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Résumé :

Ce travail s’intéresse a 1’étude de [Dactivit¢ antifongique des extraits de
RosmarinusofficinalisL récolté de deux régions différentes du pays (Mostaganem et Naama)
sur la croissance de Candida albicans impliqué dans les infections urogenitales chez les
patients de sexe féminin. Les extraits ont été obtenus par macération d’une prise du végétal
dans différents solvants aqueux a polarités croissante dont : I’hexane, le méthanol, 1’éthanol et
I’eau. Les extraits récupérés apres évaporation ont été ensuite concentres a 0, 20, 40, 60, 80 et
100%, respectivement. Les mesures et controles réalisées en triples essais sur les différents
extraits experimentaux ont concerné : le test de croissance, le test de diffusion sur disque, la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ainsi que de la concentration
minimale fongicide (CMF). Les données ont subi une analyse statistique de la variance

bifactorielle en randomisation et une comparaison des valeurs moyenne deux a deux.

Les extraits aqueux aux solvants a différentes polarité de Rosmarinusofficinalis L récolté a
Naama et a Mostaganem ont montré notamment a 1’état pur et a une concentration de 80% un
effet antimicrobien de type fongicide vis-a-vis de 1’espéce microbienne Candida albicans. A
ces concentrations aucune croissance de ce microorganisme n’a été observée et les diamétres
d’inhibitions démontrées par le test de diffusion sur gélose ont été remarquablement proches

de ceux de la gentamicine considéré comme étant un antibiotique puissant a large spectre.

Mots clés : Rosmarinusofficinalis L, extraits, solvant, polarité, activité, antifongique,Candida

albicans.
Summary :

This work investigates the antifungal activity of extracts of RosmarinusofficinalisL harvested
from two different regions of the country (Mostaganem and Naama) on the growth of Candida
albicans involved in urogenital infections in female patients. The extracts were obtained by
maceration of a plant intake in various aqueous solvents with increasing polarities including:
hexane, methanol, ethanol and water. The extracts recovered after evaporation were then
concentrated at 0, 20, 40, 60, 80 and 100%, respectively. The measurements and controls
carried out in triplicate tests on the various experimental extracts concerned: the growth test,

the disk diffusion test, the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) and



the minimum fungicidal concentration (CMF). The data were statistically analyzed for

bifactorial variance in randomization and a comparison of mean two-to-two values.

The aqueous extracts with solvents with different polarity of Rosmarinusofficinalis L
harvested in Naama and Mostaganem showed in particular in the pure state and at a
concentration of 80% an antimicrobial effect of fungicidal type vis-a-vis the microbial species
Candida albicans . At these concentrations no growth of this microorganism was observed and
the diameters of inhibitions demonstrated by the agar diffusion test were remarkably similar

to those of gentamicin considered as a powerful broad-spectrum antibiotic.

Key words: Rosmarinusofficinalis L, extracts, solvent, polarity, activity, antifungal, Candida
albicans.
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Introduction générale

Introduction générale :
L'utilisation des plantes et herbes médicinales a été récemment augmentée dans
lemonde entier pour le maintien et I'amélioration de la santé et pour le traitement de
diversesmaladies. D’ailleurs, la médecine actuelle remet de plus en plus en honneur
les plantes médicinales, apres avoir établi de fagon scientifique les notions de jadis, purement
empiriqueset partant d’une observation plus ou moins rigoureuse, comme 1’ont montré
plusieurs découvertes (Olabinri et al, 2009).
Parmi, ces plantes, le romarin (Rosmarinusofficinalis L), arbustre vivace a
feuillespersistantes cultivé dans de nombreuses régions du monde est le végétal le plus utilisé
dans la médecinetraditionnelle pour ses effets bénéfiques dans le traitement de différentes
maladies, telles queles trouble respiratoires, les problémes d’estomac et les maladies
inflammatoires. Utilisé essentiellement en médecine populaire pour le traitement de
I'nyperglycémie, il estaussi largement reconnue comme l'une des plantes médicinales a forte
activité antimicrobienne .
D’apreés la bibliographie, cette espéce est douée de plusieurs propriétés médicinales et
antimicrobiennesa ttribuées particulierement a leur grande richesse en différents
constituants bio actifs dont les composésphénoliques (Bakirel et al., 2008).
Les candidoses, sont les infections opportunistes trés fréquentes chez les femmes et les
norrissons, dues aux levures du genre Candida(Eggimann et al., 2003).Candida albicans est
un microorganisme de la famille des levures qui se trouvent normalement dans
I’organismehumain en quantité relativement limitée. Cette levure représente la cause de
pathologiesgraves et dont la fréquence reste constante (Pfaller et Diekema, 2007) malgré
ledéveloppement de nouveaux moyens thérapeutiques, en particulier chez des patients
immunodéprimés (Anofel, 2007).
Notreétude consiste donc a évaluer 1’effet antimicrobienne des extraits de Romarin prélevée
dans deux régions du pays (Naama et Mostaganem) chez Candida albicans responsable de

candidose chez les nourrissons et impliquée dans les infections urogénitales chez les femmes.
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1. Définition

Rosmarinusofficinalis (romarin), est un arbuste aromatique qui appartient a la
familledes lamiacées (labiées) qui est connus depuis ’oligocene. C’est I'une des familles les
plusrépandues dans le bassin méditerranéen et spécialement en Algérie. Elle comprend plus

de3300 especes et environ 200 genres (JeaunBrineton, 1999).

Le Romarin est une plante des coteaux arides garrigues et lieux rocheux de la
régionMéditerranéenne et méme un peu plus au Sud jusqu'aux confins sahariens depuis
I'antiquité,il est employé pour améliorer et stimuler la mémoire encore aujourd'hui en Gréce,

lesétudiants en font bruler dans leurs chambres en période d'examens (BOULLARD, 2010).

Figure 01 : Photo de Rosmarinusofficinalis (Boullard, 2010).
2. Historique

Le romarin fait I’objet de trés nombreuses mentions historiques et légendaires.
LesAnciens Grecs lui vouaient une grande vénération. On s'en servait généreusement dans
toutesles fétes, qu'il s'agisse de cérémonies nuptiales, funéraires ou de célébrations profanes.
Onmettait aussi des brins de romarin sous les oreillers pour chasser les mauvais esprits et
lescauchemars. Les étudiants grecs s'en confectionnaient des couronnes, qu'ils portaient

durantles examens pour stimuler leur mémoire. L'histoire veut aussi que la reine de Hongrie,
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quisouffrait de rhumatismes chroniques, ait été delivrée de ses problémes grace a un reméde

abase de romarin lorsqu’elle était agée de 72 ans (Romano et al., 2009).
3. Etymologie

Le nom latin rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé "ros" de la
roseeet "marinus" d'appartenir a la mer, bien qu’elle se développe habituellement loin de la
mer.On a affirmé que cette interprétation est un produit d'étymologie traditionnelle,
maisprobablement le nom original est derivée du grec ™rhops” arbuste et "myron”
baume.(Heinrich et al., 2006).

4. Origine du nom
Nom commun : Romarin.

Autre nom : herbes aux couronnes, herbes aux troubadours, encensier, arbre de marine,

rosedemere, rose de marine,roumaniou, roumarine.

Nom scientifique :Rosmarinusofficinalis, le mot romarin (Rosmarinus) dérive du latin «Ros»

rosée ;«Marinus» : marin ou de marine et en anglophones: rosmary .
5.Classification

Tableau 01 : classement de Rosmarinusofficinalis(QuezeletSanta, 1963)

Régne Plantes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceas
Genre Rosmarinus
Espéce officinalis L. Rosmarinus
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6. Description morphologique

Le romarin est un arbrisseau dont la tige pouvant atteindre deux metres, est
couverted'une écorce grisatre. Elle se divise en nombreux rameaux opposeés, tortueux. Les
fleurs sonthermaphrodites, visibles de janvier en mai. Elles sont groupées a I'extrémité des
rameaux, a labase des feuilles. Les feuilles opposées décussées insérées sur une tige a section
carrée,étroites, lancéolées, linéaires, a bords roulés en dessous, sont vertes foncé et luisantes a
la facesupérieure. Le fruit, ovoide, est entouré par un calice persistant, sec est constitué de
quatreakenes (tetrakéne). Il attire les insectes (entomophiles) pour assurer la

pollinisation(entomogame). (Boudy, 1948 ; Grégory, 1988).
7.Description géographique et habitat

Le Romarin fait partie des espéces végétales qui se présentent a 1’état sauvage dansles
zones littorales pas trop loin de la mer, les lieux sec et arides méme au Sahara. Donc
I’airegéographique du Romarin est spécifiquement méditerranéenne, il est répandu dans les
payseuropéens, en France, en Espagne, au Portugal. De ’autre c6té de Gibraltar on le retrouve
auMaroc, en Algérie, en Tunisie et en Libye, ou il est abondant, mais il devient rare et ne
semanifeste que dans quelques stations isolées en Egypte, en Israél, Liban, a Chypre,

ilréapparait en Turquie, en Grece et en Italie (Granger et al., 1976).

Figure 02 : Photo des feuilles, et des fleurs du romarin(Granger et al., 1976).
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8.Composition chimique du Rosmarinusofficinalis

L’usage traditionnel de romarin comme épice, ainsi que les propriétés thérapeutique,
alaisser plusieurs groupes de recherche a étudier la composition de la plante et les

constituantsresponsable de ces activités qui sont citées ci-dessous :
8.1.Huiles essentielles

L’huile essentielle de romarin est un liquide incolore ou jaunatre dont 1’odeur
estfortement camphré, pénétrante de saveur tres aromatique, les sommités fleuries
fournissentplus de 10 a 25 ml/Kg (Jean brineton, 1992). La teneur en huile essentielle dans
le romainvarie en fonction de I’origine géo-climatique de la plante, plus de 50 composantes
monoterpéniquesrentrent dans la composition chimique d’huile essentiel de romarin dont

lesconstituants principaux sont :

Camphre (15-25%), a- Pinéne (19 ,6 %), Bornéol libre et estérifié (10,0%), 1,8 Cinéol
(15-50%), Limoneéne (3 ,6%) (Albert et al., 1996; Deanset al., 1998 ; boukhalfaet al., 1995).

8.2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du
metabolismesecondaire des plantes, ils sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en

thérapeutique.
8.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques présents dans les romarins et a des teneurs importantes
sont(clvieret al., 1998): L’acide rosmarinique, L’acide caféique, L acide Néo-chlorogénique,

L’acide vanillig.
8.2.2. Flavoniodes

Plus de dix flavonoides sont isolés et identifiés dans le Romarin, la plus part d’entre
euxsont des dérivés de flavone parmi eux nous citons : 1’apégénine, le gondwanien, le 6-

méthoxygenkwanine, ect(cluvieret al., 1996).
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8.2.3. Ditérpenes

Actuellement, plus de douze ditrepénes isolés et identifiés dans le Romarin, ils
sontresponsables a 1’activité anti-oxydante de la plante, a titre d’exemple : 1’acide
Carnosique,lacarnosol, le 12- acide méthoxycarnosique, le rosmanol, I’epirosmanol, ect(Paris

et al.,1998;Karin et al., 1992; Inataniet al,1983 ;Clvieret al.,1996 ;Hiroygkiet al., 1995).

L’acide carnosique est le constituant majoritaire dans cette fraction phénolique, il a

une teneurplus de 0,35% (Naktanietal., 1983).
9. Propriétés du romarin

Le romarin est une herbe médicinale bien connue et considérablement

évaluée,largement répandue dans les produits pharmaceutiques et la médecine traditionnelle.

