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Abstract

Onychomycosis is a common fungal infection of the nails, mainly caused by dermatophytes
and, increasingly, by yeasts such as Candida albicans. This condition is often recurrent and difficult
to eradicate, posing a real therapeutic challenge due to the growing resistance to conventional

antifungal agents. In this context, exploring natural alternatives represents a promising approach.

This study focused on evaluating the antifungal and antioxidant activities of essential oils
extracted from Laurus nobilis L., a medicinal plant rich in bioactive compounds. The oils were
obtained by steam distillation from samples collected in the Mostaganem region and analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The analysis identified 41 compounds, with
eucalyptol (39.08%) and linalool (14.56%) as the main components.

Antioxidant activity was assessed using the DPPH assay, revealing a high free radical
scavenging capacity (ICso = 3.91 ug/mL). Antifungal activity was evaluated in vitro against several
strains of Candida albicans and dermatophytes, using the aromatogram method and determination of
MIC and MFC values. The essential oils demonstrated strong antifungal activity, with inhibition

zones ranging from 17.40 to 67.5 mm, and MIC and MFC values between 0.62 and 10 pg/ml.

The results confirm the fungicidal potential of Laurus nobilis L., which could represent a
natural alternative or an effective adjuvant to conventional antifungal treatments, particularly for
onychomycosis. However, further studies, especially clinical ones, are needed to confirm its safety

and optimize its therapeutic use.

Keywords: Onychomycosis, Dermatophytes, Candida albicans, Laurus nobilis L., Essential oils,

Antioxidant activity, Antifungal activity.



Résumé

L’onychomycose est une infection fongique fréquente des ongles, principalement causée par
des dermatophytes et, de plus en plus, par des levures comme Candida albicans. Cette pathologie,
souvent récidivante et difficile a éradiquer, représente un véritable défi thérapeutique en raison de la
résistance croissante aux antifongiques conventionnels. Dans ce contexte, I’exploration d’alternatives

naturelles constitue une voie prometteuse.

Ce travail a porté sur I’évaluation de D’activité antifongique et antioxydante des huiles
essentielles de Laurus nobilis L., plante médicinale riche en composés bioactifs. Les huiles ont été
extraites par entrailnement a la vapeur d’eau a partir d’échantillons collectés dans la région de
Mostaganem, puis analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG/MS). L’analyse a permis d’identifier 41 composés, dont les principaux sont 1’eucalyptol

(39,08 %) et le linalol (14,56 %).

L’activité antioxydante a été mesurée par la méthode DPPH, révélant un pouvoir piégeur de
radicaux libres ¢€levé (ICso = 3,91 pg/ml). L’activité antifongique a été évaluée in vitro contre
plusieurs souches de Candida albicans et de dermatophytes, par aromatogramme et par détermination
des CMI et CMF. Les huiles essentielles ont montré une forte activité antifongique, avec des zones
d’inhibition allant de 17,40 a 67,5 mm, et des valeurs de CMI et CMF comprises entre 0,62 et 10

pug/mil.

Les résultats obtenus confirment le potentiel fongicide de Laurus nobilis L., qui pourrait
représenter une alternative naturelle ou un adjuvant efficace aux traitements antifongiques classiques,
particulierement dans le cadre de 1’onychomycose. Des études complémentaires, notamment
cliniques, restent néanmoins nécessaires pour confirmer son innocuité et optimiser son usage

thérapeutique.

Mots clés : Onychomycose, Dermatophytes, Candida albicans, Laurus nobilis L., Huiles essentielles,

Activité antioxydante, activité antifongique.
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Introduction

L’onychomycose est une infection fongique chronique touchant principalement les
ongles des pieds et, plus rarement, ceux des mains. Elle se manifeste par une décoloration, un
épaississement de la tablette unguéale et parfois un décollement de 1’ongle du lit unguéal,
altérant ainsi I’esthétique et parfois la fonction de 1’ongle. Cette pathologie, bien que rarement
grave, est source de géne physique et psychologique, notamment en raison de son caractere
récidivant et de la difficulté de son éradication compléete. Les agents pathogeénes responsables
de I’onychomycose sont majoritairement des dermatophytes, tels que Microsporum,
Trichophyton ou encore Epidermophyton. Cependant, une augmentation notable des cas
impliquant des levures, comme Candida albicans., ainsi que des moisissures non

dermatophytes (MND), notamment Aspergillus spp. (Chanyachailert ez al., 2023).

