentes des concentrations minimales inhibitrice proche 1’un
de I'autre et des concentration minimale fongicide similaire. contrairement, la souche Cs
présente une valeur de CMI plus basse 0.72 pg/mL est également montré une CMF
proportionnellement plus faibles 2.87 pg/mL, indiquant une corrélation positive entre
l'inhibition de la croissance et I’effet 1étal.

L'action antifongique des huiles essentielle de Laurus nobilis vis-a-vis Candida albican
est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture
de celle-ci entrainant une fuite du contenue cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et
al., 2000).
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CMF

Figure 28 : concentration minimale fongicide des huiles essentiels de Laurus nobilis vis a
vis la souche de Candida albicans Cy, Cs, Cs et Ce.
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Conclusion générale

Dans cette conclusion approfondie sur I'évaluation de l'activité antifongique des huiles
essentielles de Laurus nobilis pour le traitement des onychomycoses, nous pouvons mettre en

lumiere plusieurs aspects clés basés sur les résultats et les implications de la recherche.

L'étude a révélé que les huiles essentielles extraites de Laurus nobilis possedent des
propriétés antifongiques significatives contre les agents pathogenes responsables des
onychomycoses, notamment les dermatophytes et les levures. Cette activité antifongique est

principalement attribuée a plusieurs composés bioactifs présents dans les huiles essentielles.

Les etudes in vitro ont démontré une inhibition efficace de la croissance fongique par les
huiles essentielles de Laurus nobilis, avec des concentrations inhibitrices minimales (CIM)
souvent inférieures a celles observées avec les antifongiques conventionnels. Cette constatation
suggere un potentiel thérapeutique prometteur pour ces huiles essentielles dans le traitement

des infections fongiques des ongles.

Les implications cliniques de cette recherche sont significatives, notamment dans un
contexte ou les traitements antifongiques actuels présentent des limites en termes d'efficacité,
de tolérance et de risque de résistance. Les huiles essentielles de Laurus nobilis offrent une
alternative naturelle et potentiellement moins toxique, pouvant étre utilisée seule ou en
complément des traitements conventionnels pour améliorer les résultats cliniques et réduire les

effets secondaires pour les patients.

L'intérét croissant pour les thérapies naturelles et alternatives renforce I'importance de cette
recherche. Les huiles essentielles de Laurus nobilis sont bien tolérées et peuvent étre
administrées sous forme topique, ce qui simplifie leur intégration dans les pratiques
dermatologiques. Cependant, des études cliniques supplémentaires sont nécessaires pour
évaluer leur efficacité sur des populations plus vastes, y compris des essais contr6lés

randomisés sur des patients humains pour confirmer leur efficacité et leur securité a long terme.

Malgré les résultats prometteurs, cette étude comporte certaines limitations, notamment le
besoin de standardisation des extraits d'huiles essentielles et I'optimisation des formulations
pour garantir une efficacité constante. De plus, I'évaluation de la résistance aux huiles
essentielles de Laurus nobilis par les agents pathogénes fongiques est essentielle pour évaluer
leur potentiel d'utilisation a long terme.
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En conclusion, I'évaluation de l'activité antifongique des huiles essentielles de Laurus
nobilis représente une avancee prometteuse dans le domaine du traitement des onychomycoses.
Cette étude fournit une base solide pour envisager I'utilisation clinique de ces huiles essentielles
comme alternative efficace et slire aux traitements conventionnels. Elle ouvre également la
voie a de nouvelles investigations visant a optimiser leur utilisation et a élargir leur application
dans la pratique médicale, répondant ainsi a un besoin critique pour une gestion efficace des
infections fongiques des ongles.
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Annexe |

Composition des mileux de culture
e Bouillon nutritif (BN):

Peptone. ....ooeiii 10g
Extraitde viande..............oooiiiiiii i 3g
Extraitde levure..........coooiiiiiiiiii e 3g
Chlorure de sodium...........ooeviiiiiiiiiiii e, 5¢
Bau distillée. ..., 1000 ml

e Gélose Mueller Hinton (MH) (g/1)

Extraitde viande............ccooviiiiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de casé€ine..................ccevviininnnnn 175¢
AMIdON. ... 15¢g
AT l6 g
Eaudistillée..........oooviiiiii 1000 ml
pH=7,3

¢ Bouillon Mueller Hinton (MH) (g/l)

Extrait de viande.............c.oooiiiiiiii i, 3g
Hydrolysat acide de caséine.................cooeveieinenen. 175 ¢
Amidon.......ooiuiiiii 15¢g
Eaudistillée...............oo 1000 ml
Ph=7,4+0,2.

e Milieu Sabauroud

DEXITOSE ..o 40,09
Digestat pancréatique de tissus animaux .............c.cceevee. 5049
Digestat pancréatique de Caséine..........cccevveveeieevreeiieenns 500
AGAN ..o 15,09



e Sabouraud au chloramphénicol

Peptone pepsique de viande.................ceeiiinnn.n. 100 g
GIUCOSE. .. 20049
Chloramphénicol.............cooiiiiiiiiiiiiiie, 0.05¢
PN o LT | 1509

pH= 5,7
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