Elle est tres appréciée pour ses  propriétés  aromatiques,  anti-

oxydantes,antimicrobiennes etanti-tumorales.
9.1. Activité antibactérienne

Plusieurs auteurs ont rapporté que certains composés présents dans les extraits

duromarin possedent des propriétés antibactériennes (Georganteliset al.,2007).
9.2. Activité antifongique

La biosynthése de I’aflatoxine a été inhibée totalement par 1’huile essentielle
duromarin. Selon les auteurs les résultats indiquent le potentiel de cette huile essentielle en

tantque préservatif naturel contre /’Aspergillus parasiticu. (Rasooliet al., 2008).
9.3. Activité antivirale

Carnosol du romarin possede une activité antivirale contre le virus du SIDA
(HIV)Aruomaet al, 1996) alors que 1’acide carnosique a un effet inhibiteur trés puissant
contre laprotéase de HIV-1 (Paris et al., 1993).
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9.4. Activité anti-oxydante

L'activité anti-oxydante du romarin est connue depuis environ 30 années (Nassuet
al.,2003). En raison de ses propriétés anti-oxydantes, le romarin est largement accepté en

tantqu'épice qui a I’activité anti-oxydante la plus élevée (Wang et al.,2008).
9.5. Activité anti-carcinogene

Grace a certains composants (carnosol, rosmaridiphénol, rosmanol et

I’aciderosmarinique), le romarin est considéré comme une thérapie contre le cancer

(Atikbekkara et al.,2007).

L’étude élaborée par (Singletary, 1996) a démontré que I’extrait commercial

duromarin et le carnosol sont des inhibiteurs des tumeurs mammaires.
9.6. Activité anti -hyperglycémiant

Les observations aprés 1’administration orale de différentes doses de
I'extraitethanolique du romarin, a 3 groupes de lapins (lapins ayant une glycémie normale,
lapinsayant une hyperglycémie provoquée par 1’administration orale du glucose, lapins
diabétiquesd’alloxane) ont clairement montré que cet extrait exerce une activité
hypoglycémiante etanti-hyperglycémiante remarquable a une dose de 200 mg /kg (Bakirelet
al.,2008).

9.7. Activité anti -hypoglycémiant

L'observation apres I'administration oral de différentes dose de I'extrait éthanolique du
Romarin a 3groupes de lapins (lapins ayant une glycémienormal, lapins ayant une
hyperglycémie provoquée par [I'administration oral du glucose, lapins diabétiques
d'alloxaneont clairement montré que cet extrait exerce une activité hypoglycémiante

remarquable a une dose de200 mg 1kg (Bakirelet al.,2008).
9.8.Activité anti-acétylcholinestérase

Des extraits aqueux et méthanoliques de 11 plantes utilisés dans la médecine
traditionnelle chinoise pour I'amélioration de la mémoire ont été examinées pour évaluer leurs

activités inhibitrices d'acétylcholinestérase en utilisant la méthode colorimétrique d'Ellman.
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L'extrait méthanolique du Romarin a montré une inhibition modérée (17%) de I'enzyme a une
concentration de 0.1%. (Wang et al., 2008).

9.9.Activite anti-hépatotoxique :

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier I'effet anti hépatotoxique du
Romarin, le travail a été concentré pour I'évaluation de I'efficacité de I'extrait méthanolique du
Romarin pour normaliser certains parameétres histologiques et biochimiques du foie, aprés
I'ingestion d'un hépatotoxine le tétrachlorure de carbone(CCL4). les résultats ont indiqué que
cet extrait a empéché la peroxydation lipidique, (I'information, la nécrose, normalisé les taux
de la bilirubine, la glycogéne et l'activité du I'alanine aminotransférase) et enfin il augmenté
I'activité du glutathion-S-transférase (GST). (Wang et al., 2008).

9.10.Activité ovicide

L'huile essentielle du Romarin s'est avérée un agent ovicide contre trois especes de

moustique (Anophelesstephensi, Aedesaegyptiet, Culexquinquefasciatus

Ont trouvé que cette huile présente une activité répulsive contre les moustiques.
(Rasooliet al., 2008).

9.11.Autres Activités :

e [’extrait ethanolique des picces aériennes du romarin possédent une activité
antinociceptiveet  anti-inflammatoire  tres  importante, ce qui  renforce

I’utilisationmédicinale traditionnelle de cette plante. (Gonzalez-Trujanoet al., 2007).

e L'extrait hydro-ethanoligue du romarin a une activité diurétigue et un
effetconsidérable sur I'excrétion urinaire d’eau et des électrolytes (Nat, K + etC)
(Halouiet al.,2000).

10.Propriétés et emploi de ’espéce

Le romarin est utilisé comme arbuste ornementale et pour les haies bien exposées a la
lumiére. En usage traditionnel ses feuilles sont utilisées en tisanes ainsi que sur les blessures

et les plaies (Dorvant, 1982).
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Le romarin est employé dans le traitement de plusieurs maladies, son usage peut étre

interne ou externe.
10.1. Usage interne

Il est utilis¢ sous forme d’infusion, extrait fluide ou autre préparation galénique
contreles douleurs d’estomac. Il est associé fréquemment a d’autre cholagogues et
cholérétiquespour favoriserles fonctions d’élimination rénale et digestive et dans le
traitementsymptomatique de troubles digestifs. Le romarin était déja cité en
médecinearabeclassique.Pour ces propriétés hépatotrope et emménagogue qui sontdues a la
présence des flavonoides. Comme il lutte contre ladiarrhée, la fermentation intestinale, les
spasmes et les troubles hépatiques. 1l stimule lesgrandes fonctions nutritives et hormonales,
améliore la circulation sanguine et lutte contrel’asthme, épilepsies, dyspepsies atomique ainsi
que contre les céphalées et les migrainesd’origine nerveuse, les vertiges et les troubles de

mémaoire.

En Turquie, la décoction de feuilles du romarin a été traditionnellement

employéepourtraiterles diabétiques (Bakirel et al. 2008).
10.2. Usage externe

Le romarin est un cicatrisant des plaies et des brulures. C’est un antiseptique, et un
excitant du cuir chevelu (arréte la chute des cheveux) (Bakirel et al. 2008).1I constitue un

excellent parasiticide, un antirhumatismal, et il est également utilisé comme antigoutteux.
10.2.1. En industrie agro-alimentaire

Les extraits végétaux de romarin présentent un pouvoir antioxydant et peuvent étre
appliqueés a la conservation des aliments et des huiles lipidiques. Ces propriétés sont dues aux

acides polyphénoliques (rosmarinique, caféique) (JeaunBrineton, 1999).

Les deux, I’épice et I’huile sont largement utilisés en alimentation, 1’épice est
utilisédans les boissons alcoolisées, les aliments cuits, viande et produits de viande, sauces,
lesaliments industriels et autres avecle niveau maximum est d’environ 0,4% dans les
alimentscuits. L’huile est utilisée dans les boissons alcoolisées et non, les desserts
glacés,confiseries, aliment cuits, viande avec le niveau maximum utilisé est d’environ

0,003%(JeaunBrineton, 1999).
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10.2.2. En industrie cosmétique et parfumerie

Au 19¢émesiécle 1’essence de romarin est utilisée dans la fabrication de la trés célébre
eau de Cologne de la reine de Hongrie.Aujourd’hui, elle entre dans la composition de
savonnerie, détergent, créme, 1’eau de toilette, des poudres, du dentifrice et des bains de

beauté ; le taux d’utilisation maximum rapporté a 1% (JeaunBrineton, 1999).

10
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1. Définition

Candida albicansest une levure commensale de la voie orale, vaginale, gastro-
intestinale, cutanée et des surfaces muqueuses. Elle est considérée comme pathogéne fongique

opportuniste le plus commun chez I’humain.

Candida albicans, souvent associé a un champignon microscopique, est un
microorganisme de la famille des levures qui se trouvent normalement dans 1’organisme
humain en quantité relativement limitée. Cette levure représente la cause de pathologies
graves et dont la fréquence reste constante (Pfaller et Diekema, 2007) malgré le
développement de nouveaux moyens thérapeutiques, en particulier chez des patients

immunodéprimés (Anofel, 2007)

En réponse a des changements dans 1I’équilibre nutritif ; la température et le ph ; des

transitions morphologiques entre la forme levure et la forme hyphe peuvent étre subites.

Exceptionnellement et sous certaines conditions ; Candida albicanspeut former des

chlamydospores(sudbery et al., 2004).

Cette levure possede des mécanismes d’adaptation complexes ; lui permettant de
survivre dans diverses conditions environnementales et de causer une grande variété
d’infection : superficielles (candidoses muco-cutanées) ou profondes (candidoses
systémiques, souvent mortelles). La transition saprophyte-pathogene s’opére a la suite d’ une
baisse des défenses immunitaires de I’hote (locales ou générales), permettant la multiplication

des levures (Segal ,2005 ; Sarazin, 2010).

"«

Figure 03 . Candida albicans(Sudberyet al., 2004).

11
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2. Historique

Les vaginites mycosiques deviennent actuellement les principales causes de vaginite
en général. Il est assez fréquent de mettre en évidence dans les sécrétions vaginales des

filaments mycéliens divers.

En 1840, Wilkinson établit une corrélation entre une vulvo-vaginite et la présence. En
1875, Haussamann prouve la pathogénicité de Candida albicanspour les voies geénitales
féminines en provoquant, par inoculation des pertes de malades porteuses de champignons,
une vulvo-vaginite chez les témoins sains. En 1909, de nombreux auteurs décrivent des cas
d’affections uro-génitales aigus ou chroniques en rapport avec la présence de Candida
albicans. En 1938, Jones Martin et Durant identifierent les especes suivantes
Candidaalbicans 44 % Candida stelloide 43,7 % Candida tropicalis 1,3 % Candida
parakruessei 1% Depuis cette date, nombreuses publications sont faites dans ce domaine
notamment par : Feo et Dellette (1953), Halde et Dragon (1956) Drouhet(1965) En 1939, le
nom de candidose a été donné sur décision du congres international de microbiologie a New
York. 3.

3. Classification

Le genre candida compte 196 especes, dont seulement une dizaine ont été reconnues
pathogenes pour I’homme, en raison de leur faculté d’adaptation a la température de 37 0C

(Benmansour, 2012).

Tableau 02 .classification botanique de Candida albicans(Browser, 2007)

Reégne Champignons
Division Eumycota
Phylum Deuteromycotina
Classe (Blastomycete (levures asexees)
Ordre Moniliales
Famille Moniliaceae
Genre Candida
Espéce Candida albicans

12
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4 Habitat

Candida albicans est une levure de forme variable ronde a allongé. Commensale dans
le tube digestif de I’homme, des mammiféres et des oiseaux. Il n’est normalement jamais
retrouvé dans I’environnement a moins d’une contamination par ’homme ou 1’animal. Cette
levure est un opportuniste qui devient pathogene sous 1’effet de facteurs favorisants généraux

ou locaux (Segal, 2005).
5.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 (Bourée, 2001). La seule
structure différenciant la levure d’une cellule eucaryote « classique » est la présence d’un
systeme vaculo-vésiculaire, évoluant en relation avec le cycle cellulaire et la division et
impliqué en majeure partie dans la synthese de la paroi (Barelle et al., 2006). Cette derniére
donne a la levure sa forme et sa stabilité mécanique. Elle est aussi une zone de contact entre la

cellule et son environnement (Ruiz-Herrera, 2006).
5.1.Structure intracellulaire

Candida albicanspossede tous les organites intracellulaires caractéristiques des
eucaryotes : unnoyau, délimité par une double membrane nucléaire, et renfermant huit
chromosomes, unnucléole ; un réticulum endoplasmique (Chu et al, 1993), une membrane

plasmique estrecouverte d'une paroi qui donne a la levure sa forme et sa stabilité mécanique.
5.2. La paroi

Candida albicanspossede une paroi qui exerce des fonctions essentielles telles que la
protectioncontre les stresses physiques extérieurs et contre la lyse de la cellule par
turgescence. De plus,cette structure rigide est dotée d’une grande plasticité ce qui permet a la

cellule de semaintenir sous différents morphologies.

La paroi de C. albicans(figure 3) est une structure en perpétuelle évolution d’environ
uncinquieme de micron d’épaisseur protégeant la cellule, lui conférant sa forme et par
laquellepasse la majorité des régulations avec 1I’hote. La couche interne de la paroi est
constitueeprincipalement de polysaccharides : B —glucanes (lls comptent pour 50-60 % de la

13



Partie 1 : Revue bibliographiques Chapitre 11 : Généralité sur Candida albicans

massetotale de la paroi) (Ruiz-Herre ra et al, 2006) et chitine (composant mineur de paroi)
qu’estun polysaccharide linéaire fait de plus de 2 000 unités de N-acétylglucosamine(Reiss et
al,1992).