Malgré la disponibilité de traitements antifongiques systémiques et topiques, la prise en
charge de I’onychomycose reste un véritable défi thérapeutique. On observe une recrudescence
des cas de résistance aux antifongiques (Ravindra et Miskeen, 2020). Face a I’échec croissant
des traitements antifongiques conventionnels de I’onychomycose, quelles sont les perspectives
d’utilisation d’agents antifongiques naturels comme alternatives thérapeutiques efficaces et

durables ?

L’usage de remedes a base de plantes, bien qu’ancestral, connait un regain d’intérét dans
la perspective de développer des agents antifongiques efficaces, bien tolérés et moins
susceptibles d’induire une résistance. Plusieurs extraits végétaux ont montré une activité
antifongique significative in vitro, notamment les huiles essentielles, contre des souches
fongiques responsables d’onychomycose (Quintana et al., 2021). De plus, les huiles
essentielles sont plus puissantes que les agents antimicrobiens, grace a leur composition riche

et diversifiée, ainsi qu'a leur faible toxicité¢ (Merghni et al., 2015).

Le laurier noble (Laurus nobilis L.), plante méditerranéenne riche en composé€s bioactifs
comme I’eucalyptol et le linalol, posséde des propriétés antifongiques, antibactériennes et anti-

inflammatoires (Sokovi¢ et al., 2010).

Notre étude porte sur 1’évaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles de

Laurus nobilis L. contre deux especes de dermatophytes (Microsporum et Trichophyton) et huit

1]



Introduction

souches de Candida albicans. Ce manuscrit est structuré en deux grandes parties. La premicre,
de nature bibliographique, comprend deux chapitres : le premier consacré a Laurus nobilis L.,
et le second dédi¢ aux infections fongiques cutanées et unguéales. La deuxieéme partie,
expérimentale, comporte un chapitre présentant le matériel et les méthodes utilisés, suivi du

chapitre des résultats et de la discussion.




Partie
bibliographique




Chapitre 1. Laurier noble |

Une plante médicinale aux

propriétes précieuse.




Chapitre | : Laurier noble : Une plante médicinale aux propriétés précieuse

Chapitre I: Laurier noble : Une plante médicinale aux propriétés précieuse

I.1. Généralités sur la plante

Laurus nobilis L. appelé aussi Laurier noble, est une plante médicinale et aromatique de la
famille des lauracées, qui compte approximativement entre 2500 et 3500 especes. Deux espéces
appartiennent au genre Laurus : Laurus azorica et Laurus nobilis. La partie générique du binome,
Laurus, provient directement du terme latin pour l'arbre et est vraisemblablement dérivée d'un mot
celtique plus ancien, blaur, signifiant vert. Quant a nobilis, il s'agit d'un mot latin qui veut dire
noble et célebre. On le désigne aussi comme laurier doux, laurier de baie, laurier grec, laurier vrai
ou tout simplement laurier (Paparella et al., 2022).

Il s'agit d'un arbre a feuillage persistant qui se cultive dans diverses zones chaudes du globe,
notamment dans les pays méditerranéens. Dans les Etats-Unis et I'Europe, Laurus nobilis L. est

couramment cultivé en tant que plante décorative (Mssillou et al., 2020).

I.2. Historique

Laurus nobilis L. est le véritable laurier de la mythologie grecque et romaine. Selon la
légende, elle serait née de la métamorphose de Daphné, une nymphe poursuivie par le dieu
Apollon. Apollon ceignit sa téte d’une couronne de feuilles de laurier et déclara I’arbre sacré.
Depuis I’ Antiquité, le laurier est ainsi devenu un symbole fort de victoire, de mérite, de sagesse et
d’honneur (Paparella et al., 2022).

Dans 1'époque moderne aussi, le laurier demeure un symbole de victoire. On peut
simplement penser a la « Feuille de Laurier Argentée », qui est le plus grand honneur sportif depuis
1950 en République Fédérale d'Allemagne. Dans les facultés de médecine, la couronne qui ornait
la téte des jeunes docteurs était constituée de rameaux de laurier feuillus accompagnés de baies,
d'ou l'appellation « baccalauréat » qui est toujours attribuée aujourd'hui au diplome marquant la
conclusion des études secondaires. L'origine du terme remonte a la racine latine «bacca lauri», qui
veut dire baies de laurier. Le laurier est toujours un symbole de paix. Cette plante posséde une
particularité, elle reste verte durant I'hiver. Cette particularité a été considérée pour faire de cette
plante un embléme d'immortalité. Habiter a proximité d'une forét de lauriers était synonyme de
bonne santé. D'ailleurs, les médecins grecs conseillaient son emploi pour se prémunir contre la
peste ou d'autres affections. Par ailleurs, il était communément admis que la foudre n'atteignait

jamais l'endroit ou se trouvait un laurier. Dés I’ Antiquité, Grecs et Romains faisaient pousser le
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laurier dans 1'ensemble des régions méditerranéennes. En effet, les feuilles et fleurs de laurier sont
mentionnées dans un livre de recette par le gastronome romain Apicius « De re coquinaria »

(Bekhti, 2021).