Couche interne Couche externe

B

™ 2\ chitine

Figure 04: Organisation moléculaire de la paroi de Candida albicans(Ruiz-Herre ra,
FEMSYeastRes, 2006)

Mannoprotéinesse sont nombreuses a la surface de la paroi de C. albicans, ainsi qu’au
niveaude la cicatrice de bourgeonnement (Horisberger et al, 1988), (Ruiz-Herrera et al,
2006).

La paroi contient également un certain nombre de protéines (6-25 %) ayant une
activitéenzymatique. En particulier la N-acétylglucosamidase, la phosphatase acide, la

protéinase, laglucanase et la chitinase (Poulain et al, 1995).

La paroi contient aussi des lipides qui représentent que 5 a 17 % du poids total de la
paroi, laprésence de phospholipides, de triglycérides et de stérols libres ou estérifiés a ainsi
étéobservée. Un lipide intéressant de la paroi de C. albicansest le phospholipomannane (Mille
etal, 2004).

6. Forme de résistance :

Dans certaines conditions de cultures, chez Candida albicans, des grosses spores
peuvent apparaitre sur les filaments mycéliens, ces spores sont rondes ou ovales, a paroi

épaisse, de 6 a 12 micrométres de diametre, se sont des chlamydospores (Odds, 1979).

14
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6.1. La formation de biofilm
6.1.1. Définition d’un biofilm

Le biofilm est un amas de microorganismes adhérant a un support, enrobés d’une
matrice exo polysaccharidique (Hawse et al., 1995)a une surface ou une interface en milieu
humide ou aqueux (Costerton et al., 1994)

Les biofilms se constituent sur toute interface solide/liquide et sur les tissus vivants. Ils
constituent une barriére protectrice pour le tissu sous-jacent contre les agréssions physigues,

chimiques, thermiques et biologique.

Par contre lorsque I’organisme s’affaiblit et que ses défenses sont perturbées, les
biofilms peuvent étre des réservoirs microbiens a I’origine d’infections. La structure d’un

biofilm est tout a la fois hétérogéne, micellaire, filtrante, évolutive.
6.1.2. Les étapes d’évolution d’un biofilm
On distingue quatre étapes dans 1’évolution d’un biofilm :(Hawse et al., 1995).

e Une phase planctonique : les microorganismes sont a 1’état libre au sein de liquide

dans lequel le support est immergé.

e Une phase d’adhérence au support : des microorganismes de la phase liquide se

fixent sur le support et y forment des communautés pionniéres.

e Une phase de recouvrement (attachement) : les communautés pionniéres proliférent
jusqu’a recouvrir toute la surface disponible du support avec formation d’une
monocouche ; ceci facilite la fixation d’autres microorganismes sur de nouvelles

couches.

e Une phase de croissance ou phase sessile : la prolifération des microorganismes.

15
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Figure 05:Formation de biofilm chez Candida albicans(Hawse et al., 1995).
7.Caractéres morphologiques

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Chu et al., 1993), se
reproduit de facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mere (le
blastospore), formant ainsi des colonies blanches crémeuses. Au niveau morphologique, cette
levure peut mesurer de 3 a 15 um, et est caractérisée par un polymorphisme que 1’on peut
retrouver in vitro et in vivo et qui lui permet de se soustraire aux défenses liées a I’'immunité
cellulaire. En effet, certains parametres tels que le pH, la température ou encore la richesse du
milieu de culture influencent I’aspect morphologique que peut prendre C.albicans(Graser et
al., 1996)(figure 01)

La forme blastopore, ronde ou ovalaire, mesurant de 2 a 4 um avec un bourgeon de
formation; - La forme pseudomycélium, mesurant de 500 a 600 um de longueur et de 3 a 5
um de largeur, composée d’un assemblage de cellules mises bout a bout pour simuler un
filament mycélien; - La forme mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de
I’espece C.albicans, ou la conversion d’une levure en filament mycélien passe par
I’intermédiaire d’une structure appelée le tube germinatif. Cette forme favorise I’invasion des

tissus et des organes de 1’hote (Gow, 2002).
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Figure 06: morphologie de Candida albicans(Lagane, 2007)

Sous certaines conditions environnementales extrémes en terme de milieu et de
température, C.albicans peut aussi former des chlamydospores, qui sont des structures
terminales ou latérales arrondies. Elles sont formeées par épaississement du thalle, mesurent
deux fois la taille du blastospore et possedent une paroi plus épaisse. Les chlamydospores
sont la forme de résistance de C.albicans et participent a I’identification du champignon en
laboratoire. Elles sont rarement mises en évidence in vivo (Cole et al., 1991). Toutes ces
transitions morphologiques se mettent en place en réponse a des changements de conditions
environnementales, et permettent ainsi au champignon de s’adapter a différentes niches

biologiques (Molero et al., 1998) .
8. Caractéres physiologiques

Les différentes especes de candida se distinguent par leurs caractéres nutritionnels et
biochimiques. Nous nous intéresserons plus particulierement a Candida albicans; qui est la

levure pathogéne la plus frequemment rencontrée (Benmansour, 2012) :

e Cette espéce posséde la propriété de fermenter le glucose et le maltose mais pas le

lactose, ni le raffinose, ni le saccharose.

e Elle est incapable de réduire les sels de tétrazolium et de transformer en un composé

coloré (la colonie restera blanche)
e C.albicans n’est pas inhibé par I’actidione.

e C.albicans réduit le sulfite de bismuth (milieu de Nickerson Cator).
17
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e C .albicans n’¢labore pas d’uréase.

e C.albicans produit une protéase keratolytique, capable de digérer la couche cornée de
I’épiderme, d’ou la pathogénicité du champignon lorsqu’il est présent a la surface de

la peau.
9.Caractéres biologiques de Candida albicans
9.1.Milieu de vie

Toutes les especes du genre Candida sont aérobies. Il vit exclusivement sur les
mugqueuses, mais il peut cependant survivre dans le milieu extérieur. Mais il est détruit par le

lavage du linge, la stérilisation du matériel médical et des cathéters.
9.2.PH:

In vivo, l'acidité gastrique ou vaginale n'altére pas sa vitalité. En effet, la croissance est
possible pour des pH allant de 3 & 7. En revanche, en milieu alcalin, I'assimilation des
nutriments par les Candida est inhibée.

9.3. Température

Croissance entre 20°C et 30° C pour la majorité des levures. Les especes pathogenes
sont capables de croitre a 37 ° C. (Euzeby, 1994).

Malgré la dominancede Candida albicans, les espéces non albicans, notamment
Candida glabrata, Candida parapsilosis et Candida tropicalis, sont souvent isolées en

milieuhospitalier (Silva et al., 2009).
9.4. Nutrition

Les champignons sont des organismes hétérotrophes, c'est a dire qu'ils sont incapables
de synthétiser leurs molécules carbonées a partir du dioxyde de carbone atmosphérique.
llsvivent donc aux dépens de la matiére organique préformée .Le passage des substances se

fait par absorption (Koenig ,1995)
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e Besoin en carbone

Il utilise le carbone du glucose, du maltose, du saccharose, du galactose, du xylose,
dutréhalose, du 2-cétogluconate, du méthyl-glucoside, et de la N-acétylglucosamine. Les
capacités d'assimilation different selon les espéces et servent ainsi pour leur détermination
(KOENIG, 1995).

e Besoin en azote

Il a besoin d'une source d'azote. Pour apprécier les besoins du champignon en dérivés
azotés (KOENIG, 1995).

e Besoin en vitamines

Les vitamines du groupe B (notamment la biotine = vit B8 = vit H) mais aussi la
thiamine (vit Bl), et la vitamine B5, sont indispensables a la croissance et sont souvent

incorporées dans les milieux de croissance (KOENIG, 1995).
e Besoin en fer
C'est un élément indispensable a la croissance du Candida.

En effet, comme chez toute cellule vivante, le fer et d'autres métaux lourds, constituent

chez les champignons un facteur de croissanceessentiel.

Une surcharge en fer a été décrite au cours d'infections bactériennes mais aussi

fongiques.

En effet, la plupart des champignons (Candida, Aspergillus, Mucor ...) secretent des
sidérophores, composés de faible masse moléculaire, possedant une trés haute affinité pour
I'ion ferrique (GRILLOT, 1996).

10. Critére d’identification :

Il existe plusieurs techniques qui permettent d’identifier C.albicans en laboratoire

comme par exemple :

e Le test de germination positif, en effet C.albicansformera un hyphe sans constriction

lorsqu’elle est placée dans du plasma de lapin a 370C.
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e Le test de chlamydospore sera positif sur milieu RAT du a la présence de tween 80.
e Test de I'uréase négatif sur milieu Christensen.

e Colonie blanche créeme, luisant et crémeuse sur gélose sang ou Saboraud(Bennett et
Johnson, 2003).

11.Pouvoir pathogéne :

Candida albicans est saprophyte, elle devient pathogene s’il elle est retrouvée en
grand quantité, elle provoque un érytheme cuisant recouvert par fois de dépbts blanchatre
crémeux. Sur la peau Candida est pathogeéne, elle est source de placards érythémateux

prurigineux émiettés (Bouvenot et al., 1996).
12.Mode d’action

La levure Candida albicans se trouve naturellement dans 1’appareil respiratoire,
labouche (chez la plus part des étres humaines) ainsi que dans le vagin (chez la plus part des
femmes) cette derniére ne cause aucun probléme chez les individus en bonne santé car
samultiplication est contrélée par les microbes vivants aux alentour de la levure, si
undéséquilibre survient C.albicanspourra se multiplier et produire ainsi - une
candidose(Kunkel, 2008).

13.Mode de contamination

Candida albicans et les autres espéces de cette famille peuvent étre transmis d’homme
a I’homme ou par des sources extrahumaines, I’air, matériel médical souillé (pose de
cathéters), le Nouveau-né et le nourrisson se contaminent le plus souvent au contact de la
mere, I’infection de candida albicans chez I’homme est une infection transmise d’une maniére
endogene a partir de la flore intestinales, et méme peut se transmettre par voie sexuelle (Del

palacio et al ; 2008).
14.Milieu de culture

Candida albicans croit sur des milieux tel que Sabouraud PCB, RAT (RICE AGAT
TWEEN) (Vaubour, 2007), Avec la présence d’un antibiotique comme chlorampheénicol
quidoit étre ajoutée au milieu pour éviter le développement des bactéries et aussi

toutecontamination par ces derniéres, la levure est incubée 24 & 48H a 37°C (Raoult,
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1998),L’aspect des colonies sur milieux de culture est caractérisé par des colonies
blanches,crémeuses, lisses et brillantes, certains colonies sont plus rugueuses, apres quelques
jours de croissance on observe des filaments qui s’enfoncent dans la gélose (Datry et

Sehrine, 2010).
15. Sérologie :

La detection des anticorps anti-Candida a un role limité. Bien que la production
d’anticorps soit plutdt le reflet d’une colonisation, un ¢élément dans la décision de prise en
charge thérapeutique. Au laboratoire de parasitologie-mycologie de Grenoble, on utilise une
technique d’immunofluorescence détectant des anticorps dirigés contre des antigénes

(maison).

Si ce test est positif, il sera confirmé par une technique d’immunoélectrophorese (IEP).
D’aprés leurs caractéres antigéniques et notamment la nature des peptidomannanes pariétaux,

on consideére deux syrotypes de C.anbicans :
e |esyrotype A.
e Le syrotype B (Rispail, 2005).
16. Mécanismes de pathogénicité et facteurs de virulence

De facon générale, le réle infectieux de Candida albicans, pathogéne opportuniste,
semble favorisépar une combinaison de facteurs liés aux statuts immunologique et
physiologique de I’hdte, ainsi qu’ades facteurs liés au microorganisme, plutdt qu’a un facteur
de virulence unique. Les infectionscandidosiques sont ainsi probablement initiées par une
diminution des défenses de 1’hote qui modifiel’équilibre de commensalisme au profit de la

levure, et entraine le basculement du stade decolonisation a celui de 1’infection.

Les infections de la peau et des muqueuses telles que les candidoses vaginales par
exemple, sontprincipalement dues a des modifications du pH et de I’environnement
microbien, alors qu’une atteintesystémique est habituellement associée a une insuffisance des
défenses de I’hote, telle que celleprésentée par les patients hospitalisés en cancérologie
soumis a une chimiothérapie ou a uneantibiothérapie a large spectre. La séquence des
évenements qui contribuent a I’installation deCandida albicans chez son héte peut se résumer

en trois étapes clés :
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e Adhérence et colonisation.

e Invasion au niveau des tissus.

e Multiplication et survie chez I’hote.
Plusieurs facteurs de virulence ont été proposés :

- L’adhérence aux surfaces : elle peut se faire au niveau des muqueuses, mettant en jeu
desinteractions spécifiques de type ligand / récepteur avec les mannoprotéines de la paroi de

la levure. On parle d’adhésines, telles que celles de la famille d’Als1 (Hoyer et al, 1998).

- L’adhérence peut se faire aussi a partir de la formation de biolfilms(Douglas, 2003) a
I’occasion d’un traumatisme de fagon iatrogeéne ou chirurgicale par I’introduction de matiéres
plastiques telles que les cathéters, les sondes urinaires... De plus, I’hydrophobicité de la paroi
du champignon favorise une interaction non spécifique avec les épithéliums. Il a été montre
que la nature et le degré de glycosylation des protéines de la paroi altérent cette
hydrophobicité. Ceci pourrait expliquer en partie le fait que certaines souches ou sérotypes de

Candida albicans soient plus adhérents que d’autres a un type cellulaire donné de I’héte.

- La formation de mycéliums vrais et de pseudomycéliums : en général, le passage de la
forme levure a la forme plus ou moins filamenteuse est associé a la virulence. Les tubes
germinatifs, structures intermédiaires entre le blastospore et le mycélium augmentent
I’adhérence aux cellules épithéliales et favorisent la colonisation (Rotrosen,1985),en
induisant la propre endocytose du pathogene . Par la suite, la production d’hyphes augmente

I’invasion et la destruction tissulaire,(Filler, 1995).

- L’interférence avec la phagocytose :Candida albicans est capable de produire des peptides
acides pouvant inhiber la liaison aux phagocytes et le métabolisme oxydatif. De plus, la
levure peut induire 1’apoptose des macrophages et des neutrophiles échappant ainsi aux

cellules du systeme immunitaire (Rotstein, 2000).

- L’interférence avec le complément : les adhésines fongiques (mannoprotéines),
apparentées au récepteur CR3 des lymphocytes, peuvent étre affines pour certains composants
matriciels plasmatiques tels que la fibronectine, mais aussi la fraction C3bi du complément,

perturbant ainsi la phagocytose de la levure,(Ibata-Ombetta,2003)
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- Les enzymes : la sécrétion d’enzyme hydrolytique au cours de I’infection favorise la

virulence en dégradant les surfaces des muqueuses de 1’hote ainsi que ses défenses
immunitaires. (Schaller, 2005).

Enzymes sont des aspartyl protéinases (Saps) (Monod, 2002), des phospholipases
(Ghannoum,Ghannoum) et des lipases (Fu. Y,1997).
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1. Les Candidoses :
1.1. Définition de candidoses :

Les candidoses sont les infections a champignons levuriformes les plus fréquentes et
qui se développent en faveur de la chaleur et de I'numidité. Elles se manifestent aux mémes
endroits que les dermatophytoses, mais il existe aussi des formes buccales, génitales et

systémiques (Calderone et Fonzi, 2001).

Il y a méme eu rapport d'endocardites a Candida albicans (Maertens et al., 2001;
Kaloterakis et al., 2003).

1.2. Facteurs de risques d’infection candidosique :

Le champignon pathogéne opportuniste C. albicans exprime de nombreux facteurs qui
contribuent a sa virulence. Sa capacité¢ d’adaptation qui est liée a sa variabilité structurale et
antigénique ne considére que la capacité d’adhérer aux composés de 1’hote, le dimorphisme et
la sécrétion de protéases et de phospholipases soit les trois facteurs de pathogenicité

principaux chez C. albicans (Calderone et al., 1994).

Il existe de nombreux facteurs pour le développement des candidoses et des

candidémies. Ils sont regroupés en deux catégories :
1.2.1. Intrinséques :

Les facteurs intrins€éques sont : la colonisation : c’est le facteur de risque principal ;
I’antibiothérapie, la neutropénie/immunodépression (sida) ; la hémopathie maligne/cancer ;
les traumatismes ; ’influence rénale ; 1’age extréme ; le faible poids a la naissance ; et le

nouveau-né prématuré (Charles et al., 2005).
1.2.2. Extrinseques :

Les facteurs extrinséques sont : la chirurgie (digestive principalement), 1’iatrogeéne
(antibiotique, prophylaxie par antifongiques, corticostéroides), 1’chimiothérapie, 1’épuration
extra-rénale, le dispositif implantables ou matériels, la ventilation mécanique, la nutrition

parentérale, et la durée d’hospitalisation (Kourkoumpetis et al, 2011).
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1.3. Types de candidoses :

Au niveau clinigue, les candidoses peuvent étre classees en deux groupes :
e Les candidoses superficielles.
e Les candidoses profondes.

1.3.1. Candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes et sont trés
variées. Elles peuvent atteindre les surfaces épidermiques et les muqueuses telles que la cavité
buccale, le pharynx, 1’oesophage, les intestins, le systéme urinaire, et la muqueuse vaginale,
(Barelle, 2006).

1.3.1.1.Candidoses digestives :

Ce sont les affections les plus représentées. C’est au niveau de l’intestin et de
I’estomac, les plus importants réservoirs de Candida albicans, que se multiplient les levures.
Ceci entraine des troubles digestifs qui peuvent devenir chroniques : aigreurs, douleurs
oesophagiennes, douleurs stomacales, diarrhées, constipation, colite intestinale, (Poulain,

1989). Parmi les affections digestives on distingue :

- Candidose orale : manifestation la plus fréquente des candidoses, concerne a la fois les
sujets non immunodéprimés et les sujets immunodéprimés, avec un caractére de gravité
systématique chez ces derniers. L’intérét porté a cette infection s’est accru ces dernieres
années, car elle constitue 1’'une des manifestations orales de I’infection par le VIH, mais elle

peut aussi survenir chez des patients leucémiques ou cancéreux ;

- Candidose au niveau de la muqueuse oesophagienne : cliniquement, elle se traduit par

une dysphagie douloureuse, un pyrosis et une sensation de brilure au passage des aliments.
L’examen révele des membranes blanchatres reposant sur une muqueuse trés inflammatoire ;

- Candidose au niveau de la muqueuse gastro-intestinale : elle intéresse tout 1’intestin, de
I’estomac au colon. Les Iésions se présentent comme un muguet intestinal avec des
ulcérations. Elle se manifeste par des douleurs abdominales atypiques, des nausées et des

vomissements.
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1.3.1.2.Candidose orale et VIH :

Parmi les infections opportunistes du malade VIH+, les candidoses oropharyngees
sont les plus fréquentes : plus de 80% des patients VIH+ développent une candidose orale a
un stade quelconque de la maladie (Paya,2001). Elle peut étre un signe révélateur de la

maladie, étre récurrente et s’aggraver par extension a 1’oesophage.

En effet, I’intensit¢é de I’effondrement des lymphocytes T CD4+ est en relation
presque directe avec la forme clinique de la maladie : entre 300 et 700 CD4+/mm3 les
candidoses uniquement oropharyngées sont les plus fréquentes. En dessous de 100
CD4+/mm3, I’oesophagite candidosique apparait.

Toutefois, la prévalence de ce type de 1ésions orales a diminué avec 1’introduction
dans les années 90 de la trithérapie. Ce traitement antirétroviral diminue la réplication virale
et augmente le taux de lymphocytes TCD4+, entrainant une amélioration de I’'immunité et une

réduction de I’incidence des infections opportunistes, (Paya, 2001)
1.3.1.4. Candidoses uro-génitales :

La vulvo-vaginite est une affection extrémement fréquente chez la femme. En effet, on
estime qu’environ 75% des femmes en activité génitale feront un épisode de candidose vulvo-
vaginale. Les symptomes les plus évocateurs sont I’existence de leucorrhées abondantes
blanchatres, d’aspect granuleux, et d’un prurit vulvaire souvent intense. Le point de départ
d’une telle infection reposerait sur un dysfonctionnement hormonal ou immunitaire local. La
récidive de la candidose vulvo-vaginale est un phénomeéne assez fréquent. Le caractére
récidivant des infections candidosiques chez la femme est susceptible d’induire, lors de
traitements répétés, des phénomenes de résistance aux traitements passant par I’émergence de

souches moins sensibles (Samaranayake, 2002).

Chez I’homme, I’atteinte génitale par Candida albicans est plus rare et correspond a
une balanite mycosique ou balanoposthite, qui débute au niveau du sillon balano-prépucial,
puis s’étend au gland et au prépuce. L’homme n’est pas porteur sain de la levure au niveau
génital. Le développement de ces symptdmes cliniques est plutét secondaire a un rapport

sexuel.
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Une cystite candidosique peut s’observer essentiellement chez le patient diabétique
ainsi que sur des malades porteurs d’une sonde vésicale a demeure. La I€sion est localisée au
niveau du bassinet avec la formation d’une boule fongique. Elle s’accompagne d’une

inflammation du méat urinaire et d’une urétrite, (Lopez-Ribot, 2004).
1.3.1.5. Candidoses cutanées et unguéales :

Ces candidoses des plis se manifestent par un érytheme, associé a un enduit crémeux
blanchatre, et sont souvent prurigineuses. Elles sont favorisées par 1’obésité, ’humidité et la

macération, ainsi que le manque d’hygiéne. On distingue classiquement deux grands types :

- Pintertrigo des grands plis : concerne les plis inguinaux, axillaires, abdominaux,

sousmammaires, interfessiers...

- Pintertrigo des petits plis : concerne les plis interdigitaux palmaires, plus rarement les plis

interdigitaux plantaires.

Les onyxis et périonyxis candidosiques siégent préférentiellement aux mains. Candida
albicans pénetre d’abord le bourrelet péri-unguéal et provoque un périonyxis. L’onyxis fait
habituellement suite au périonyxis. La contamination se fait le plus souvent a partir d’un

réservoir chez I’individu méme (Andrutis, 2000).
1.3.1.6. Candidoses cutanéo-muqueuses chroniques :

Ces candidoses sont relativement rares et peuvent toucher des enfants dans les
premiéres années de leur vie. La premiére infection a Candida albicans est généralement bien
contrdlée par le systéme immunitaire de 1’hote. Cependant chez certains patients, dont le
systéeme immunitaire est fragilisé, ces infections deviennent récidivantes. Peu a peu, les
symptomes deviennent chroniques et les défenses immunitaires trop sollicitées tolérent
désormais un pathogeéne qu’elles sont incapables d’¢liminer. Ces affections chroniques

touchent principalement les muqueuses buccales, les ongles et la peau (Douglas, 2003).
Le facteur colonisation

La colonisation préalable du tube digestif a Candida est vraissemblablement un des

premiers facteurs du développement éventuel d’une infection. Ainsi, le risque de développer
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une candidose invasive augmente de facon significative des que plus de deux sites sont

colonisés.