L.3. Répartition géographique
Le laurier se cultive dans diverses conditions €cologiques et climatiques. Des conditions
propices a une croissance rapide requierent un sol qui est bien drainé et humide, avec une acidité

(pH) variant de 4,5 a 8,2, et une

atmosphere humide proche de la mer.
Le laurier est cultivé dans les pays
suivants (fig. 1) : Turquie, Algérie,

Maroc, Portugal, France, Espagne,

Gréce, Inde, Pakistan, autres
pays d'Asie du Sud-Est, certaines iles

du Pacifique, Australie, Amérique

. B Courtries of native distribution

centrale, Mexique et au sud des Etats-

Figure 1. Répartition géographique de Laurus nobilis L.

Unis ainsi que dans les iles Canaries
q (Paparella ef al., 2022).

(Khodja et al., 2023).

En Algérie, on trouve des buissons de laurier dans les aulnaies disséminées a travers les zones
humides d'Annaba-El Kala et de Guerbes-Senhadja, les crétes interdunaires coticres, les aulnaies
riveraines développées le long des oueds et des marges des lacs (Mediouni Ben Jemaa et al.,

2012).

1.4. Description botanique

L'arbre du laurier (Laurus nobilis L.) a la capacité de croissance jusqu'a 15 metres de
hauteur. Son écorce est lisse et noire, et son feuillage demeure constante. Les feuilles sont alternes,
allongées, lancéolées ayant 10 cm de long sur 3 a 5 cm de large. Elles sont courtement pétiolées.
Le limbe est coriace, glabre et entier. Les feuilles présentent une couleur vert foncé et brillant sur
le dessus, tandis que leur face inférieure est pale. Les inflorescences sont des ombelles axillaires
blanc jaunatres. Les fleurs vert blanchatres sont groupées a [’aisselle des feuilles en petits

bouquets, prenant la forme de courtes panicules enveloppées par un involucre composé de bractées
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caduques a quatre dents. Elles sont dioiques, odorantes et sont rassemblées en petites ombelles
axillaires pédonculées et involucrées. Le périanthe pétaloide caduc a quatre divisions obovales
¢gales. L.’androcée est formé de douze étamines réparties sur deux verticilles, a anthéres s’ouvrant

de la base au sommet par des valvules. Le gynécée est formé d'un unique ovaire libre, entouré par

deux ou quatre staminodes tripartis. Le style est court, épais
et a stigmate subcapité. Les fruits sont des drupes
globuleuses, de 2 cm de longueur et d’un noir profond

a maturité. La pulpe est verte grasse, parfumée et renfermant

une graine (fig. 2) (Taleb-Toudert, 2015).

Figure 2. Aspect morphologique de
Laurus nobilis L. (Ouibrahim, 2015).

L.5. Position systématique

Les Laurales représentent un ordre vaste qui regroupe 9 familles et approximativement
3000 especes. Les principales familles de cet ordre sont les Calycanthaceae, les Lauraceae et les
Monimiaceae. La famille des Lauraceae se compose de plus de 55 genres et compte entre 2 500 et
3 500 especes (Khodja et al., 2023).
Ce classement se réfere a la classification botanique €élaborée par Quezel et Santa comme indique
le tableau suivant :

Tableau 1. Classification botanique de Laurus nobilis L. (Miliani, 2018).

Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous —embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus
Espéce Laurus nobilis L.
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1.6. Culture et conservation
1.6.1. Conditions de croissance

C'est une espece qui préfere les hivers doux, ou les températures ne tombent pas en dessous
de -5°C. Les conditions idéales sont les endroits ensoleillés et protégés du vent, méme si elle tolere
I’ombre. En ce qui concerne 1'humidité, la plante ne tolére pas la sécheresse prolongée : il lui faudra
au minimum 600 mm de précipitations par an. A I'exception des sols trop acides, le laurier est
capable de s'acclimater a tout type de sol. Il se développe aisément dans les sols profonds et
humides toute I’année. Le sol type doit étre riche en nutriments, en humus et en bases avec un pH

proche de la neutralité (Bekhti, 2021).