L’origine de la colonisation est essentiellement endogeéne, cependant dans des
observations de rechute apreés traitement antifongique, il a été montré que les souches étaient
différentes entre les infections successives, suggérant une infection d’origine exogene. En
clinique, la survenue d’épidémies dans des unités a haut risque a suggéré que les levures du
genre Candida puissent se propager par transmission exogene entre les patients via les
professionnels de la santé. On parle alors de contamination croisée.Toutefois, cette
contamination croisée semble rare et la responsabilité de cette voie de contamination

nosocomiale n’est pas forcément établie (Ruiz-Herrera, 2006)..
1.3.2.Candidoses profondes

Les candidoses profondes, encore appelées systémiques, recouvrent les septicémies a
Candida et les affections viscérales profondes dont le point de départ est le plus souvent une
dissémination hématogéne. Rares il y a quelques années, elles surviennent surtout chez des
patients hospitalisés dans les unités de soins intensifs, dans les services de réanimation
médicale ainsi que dans les unités d’onco-hématologie. A ce titre, elles occupent désormais le

4éme rang des infections nosocomiales en Europe et aux Etats-Unis. (Paya,2001).
Les septicémies a Candida albicans peuvent avoir deux origines :

- une origine endogéne a partir d’une infection préexistante au niveau digestif. La
dissémination se fait alors par le systeme porte, (Andrutis, 2000). Pour atteindre des organes

plus profonds, et notamment le foie, la rate, et plus rarement les poumons.

- Une origine exogene, a partir d’un acte thérapeutique impliquant un traumatisme vasculaire
(cathéters, prothéses). Dans ce cas, 1’origine de la levure est exogéne. Elle va adhérer au
cathéter, le coloniser pour former un biofilm, puis franchir la voie veineuse pour atteindre des

organes tels que la rétine de 1’oe¢il, le coeur, le foie et les reins (Castaldo, 1991)

La symptomatologie est aspecifique. Elle se présente habituellement comme une
fievre persistante ne répondant pas a une antibiothérapie antibactérienne a large spectre. L’état
est en général dégradé et associé a des douleurs diffuses. Cet état peut entrainer un choc

septique conduisant a la mort du patient.
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2. Infections urogénitales :

Avant-propos De nombreuses maladies humaines sont dues a 1’action d’agents
pathogénes microscopiques qui se développent au sein d’un tissu ou d’un organe. Ces germes
sont d’origine bactérienne, virale ou mycosique, qui cause des maladies infectieuses. Parmi
ces infections on distingue I’infection urogénitale qui représente la deuxieéme pathologie

infectieuse apreés celle des voies respiratoires (Perry et al., 2004).

Le systéme urogénital est composé de deux appareils qui ont chacun une fonction bien
Précise :

e L’appareil urinaire est chargé de purifier sang et de maintenir constante sa

composition grace a un triple mécanisme de filtration, de sécrétion et de réabsorption.
e L’appareil génital est chargé de la reproduction de I’espéce (Eline, 2008).
2.1. Appareil urinaire :

L’appareil urinaire se compose de deux volumineux organes, les reins .Grace a leurs
fonctions de filtration, de sécrétion et de réabsorption, ils forment 1’urine qui est acheminée
vers la vessie grace aux deux ureteéres. Une fois dans la vessie, 1’urine est évacuée hors de

I’organisme par 1’urétre (Eline, 2008.Figure06).
2.2. éléments constituants ’appareil urinaire :
2.2.1. Haut appareil urinaire :

e Lesreins : Ce sont deux organes en forme de haricot qui mesurent environ 12 cm de
longueur, 6 cm de largeur et 3 cm d’épaisseur Chaque rein pese en moyenne 150gr ,
Ils sont situés en arriére du péritoine, de part et d’autre de la colonne vertébrale entre
la 11éme vertébre dorsale et la 3eme vertebre lombaire A cause de la présence du foie,

le rein droit est un peu plus basse que le gauche (Eline, 2008).

e L’uretére : Un conduit musculo-membraneux d’environ 4a5 mm de diamétre et de

25mm de long qui véhicule les urines du bassin et a la vessie (Eline, 2008).
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2.2.2. Bas appareils urinaires :

e La vessie : Est un réservoir musculo-membraneux, qui regoit et emmagasine 1’urine

dont I’évacuation est assurée par 1’urétre (Eline, 2008).

e L’uretre : Posséde une tunique musculaire et des sphincters lisses et striée.

aorte abdominale
veine cave inférieure

rein gauche +
tronc ceeliaque

glande surrénale substance corticale

T
nr 3
“ artére rénale y substance médullaire
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hile du rein ' b calice
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veine rénale

ureteére

artére illague commune

veine iliague commune artére lllaque interne

vessie

uretre

Figure 07: L’appareil urinaire (Eline, 2008)
2.2.3. L'urine
a. Définition de I'urine

L’urine est un liquide biologique composé de déchets de 1’organisme, elle est secrétée
par les reins par filtration du sang, qui sera expulsée hors du corps par le systéeme urinaire, elle
fonce lorsqu’elle est concentrée par insuffisance d’apport d’eau ou en cas de perte hydrique
par transpiration, par exemple. Sa coloration est due a des pigments produits par le

métabolisme de I’hémoglobine.

Sa production set le résultat de la fonction excrétrice du rein. Sa composition est liée a

celle du plasma, dont elle est un filtrat. L urine est acide (Fleche, 2012).
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b. Caractéres physicochimiques de I’urine
L’urine d’un sujet sain présente plusieurs parametres :

e Volume : 1000-1600 ml en 24h. Ce volume peut étre réduit de moitié environ a la

suite de grandes chaleurs ou de divers exercices corporels.

e Couleur : jaune ambrée liée aux pigments qu’elle contient tels 1’urochrome et

I’uroerythrine.

e Limpidité : D’urine normale fraichement émise renferme toujours des cellules
épithéliales, du mucus de sédiment, et constitue le dépét floconneux. Les leucocytes

qu’elle contient peuvent également de facon légére diminuer sa clarté.

e Odeur : légére, cependant des bactéries peuvent transformer ’urée en carbonate

d’ammonium (cas de cystite) et donner une odeur ammoniacale.

e Poids : déterminé a 1’aide d’un pycnométre 1’urine recueillie 24h pése environ 1,020
kg (Lavigne.2007).

c. Constitution physiologique de ’urine

L’urine d’une personne saine est composée de 95% d’eau dans laquelle les déchets du
métabolisme sont dissous. Les principaux constituants sont mentionnés dans le tableau 1.

Tableau 1. Les principaux constituants de I’urine (Chouba et al., 2006).
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Tableau 03: Les principaux constituants de 1’urine (Chouba et al., 2006).

Principaux constituants d’urine Volume habituelles
Eau 9500\l
Urée 20a 30 g\l
Chlorure 6a 10 g\l
Sodium 54 6,5 g\l
Phosphatases 1,5a 3 g\l
Sulfate 20\l
Créatine 141,59\l
Ammoniaque 0,521 g\l
Acide hippurique 0,50\l
Acide urique 0,4a0,8 g\l
Calcium 0,008 20,3 g\l

2.3. Infections urinaires

L’infection urinaire est une maladie infectieuse trés répondue définie comme une

colonisation microbienne asymptomatique de I’urine et symptomatique avec inflammation des

structures de 1’arbre urinaire (Kouta, 2009).

2.2.1. Types des infections urinaires

L'appareil urinaire est un vaste systeme de filtration, composé notamment des reins et

de la Vessie. Mais ce réseau peut étre victime d'infections, de malformations ou d'autres

maladies.
2.2.1.1. Infections du bas appareil :

e Cystite :

Il s'agit de l'inflammation de la vessie. La plupart du temps l'inflammation est

provoquée par la prolifération de bactéries intestinales de type Escherichia coli, qui est
nombreuses aux environs de I'anus. Les bactéries passent de la région vulvaire a la vessie en
remontant l'urétre. Tout ce qui géne la vidange de la vessie augmente le risque de cystite. La
cystite s'accompagne normalement d'une urétrite, I'inflammation de 1’urétre (Minor et Veron,
1989).
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e La Prostatite :

Une prostatite est une inflammation de la prostate, affection fréquente chez I'homme
agé (hypertrophie ou hyperplasie bénigne de la prostate). Si la prostate se développe trop, elle
Peut resserrer I'uretre et ainsi perturber I'écoulement de I'urine, ce qui rend la miction difficile

et douloureuse, voire compléetement impossible dans des cas extrémes (Pilly, 2008).
2.2.1.2. Infections du haut appareil :
e La pyélonéphrite :

La pyélonéphrite est un état plus grave. Elle désigne I'inflammation du bassinet et du
rein. Celle-ci résulte généralement d'une infection bactérienne. Il peut s'agir d'une
complication d'une cystite non traitée ou mal traitée qui permet la prolifération des bactéries
de la vessie vers les reins. La pyélonéphrite aigué survient surtout chez la femme, et

principalement la femme enceinte (Minor et Veron, 1989).
e Uretrite:

I est classique de distinguer les urétrites gonococcique, due a Neisseria gonorrhoeaeet
les urétrites non gonococciques due a Chlaydia trachomatis, a certain mycoplasmes génitaux
(Mycoplasma genitalium,Ureaplasma urealyticum) et a Trichomonas vaginalis (Minor., et
Veron., 1989).

2.2.2. Facteurs favorisant I’infection urinaire :
a. Sexe féminin :
e (Grossesse.
e Activite sexuelle.
e Utilisation de spermicides.
e Troubles du comportement mictionnel (mictions rares, retenues, incomplétes).
e Diabéte déséquilibré et /ou compliqué (neuropathie vésicale).

e Anomalie organique ou fonctionnelle du tractus urinaire (Brochard et al., 2008).
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e Modifications de la flore vaginale (antibiothérapie, spermicides, diaphragmes,

ménopause) (Tattwin, 2003).
2.2.3. Causes de Pinfection urinaire :

Pour que I’appareil urinaire soit infecté par un germe, il faut une interaction entre ce

germe et son hote. Pour cela, on a:
Facteurs liés a I’hote :

Les voies de contamination, I’immaturité vésicale, facteurs urétéraux.
Facteurs liés a la bactérie:

Certaines bactéries, comme les colibacilles (ex: Escherichia coli), possedent la

capacité d’adhérence, par les organelles filamenteux, a 1’épithélium urinaire.

Certains enfants — surtout les fillettes- sont plus susceptibles de développer des
infections urinaires et cela est probablement lie a la densité et la disponibilité des récepteurs
aux fimbriae (Tattiwn, 2003).

2.2.4. Symptomes généraux des infections urinaires:
e Des douleurs et des brulures au moment d’uriner.

e Une fréquence anormalement élevée de mictions durant le jour et parfois le besoin

d’uriner survient aussi la nuit.
e Des urines troubles ; qui dégagent une odeur désagréable.
e Une pression dans le bas-ventre.
e Des fois du sang dans ’urine.
e Des douleurs lombaires.
e Une fiévre élevée.

e Des vomissements.
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e Des pleurs au moment d’uriner chez les enfants (Tattevin, 2003).
Diagnostic bactériologique :
a. Examen cytobactériologique des urines (ECBU) :

En théorie, la ponction sus pubienne de 1’urine intra vésicale fournit les prélévements

les plus représentatifs.

En pratique, un prélévement dit a la volée en milieu de jet a un niveau de fiabilité
acceptable apres toilette du méat urétral et des organes génitaux externes (écartement des

levres chez la femme, eau et savon associé éventuellement a un antiseptique).

D’autres méthodes de prélévement (recueil par sondage urinaire chez les femmes
incontinentes ou les porteurs de stomies urinaires, chez les hommes par étuis péniens),
doivent étre adaptées aux différentes situations cliniques. La méthode de recueil, influant sur
le niveau de contamination du prélevement, doit étre précisée, pour une meilleure

interprétation des résultats (Bruyere, 2008).
2.4. Appareil génital féminin :

L'appareil génital féminin est I'ensemble des organes chargés de la reproduction chez

la Femme comporte trois parties:
e Les organes génitaux internes représentés par deux ovaires.
e Les voies génitales formées par la trompe utérine, ’utérus et le vagin.
e Les organes génitaux externes comprenant la vulve (Figure 7).

2.4.1. Organes génitaux féminin

2.4.1.1. Organes génitaux internes

Ovaires :

Les ovaires sont les gonades de la femme .ces glandes paires dont la forme et la taille
ressemblent a celles des amandes non écalées sont homologues aux testicules. Les ovaires

produisent : Les gamétes, Des hormones telles que progestérones et les oestrogénes.
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L’appareil génital féminin en coupe frontale
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Figure 08 : L appareil génital féminin (Bruyére, 2008)
2.4.1.2. Organes génitaux externes
e Trompes utérines

La femme possede deux trompes utérines, aussi appelées trompes de Fallope, situées
de part et d’autre de I’utérus. Enfouis dans les plis des ligaments larges de 1’utérus, ces tubes

mesurent environ 10 cm de long.
e Utérus:

L’utérus est un organe que parcourent les spermatozoides déposés dans le vagin,
pendant qu’ils cheminent les tropes utérines .11 constitue également le siége de 1’implantation
de ’ovule fécondé .Situé entre la vessie et le rectum, 1’utérus a la taille et la forme d’un poire

reposant sur la pointe .sa taille varie selon les étapes de la vie sexuelle de la femme .
e Vagin:

Est un tube fibromusculaire de 10 cm de long tapissé d’une muqueuse qui s’étend de

I’extérieur du corps jusqu’au col de 1’utérus.
e Vulve:

Le terme vulve désigne 1’ensemble des organes génitaux externes de la femme La

vulve comprend les éléments suivant :
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— Le mont du pubis.

— Les grandes levres.

— Les petites lévres.

— Leclitoris.

— Le vestibule du vagin.

— Le bulbe du vestibule.
e Périnée:

Le périnée est une région anatomique compris entre les organes génitaux externes et

I’anus.
e Glandes mammaires :

Les glandes mammaire ou seins se développent au moment de la puberté sous
I’influence des hormones. Elles sont constituées d’un tissu glandulaire (lobes et canaux
galactophores) et d’un tissu adipeux. Se sont organes génitaux externes (Tortora et

Derrickson, 2007).
2.5. Infection génital :
2.5.1. Flore normale :

Le tractus génital féminin comprend une partie haut stérile (utérus, trompes, ovaire) et
une partie bas trés riche en bactéries commensale (vulve et vagin et partie externe de col de
I’utérus) (Gaillard et Simonet, 1988).

La flore vaginale normale compte des bactéries tant aérobique qu’anaérobique, les
microorganismes de I’espéce Lactobacillus occupant une place prédominante et constituante
plus de 95 % de toutes les bactéries présentes. On estime que les lactobacilles offrent une
deéfense contre I’infection, ce qui s’explique en partie par le fait qu’ils maintiennent un pH
acide dans le vagin et qu’ils assurent la présence de peroxyde d’hydrogéne au sein du milieu

génital (Spigel et al., 1980).
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La flore vaginale résidente varie selon I’age, le stade du cycle ovarien, la grossesse et

I’état immunitaire (Gaillard et Simonet, 1988)
2.6. Types des infections génitales :
2.6.1.. Infections basses:

Sont dues, soit a des pathogenes spécifique exogénes contracte notamment lors des
rapportes sexuelle soit a la prolifération anormal d’une partie a la flore commensale du vagin

(Cérusites, vulvites, vaginites) (Gaillard et Simonet, 1988).
2.6.2. Infections hautes :

Sont dues a I’extension d’une infection basse ou surviennent a la suite d’une
manoeuvre chirurgicale ou lors de I’accouchement. (Salpingites, Annescites, Pelvipéritonites)

(Gaillard et Simonet, 1988).
2.7. Microorganismes responsables des infections génitales feminines :
Peuvent étre :

e Des bactéries pathogénes spécifiques exogénes (Neisseira gonorrhoeae, .Haemophilus

ducreyi , Mycoplasmes ,Chlamydiae ) .

e Des champignons et des parasites ou des virus (Herpés virus)
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1.0Objectifs

Notre étude a porté sur Dl’activité antifongique d’extraits de Rosmarinus
officinalis L sur la connaissance sur la croissance de Candida albicans

responsable de candidose (superficielle et profonde).
2.Matériel
2.1. Matériel végetal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitue de feuilles d’une espéce
médicinale, en 1’occurrence, Rosmarinus officinalis |. Cette espece a été
choisie,surtout, a cause de sa disponibilité et Ison utilisation courante en

médecine traditionnelle et dans le domaine agro- alimentaire.
Zone de préelevement :

Le matériel végetal (Objet de 1’étude) a été prélevé le mois de mars 2018 dans
la wilaya de Mostaganem située au Nord — Ouest de pays de cordonnée 35

15’44’ Nord , 0o 05’00’ et & naama située a I’ouest de Algérie , de cordonnée

33015°44°’Nord , 001845244 ouest .
2.2. Matériel du laboratoire utilisé

e Verrerie : béchers, tubes a essais, pipette pasteur, fioles ,erlenmeyers,

flacons,entonnoir, verre de montrés.

o Autres mateériels : papier filtre stérile, écouvillons, ans a platine, disques

en papiers stériles (6mm), bec benzéne, boites Petri.

e Milieux de culture utilisée : milieu Chapman, gélose Muller Hinton,

boiullon nutritif, bouillon Muler Hinton.
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e Appareils utilisées : balance, rota vapeur,autoclave,étuve, plaque

chauffante, bain marie,spectrophotometre.
3.Méthodes

Un échantillonnage de 2 a 3 kg pris uniquement sur la petite aérienne de

I’espéce Rosmarinus officinalis L a été préeleve puis :

e Etalé sur du papier aluminium.
e Séché a I’air ambiant.
e Broyé de | »’échantillon dans un broyeur a lame.

e Mis dans des bocaux hermétiques.

e Conserveé a sec et a I’arbi de I’humidité.

3.1.Méthode d’extraction des composés bioactifs aux solvants a différentes

polarités

Pour I’extraction des principaux composés bioactifs tels les poly phénols
contenus dans les plantes testes on a opté pour ['utilisation d’une méthode

décrite par (Sultana et al,2009).

Cette méthode et qui consiste a laisser tremper le solide a température ambiante
durant quelques temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du

solvant sous vide.

e L’extraction des composés bioactifs a été réalisée par usage de plusieurs
solvants a polarité croissante dont 1’hexane,méthanol, éthanol et eau.
e Une Prise de 50 g d’échantillon a été mélangée avec 500 ml de souvent

aqueux (400mi/100ml, solvant /eau).
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e Tout le mélange est laissé 6h a une température ambiante sous agitation.

Figure 09 . Mélange de 1’échantillon avec les solvants

e Les extraits ont été filtrés en utilisant un papier filtre whatman.

Figure 10 .Filtration avec du papier filtre

e Finalement des solvants ont été débarrassées par évaporation sous vide a

I’aide d’un rota vapeur a 45 ° C.

Figurell.Evaporation dans un rota vapeur sous vide
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3.2. Etude des effets antimicrobiens des extraits de Rosmarinusofficinals
3.2.1. Activation des inocula microbiens

Une prise de 0.25 g de la souche de référence conservée au froid a 4 (C est

ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37 ° C durant 3h.

Figure 12 : Activation de la souche

Un prélévement de 0.1mi de I’inoculum a été pris étre ensemencée en surface
d’une boite de Pétri contenant le milieu gélosé de Sabouraud, puis incubée enfin
a 37° Cpendant 24 h.

Figure 13 : Ensemencement sur milieu Sabouraud

3.2.2. Méthode de contact direct

Aprés activation de la souche de référence, | ml de cette solution est ajouté a 9

ml d’eau physiologie, suivie d’une série de dilution allant jusqu’a 10..

1 ml a plusieurs fois sont pris de cette derniere dilution et sont ensuite
ensemencees a plusieurs fois (3 fois) en surface des boites de pétri contenant le
milieu Sabouraud. Les boites sont enfin incubées a 37 ° C durant 24,48 et 72
heures(Bourgois et leveau, 1980).
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3.2.3. Méthode des disques par diffusion sur gélose

e Preéparation des disques : Des disques de papier Wattman n °5 de6 mm
de diametre, stériles (Stérilisation a 120 °C pendant 15 min par
autoclavage) sont imbibées pendant 5 min dans chaque concentration
d’extraits obtenus.

e Préparation des milieux de culture : La gélose de Muller Hinton stérile
préte a I'usage a été coulée dans des boites de pétri stériles de 90 mm de
diametre a raison de 12 ml.

L’épaisseur de la gélose est de 2 mm répartic uniformément dans les boites.
Ces derniéeres doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du

laboratoire avant leur I’emploi.

Ensemencement: Des boites de pétri stériles préalablement coulées, sont
ensemencées par étalage a 1’aide d’un rateausterile, I’ensemencement s’effectue

de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries.

A T1’aide d’une pince stérile, 3 disques de papier filtre contenant les produits a

tester sont déposes a la surface de la gélose inoculée au préalable.

D’un autre coté, un test de sensibilité aux antifongiques a été réalisé pour

étudier.

On a utilisé un antifongique puissant contre candida albicans a savoir le (5-

fleuro cytosine). Le choix a été fait en fonction de la disponibilité.

=\
B NS - ‘
X o ST

Figure 14 : Test de la sensibilité au 5- flrocytosime
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Figure 15 : Activité antifongique
3.2.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La concentration minimale inhibitrice représente la plus faible concentration en
antibiotique, antifongique ou principes composés actifs nécessaires pour inhiber

la croissance d’un microorganisme (Denis et al; 2011) apres un

tempsd’incubation de 18 a 24 heures.

Dans Cette étude sa détermination est effectuée par la mesure de la turbidité

induite per la croissance des germes étudies.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus petite

concentration pour la quelle il y a absence de turbidité.

A I’aide d’une pipette pasteur des prises a raison de 0.2 ml de I’inoculum sont
mis respectivement dans les tubes contenant dans les tubes contenant 2ml de
chaque concentration d’extrait de Rosmarinusofficinalisprépare a (0, 20, 40,

60,80 et 100 %)Dans une solution de bouillon Muller Hinton .

La densité optique de chaque tube est mesurée a 625 nm et ceci avant et apres

incubation des tubes a 37° C durant 18 a 24 heures.
Le taux de suivre de candida albicans est déterminé comme suite :
S: Taux de survie.

Df-di: Différence de la densité optique des solutions expérimentales
ensemencées avant et apres incubation a 37 ° pendant 18 a 24 heures.
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Df-di: Différence de la densité optique de la solution témoin sans extrait de
Romarinusofficnalis avant et aprés incubation a 37 ° pendant 18 a 24 heures
(Kra et al,2001; Zirihi et al, 2007)

3.2.5. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) :

La concentration minimalefongicide (CMF) est définie comme étant la plus
petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0.01% au moins de

survivants de 1’inoculum initial aprés incubation initial aprés incubation (Moroh

et al,2008).

Pour sa détermination le tube témoin a ¢été dilu¢ a I’eau physiologique jusqu'a

10-4 . Cette sur un milieu solide MH a 37 ° C durant 24 heurs.

Le nombre de colonies obtenu sur la strie de la dilution 10- 4 est comparé a celui
de chaque tube expérimentale ayant servi a la détermination de CMI apres 24

heures d’incubation.

Ainsi, le premier tube expérimental dont le nombre de germes présent sur sa
strie est inférieur ou égale a celui de la dilution 10 — 4 correspond a la CMF
(Moroh et al , 2008 ).

4. Traitement statistique

Les résultats expérimentaux ont subi une analyse de variance bi factorielle en randomisation
et une comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Heuls (Logiciel.
Stat Box 6.4).
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1. Résultats :

1-1-Test de croissance :

Les effets des extraits aux solvants a différentes polarités de Rosmarinus officinalis L prélevé
des deux régions de I'étude (Naama et Mostaganem) sur la croissance de Candida albicans

sont illustrés dans les (Figures 16 et 17).
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40%

Extrait a I’Hexane

20%

Extrait au Méthanol

Extrait a ’Ethanol

Extrait a PEau

Figure 16. Effets des extraits de Rosmarinus officinalis L prélevé de la région de
Mostaganem chez Candida albicans.
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Méthanol

Ethanol
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Figure 17 : Effets des extraits de Rosmarinus officinalis L de Mostaganem sur le diamétre
d’inhibition chez Candida albicans




L’extrait a I’eau de Rosmarinus officinalis L récolté a Mostaganem a exercé un effet
inhibiteur remarquable (p <0,05) sur la croissance de Candida albicans comparativement aux
autres extraits de la plante (hexane, éthanol et méthanol) qui ont présenté a leur tour un méme
effet (P>0.05) vis-a-vis du germe étudié ; 11 10° vs, 22 10° vs, 27 10° vs et 19 10° UFC/ml ,

respectivement.

Concernant les extraits de Naama, les meilleurs résultats (p <0,01) ont été obtenus avec les
extraits a I’eau (18 10° UFC/ml) et a I’éthanol (25 10° UFC/ml) ; alors que les médiocres
valeurs ont été enregistrées avec les extraits a I’hexane (31 10° UFC/mI) et au méthanol (38
10° UFC/ml).

En fonction des concentrations d’extraits de la plante collectée des deux régions de I’étude (a
Mostaganem et a Naama-Algérie) et variables de (0, a 20, 40, 60, 80 et 100%) la croissance
de I’espéce microbienne étudiée a tendance a diminué notablement (p <0,01) ; de (51 10°, a
3210° ,a 2010° ,a1610° ,a0eta0 UFC/ml) et de (76 10°, 2 48 10°, 2 28 10° , a 16 10°

,a0eta0 UFC/ml), successivement (Tableau 4).

1-2-Taux de croissance :

Les extraits de Mostaganem ont montré un méme taux de croissance chez Candida albicans ;
34.91 & 41. 33%, en moyenne.

En revanche, le taux de croissance le plus faible a été démontré chez la plante récolté a
Naama avec ’extrait a 1’eau (29.23 %) par comparaison aux autres extraits testés ayant

dévoilé des niveaux de croissance presque identiques.

Par ailleurs, les extraits de la plante soit de Naama ou de Mostaganem ont marqué a une

concentration de 80 et 100% , une totale inhibition du germe (Tableau 5).

1-3-Test de diffusion sur disque:

Les résultats de I’effet des extraits de Rosmarinus officinalis L sur le developpement des

diameétres d’inhibition du germe Candida albicans est signalé dans les (Figures 18 et 19).



Tableau 4. Effets des extraits de Rosmarinus officinalis L prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur la croissance de Candida albicans (UFC/ml)

Int. FixF2 Type des solvants Concentrations des extraits , .,
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Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; n : nombre de répétitions ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, F2 : facteur étudié concentrations en extrait ; P>0.05 : effet non significatif du facteur
étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudié ; P<0,01 : effet hautement significatif du facteur étudié ; a,b, c .etc. groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls.




Tableau 5:Effets des extraits de la Rosmarinus officinalis L prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur le taux de croissance Candida albicans (%)

Int. FixF2 Type des solvants Concentrations des extraits Effets des facteurs étudiés
(n=03) (n=18) (n=12)
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Hexane | Ethanol | Méthanol Eau g | g 2 5 o
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Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ;n : nombre de répétition ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, f2 : facteur étudié concentration en extrait.P>0.05 : Effet non significatif du
facteur étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudié ; P<0,01 : Effet hautement significatif du facteurétudié ; a,b, c ....... etc. groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test

de Newman et Keuls.
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Figurel8. Effets des extraits de Rosmarinus officinalis L de Mostaganem sur le diametre
d’inhibition chez Candida albicans
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Figurel9 : Effets des extraits de Rosmarinus officinalis L collecté a Naaama sur les diametres
d’inhibition de Candida albicans



L’extrait hydrométhanolique du Romarin de Mostaganem a montré des diametres
d’inhibitions plus élevés que ceux a I’hexane, a I’éthanol et a I’cau (p <0,05); 10.44 vs 9.83 vs

9.56 vs 9.11 mm, en moyenne.

Concernant Rosmarinus officinalis L récolté & Naama, les plus forts (p <0,05) diametres
d’inhibition ont été remarqués avec les extraits aqueux a I’hexane (11.33 mm) et a I’éthanol

(11.11 mm) que ceux au méthanol (10 .06mm) et a I’eau (10 mm).

La gentamicine a présenté les meilleurs diameétres d’inhibitions chez Candida albicans ;

11 .42 312.33 mm .

Les extraits de Mostaganem et de Naama concentrés a 80 et 100% ont accusé des diameétres
d’inhibitions relativement proches de 1’antibiotique ; (9.42 et 9.75 mm) vs (10.92et 11.

33mm), en moyenne (Tableau 6).

1. 4 Taux d’inhibitions

Les extraits aqueux a I’eau, a I’éthanol et au méthanol de Romarin issu de la région de
Mostaganem ont dévoilé des taux d’inhibition sensiblement (p <0,01) supérieurs a ceux de
I’hexane; 88.17 & 89.58 % vs 77.63 %, en moyenne.

Quant aux extraits de Romarin récolté a Naama, quel que soit le solvant d’extraction, les
diametres d’inhibitions enregistrés chez 1’espéce microbienne semblent similaires ; 85 a 87.72

%, en moyenne.

Selon les concentrations étudiées, comparativement a la gentamicine, les extraits de Romarin
prélevé de la région de Mostaganem ont accusé des taux d’inhibitions de Candida albicans

comparables et variables de 78.69 a 85.53 % .

En revanche, pour le romarin collecté a Naama, les plus forts taux d’inhibitions qui s’averent
trés proche de 1’antibiotique testé (gentamicine) ont été réalisés chez Candida albicans avec
les extraits concentrés a 80 100% ; 88 .52 et 91.86 %, en moyenne, respectivement (Tableau
7).



Tableau 6:Effets des extraits de la Rosmarinus officinalis L prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur le diamétre d’ inhibition de Candida

albicans
Interaction (F1xF2) Effet types de solvants Concentrations des extraits Effets des facteurs étudiés
(n=03) (n=18) (n=12)
Solvants o | = = 2
_ Hexane Ethanol | Méthanol Eau é § f—:% 5 é I~ S S S § F1 F Int. Fix F2
Concentratigns T |3 g é
Gentamicine 12.67 10.67 12 10.33
% 20% 8.67 9.33 9 8.67
g% 40% 9 9.33 9.67 8.67 gle gl ldlalels|a|s|8 = 0
S| & 6% 067 | 967 | 1033 | 9B X2 (S |&d |d|I |3 |8 |||y |Y z
S 80% 9.33 9 10.33 9
o 100% 9.67 9.33 | 11.33 | 8.67
00% 13.33 12.67 | 11.67 | 11.67
o 20% 9 9.67 8.67 8
% E 40% 10 1033 | 933 | 967 | g = 5l.88lals % B § § §
= | 60% 11.67 11 967 | 967 |d| 2 | S Y lw | |39 |d |/ o a
g 80% 1167 | 11.33 | 10.33 | 10.33
100% 12.33 11.67 | 10.67 | 10.67

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ;n : nombre de répétition ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, f2 : facteur étudié concentration en extrait. P>0.05 : Effet non significatif du
facteur étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudié ; P<0,01 : Effet hautement significatif du facteur étudié ; a,b, c ....... etc. groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le
test de Newman et Keuls.




Tableau 7:Effets des extraits de la Rosmarinus officinalis L prélevé des régions de Mostaganem et Naama sur le taux d’ inhibition de Candida

albicans(UFC/ml)

Interaction (FixF2) Effet types de solvants Concentrations des extraits Effet Effet InteraCtion
(n=03) (n=18) (n=12) type | concentration (solvants
solvant des xextraits)
(F1) extraits (F2) (F1xF)
Solvants =
. @ |3 2
. Hexane Ethanol | Méthanol Eau § § _‘c: ugj = Q S = = §
Concentratigns T | g
00% 100 100 100 100
S
£ 20% 68.421 | 875 75 | 83.871
(@]
=] 40% 71053 | 875 | 80556 |83871| & | & (& |& |, |& | |% [R |& |8 = e
S| £ 8|8 |I5/818 |2 |3|83 |83 |3 =
@ | % 60% 76.316 | 90.625| 86.111 |90323 | N | |~ |© |9 |® |© |w |a | w v v A
© ~ | o o Ie's) ~ (<3 (Co] o) (Ce] o o o
S 80% 73.684 |84.375| 86.111 | 87.097
o 100% 76.316 87.5 94.444 | 83.871
00% 100 100 100 100
E 20% 67.5 76.316 | 74.286 | 68.571
& S o o
% -E 40% 75 81.579 80 82.857 . g o E s ?8 %’8 %' > |3 3 3 19
o X[ 60% 875 | 86842 82857 82857 | ®° | = [ |w |S |3 |8 |2 s |5 |9 9 X
.S w (o] . . . . o o0 0 ":| 2 g % 8 a a a
g 80% 875 |89.474 | 88571 |88.571
100% 92.5 92.105 | 91.429 | 91.429

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes ; n : nombre de répétition ; F1 : facteur étudiée type de solvant d’extraction, f2 : facteur étudié concentration en extrait.P>0.05 : Effet non significatif du
facteur étudié ; P<0,05: Effet significatif du facteur étudié ; P<0,01 : Effet hautement significatif du facteurétudié ; a,b, c ....... etc. groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test

de Newman et Keuls.




1.5. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

Les extraits de Romarin de Mostaganem aux solvants a différentes polarités (hexane,
methanol, ethanol et a 1’eau) ont induit des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) chez

Candida albicans a des concentrations de 80, 60, 60 et 100%, respectivement.

Néanmoins, pour le Romarin de Naama les CMI du germe étudié ont été enregistrées a une
concentration de 40% avec 1’extrait a I’hexane, ainsi qu’ a I’éthanol aqueux et de 60% pour

les autres extraits étudiés (Tableau 8).

1.6. Concentrations Minimales Fongicides (CMF) :

Les (Figures 20 et 21) représentent d’un coté les repiquages en strie sur gélose Muller
Hinton des déférentes dilutions 10, 102, 10%et 10 de I’inoculum bactérienne de Candida
albicans apres incubation a 37° C pendant 24 heures , et d’un autre coté les repiquages en
stries sur gélose Muller Hinton des différentes concentrations d’extraits aux différents
solvants effectués chez Rosmarinus officinalis L provenant des régions de Mostaganem, ainsi
gue de Naama aprés ensemencement avec Candida albicans et incubation durant 18 a 24

heures a 37° C.

A travers ces deux figures il apparait que les CMF des extraits de romarin issu de
Mostaganem ont étée obtenu: a 20% d’extrait hydrométhanolique, a 40% d’extrait
hydroéthanolique, a 80% pour I’extrait a 1’hexane aqueux et avec I’extrait pur a I’eau non

diluée.

Concernant la plante récoltée a naama les CMF ont été remarquées avec les extraits aqueux a
I’hexane, a 1’éthanol et au méthanol concentrés a 20%. Toutefois, la CMF de 1’extrait a I’eau a

été enregistrée avec 1’extrait de la plante dilué a 60%.

1.7 Type d’inhibition des extraits de romarin :

D’apreés les rapports CMF/CMI, il apparait que les extraits de la plante a différentes solvants
d’extractions et récolté des region de Mostaganem et de Naama ont exercé un effet
antimicrobien de type fungicide vis a vis du germe Candida albicans (Tableau 9).



Tableau 9. Evaluation des concentrations minimales inhibitrices des extraits bioactifs de Rosmarinus

officinalis L récolté des régions de Mostaganem et & Naama sur la croissance de Candida albicans.

Région | Solvants Concentration d’extraits bioactifs de Thymus vulgarisé
Paramétres | Témoin | 20% | 40% | 60% | 80% | 100%
. Df 0.339 | 1.477 | 1981 | 1.644 | 1.570 | 0.248
§ Di 0.218 | 1.440 | 1.976 | 1.622 | 1.660 | 0.303
L df-di 0.121 | 0.037 | 0.095 | 0.022 | -0.09 | -0.055
S% 100 30.57 | 413 | 18.18 0 0
CMI 80%
Df 0.179 | 2.526 | 1.448 | 1.612 | 1.135 | 0.398
S Di 0.663 | 2.427 | 1.356 | 1.860 | 1.902 | 0.530
e % df-di 0.116 | 0.099 | 0.092 | -0.248 | -0.767 | -0.132
g s S% 100 85.34 | 17.82 0 0 0
=2 CMI 60%
2 df 0.769 | 1.362 | 2.212 | 1909 | 2.093 | 2.152
= E di 0.158 | 1.184 | 2.166 | 2.086 | 2.230 | 2.351
8 df-di 0.611 | 0.178 | 0.046 | -0.177 | -0.137 | -0.199
[0 S% 100 | 29.13 | 7.52 0 0 0
CMI 60%
df 0.315 | 1.885 | 2.380 | 2.378 | 2.469 | 2.082
_ di 0.149 | 1.368 | 2.339 | 2.281 | 2.381 | 2.211
= df-di 0.166 | 0.517 | 0.041 | 0.097 | 0.088 | -0.129
S% 100 29.13 | 7.93 | 58.49 | 53.01 0
CMI 100%
df 0415 | 1.836 | 1.708 | 1.849 | 1.800 | 1.838
o di 0256 | 1.815 | 1.737 | 1.927 | 2.008 | 2.580
< df-di 0.059 | 0.021 | -0.029 | -0.078 | -0.208 | -0.742
T S% 100 | 35.59 0 0 0 0
CMI 40%
df 0.147 | 0.908 | 1.486 | 1.626 | 1.745 | 1.830
S di 0.015 | 0.818 | 1.406 | 1.747 | 1.876 | 2.464
2 df-di 0.132 | 0.09 | 0.08 |-0.121 | -0.131 | -0.634
) s S% 100 68.18 | 60.60 0 0 0
= CMI 60%
8 df 0.512 1.784 | 1.793 | 1.957 | 1.897 | 1.888
E di 0.358 | 1.742 | 2.043 | 2.034 | 2.290 | 2.581
8 df-di 0.154 | 0.042 | -0.25 | -0.077 | -0693 | -0.693
(0 S% 100 | 27.27 0 0 0 0
CMI 40%
df 0.148 | 1.261 | 1.620 | 1.710 | 1.902 | 1.950
3 di 0.016 | 1.202 | 1.602 | 1.720 | 1.919 | 1.958
= df-di 0.132 | 0.059 | 0.018 | -0.01 | -0.017 | -0.008
S% 100 4469 | 13.63 0 0 0
CMI 60%

di: densité optique initiale avant 1’incubation ; df: densité optique finale apres incubation ; S :
Taux de survie ; CMI : concentration minimale inhibitrice.
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Figure 20. Détermination des CMB des extraits de Rosmarinus officinalis L récoltés a Mostaganem chez Candida albicans
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Figure 21. Détermination des CMB des extraits de Rosmarinus officinalis L récoltés a Naama chez Candida albicans



Tableaul0 : Type d’inhibition des extraits de Rosmarinus officinalis L chez Candida

albicans
Solvants CMI CMB Rap. Type
d’inhibition
CMB/CMI
Fongicide
Hexane 80% 80% 1
£ Fongicide
= Ethanol 60% 40% 0.66
()
S Fongicide
§ Méthanol 60% 20% 0.33
Fongicide
Eaux 100% 100% 1
Fongicide
Hexane 40% 20% 0.5
Fongicide
g Ethanol 60% 20% 0.33
§ Fongicide
Méthanol 40% 20% 0.5
Eaux 60% 60% 1 Fongicide
*D’apres (Olivier 2007) :
CMB/ CMI < 2(Effet bactéricide).
& CMB/ CMI >2 (Effet bactériostatique).
=
2z
* D’apres (Marmonier 1990) :
CMB/ CMI < 4 (Effet bactéricide).
CMB/ CMI > 4 (Effet bactéristatique).
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMF :Concentration Minimale Fongicide.




2. Discussion :

Depuis des milliers d’année, 1’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. C’est dans ce contexte
que notre étude a été orientée en vue de suivre ’effet des principaux composés phénoliques
d’une plante médicinale trés largement rependue en Algérie dans certaines régions du pays
telles Nama et Mostaganem sur I’un des germes responsable de muchoses et des maladies
urogenitales chez particuliérement les enfants et les femmes atteintes d’immunodépression a
savoir Candida albicans

En effet, Rosmarinus officinalis L représente un réservoir immense de composés potentiels
attribués aux métabolites secondaires qui ont 1’avantage d’étre d’une grande diversité de
structure chimique et ils possédent un trés large éventail d’activités biologiques dont
antioxydants, antimicrobiennes, antivirales...etc. L’évaluation de ces activités demeure une
tache difficile, mais qui peut étre intéressante pour I’homme (Eggimann et al., 2003) dont
I’'usage  peut constituer une alternative aux traitements conventionnels surtout aux
antibiotiques et d’autres produits chimiques de soin dont la résistance développer par
certains microorganisme rend de plus en plus la thérapie de certaines maladies usage caduc

et inefficace et difficile de nos jours.

D’une fagon générale, les extraits aux solvants aqueux a différentes polarités de Romarin
collecté de la région de Naama ont dévoilé des effets antimicrobiens drastiques a 1’égard de
I’espéce microbienne Candida albicans par comparaison aux autres extraits de la plante
provenant de Mostaganem dont 1’effet ét¢ moindre. Par ailleurs, I’efficacité de ces extraits
vis-a-vis de ce microorganisme étudié a été observée a de fortes concentrations de 80 et
100%.

Ces réponses sont certainement en relation avec la différence de richesse et d’accumulation
en principaux composés phénoliques du végétal (Rosmarinus officinalis L) collecté dans les
deux régions a caractéres pédoclimatiques trés contrastés: I’'une a NAAMA au sud
d’Algérie a sol sableux argileux et a climat sec et I’autre & Mostaganem a sol argileux

sableux limoneux et a climat plus ou moins humide.



Ces compoés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux participant
activement aux interactions de la plante avec son environnement en jouant soit le role des
signaux de reconnaissance entre les plantes (Allélopathie) ou bien lui permettant de
résister aux diverse agressions vis-a-vis des organismes pathogenes(Deans et Ritchie, 1987).
D'un point de vue chimique, ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on
trouve chez les plantes médicinales dont les effets antimicrobiens contre de nombreux
germes pathogénes et banaux (Staphylococcus aureus, Salmonelles, Chlostridium

botulinum...etc.) a Gram™ et a Gram™ ont été bien démontrés (Dorman et Deans, 2000).

Ainsi il apparait nettement que les extrait de la plante objet de 1’étude a exercé un effet
inhibiteur de type fongicide vis-a-vis de Candida albicans considéré comme étant une
levure opportuniste la plus pathogéne chez I’humain et responsable des infections

urogeénitales chez particulierement les femmes (Sudbery et al., 2004).

D’une fagon générale, plusieurs auteurs (Bouterfas et al., 2016) ont suggéré que 1’activité
antifongique de certaines plantes telles le Marrubium vulgare chez Candida albicans varie
significativement de 1’extrait flavonoique testé ainsi que de sa concentration et du type de la

souche fongique étudiée.

Le mécanisme d'action de I'extrait riche en principaux composés phénoliques est lié
essentiellement a la structure de la paroi et a la perméabilité membranaire de la levure.
I'extrait d' une plante riche en constituants bioactifs exerce son pouvoir antimicrobien par son
interférence avec la bicouche lipidique du germe grace a sa propriété hydrophobe, ce qui
entraine: l'augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaire;
I'acidification de I'intérieure du germe bloquant la production de I'énergie cellulaire ainsi que la
synthése des composants de structure et la destruction du matériel génétique, conduisant a la

mort de la souche (Caillet et Lacroix, 2007).



Conclusion générale:

Conclusion générale:

Les plantes médicinales restent de nos jours une source fiable des principes composeés
bioactifs connus pour leurs aptitudes thérapeutiques aveéres contre plusieurs maladies

infectieuses.

Les extraits aqueux aux solvants a différentes polarité de Rosmarinusofficinalis L récolté a
Naama et a Mostaganem ont montré notamment a ’état pur et a une concentration de 80%

une totale destruction de la croissance de 1’espéce microbienne Candida albicans.

Par ailleurs, I’extrait a I’eau de Mostaganem, ainsi que les extraits aqueux a I’hexane et a
I’é¢thanol de Naama ont présenté particulicrement a de fortes concentrations de 80 et 100%

des diamétres d’inhibitions trés proches de la gentamicine ; 9.42 4 11.33 mm.

D’apres les rapports CMF/CMI, les extraits de la plante riches en composés phénoliques

semblent exercer un effet de type fongicide a I’égard Candida albicans.
Pour compléter cette étude, il serait intéressant:

e D’¢largir I’étude a d’autres levures a l’origine d’autres maladies infectieuses

(buccodentaire, dermiques, urogénitale...etc.).

e D’essayer d’évaluer les effets des extraits de la plante sur le pouvoir de formation de
biofilm de Candidaalbicanssur de multiples supports et selon différentes conditions

physicochimiques.

e D’essayerde tester la sensibilitté de Candidaalbicansvis-a-vis d’autres extraits de

plantes médicinales autochtones (Menthe poivrée, Thymus vulgaris...etc.).
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Annexes

Bouillon nutritif :

Composition :

* Bau distill€e. .....oi e 400ml
L 200170 41 P 2.4¢g
s Extraitde viande.........c.ooiniiiiii 0.4g
e EXtrait de LeVUIe. .....ooit e 0.8¢g
L T ) 2g

* PH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 7,1+0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
Sabouraud :
Composition :

cBaUdiStill@e ... 11

S PEPLONE ..t 10g
LK € 311 1o 0 T 40g
LN T 12¢g

* PH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 7,140,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
Gélose nutritive :
Composition :

® BQU dISEIIB@...u et ettt st et e b et e eresneerans 500ml
L =T 01 0] 1Pt 2.5g
® EXErait A€ VIANGE....oi ettt ettt e b sae s esr s s be e eae et eas 0.5g
L =YL le [T AU USRS 1.25¢g
L - 1 TR 2.5g

® KO H. ottt ettt et e e b st ehe b sae st st e ne e et e e e s s et enbentens 0.5N
g Y - [ = =2 | OO TR PP RRPPPRTPPPRPRRPRE 9g

* PH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 7+0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
Gélose Muller Hinton :
Composition :

® EQU AiSEIllE@....eeeieee et ettt 500ml
® EXErait A€ VIANGE ..ottt et ettt st st saseer s be e ene et eas 1.5¢g

® HYdrolySat A CASEINE.....ccueceieeerieeieceee ettt et e e er e e e sae sbesbesneeerses e nnenn 8.75g
© AMIAON ottt ettt ettt st ebesreeebaebbe e e sbesbesasersaebaesbease et shesaeansesbenbennens 0.75g

LY - [ =Y TS 9g

* PH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 7,3#0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
Bouillon Muller Hinton :
Composition :

L o T e 11y A1 = OO 500ml
® EXErait e VIANGE...oi ottt ettt et ettt et e e sbe sae s e enaenbe e e sae et ans 1.5g

* HYdrolySat A CASEINE.....ccueceieeerieeieeeee ettt ettt e e er et e saesbesbesnseerbesbennenn 8.75g
© AMIAON ottt ettt b sbesreeesaeb b et e sbesbesaserseebaesbease e b shesaeenseesbenaennens 0.75g

* PH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,340,2. Autoclave a 120°C/20 minute.
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- Eau physiologique:
Composition :
® EQU QIiSEIlE@...cvieie ittt ettt e 500ml

* PH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 7+0,2. Autoclave a 120°C/20 minute.

L'évaporateur rotatif (ou rotavap, ou rotavapor) :
est un appareil utilisé en chimie afin de distiller rapidement des solvants, dans le but de
concentrer partiellement une solution ou pour concentrer a sec (on enleve tout le solvant) une
solution ou une suspension.

Un agitateur:
est un élément d'une unité de procédé ayant pour but d'assurer I'hnomogénéisation d'un milieu
(homogénéisation du point de vue des composants du milieu et/ou de la température).

Un incubateur:
est une enceinte thermo-statée faite en acier inoxydable et équipée d'une double porte . Ils
sont généralement réglés a une température optimale pour les microorganismes cultivés et
équipés d'une arrivée de COzet d'un bac d'eau pour obtenir une atmosphere a 5 % de COz et
environ 80 a 85 % d'’humidité.
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