1.6.2. Propagation

La multiplication par semis est possible en automne, mais la meilleure technique reste le
bouturage a la fin de 1'été¢. Cependant, le pourcentage de récupération des boutures et des graines
avec les deux techniques est trés faible. L'utilisation de techniques de propagation in vitro peut
offrir de grandes opportunités de culture en masse de cette espece. En effet, cette technologie offre
de nouvelles fagons de produire de grandes quantités de matériel sélectionné. Par ailleurs, cette
méthode ne se limite pas @ une multiplication rapide : il a été démontré que les plantes auto-
enracinées in vitro, multipliées par micropropagation, sont plus robustes et plus résistantes aux
maladies. Plusieurs facteurs influencent le succeés de la propagation in vitro, notamment la
composition minérale, les milieux hormonaux et de culture, le génotype ainsi que l'dge des
explants. Dans un premier temps, le travail proposé dans cette étude vise a tester 1'effet de trois
types de milieux de culture sur la germination des graines et la croissance des plantes. Ensuite,
nous étudierons 1'impact des hormones testées dans les milieux de culture sur le développement
des plantules issues de la germination. Enfin, I’effet de différentes combinaisons d'hormones sur
la capacité des microboutures a régénérer une plantule entiere. L'acclimatation a également été
suivie grace a l'utilisation de deux types de substrats (Chourfi et al., 2014).

Le séchage peut préserver a la fois les feuilles et les graines. Une étude a montré qu'une
faible diminution de la teneur en humidité des graines augmentait la germination. Cela se produit
lors de séchages lents et rapides. Il convient de noter qu'une réduction progressive de la teneur en

humidité entraine une réduction de la germination (Riabov et al., 2020).
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1.6.3. Récolte

Les feuilles de laurier peuvent étre récoltées toute I'année car la plante est persistante. Les
baies sont récoltées a environ 40 % d'humidité lorsqu'elles atteignent la maturité physiologique.
Pour un rendement maximal et une qualit¢ de feuilles séches optimale sont recommandées
généralement une ou deux récoltes par an. Les conditions météorologiques telles que la rosée, une
forte humidité et les pluies sont évitées pendant la récolte, car elles peuvent provoquer une
détérioration et une décoloration. Les feuilles de laurier sont classées selon leur forme, leur taille,
leur couleur et leur arome avant d'€tre emballées. En fonction des diverses normes de qualité et les
préférences des consommateurs, les feuilles sont emballées et conservées dans un endroit frais et
sec. Les conditions de stockage suggérées pour les épices sont de 10 a 15 °C et de 55 a 65 %

d'humidité relative (HR) (Paparella et al., 2022).

I.7. Composition chimique

La composition chimique de Laurus nobilis L. (tableau 2) peut varier qualitativement et
quantitativement en fonction de la région de récolte, de la méthode d’extraction et du solvant utilisé
pour la récupération des composés.

Tableau 2. Composition chimique de la plante Laurus nobilis L. (Khodja et al., 2023).

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

Flavonoides Kaempférol, quercétine, Lutéoline, (Konovalov et Alieva,
Apigénine, hespéritine. 2019)
Acides phénoliques Acide gallique, Acide rosmarinique, (Bourebaba et al., 2021
Acide p-coumarique. ; Dobroslavié et al.,
Acide cinnamique, Acide syringique, 2021 ; Stefanova et al.,
Acide caféique. 2020)
Alcaloides Boldine, réticuline, isodomesticine, (Alejo-Armijo et al.,
neolistine, actinodophnine, nor 2017).

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

Lo
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I.8. Les huiles essentielles de Laurus nobilis L.
1.8.1. Généralités

Les huiles essentielles (HEs) sont des mélangesde molécules organiques
volatiles liposolubles, traditionnellement obtenues par distillation a la vapeur d'eau de fruits, de
fleurs, de feuilles, de tiges, de graines, de bois aromatiques et de racines, reproduisant
généralement 1'odeur de la plante dont elles sont issues. Des méthodes d'extraction comme la
distillation seéche, le pressage mécanique, l'extraction par solvant, I'extraction
par fluide supercritiques et d'autres techniques d'extraction a haut rendement, offrant des avantages
pour des sources botaniques spécifiques (Matera et al., 2023).

Il existe plusieurs définitions au terme ‘“huiles essentielles” selon 1’organisme de
régulation.
Selon la Pharmacopée Européenne X édition : I’huile essentielle est un “Produit odorant,
généralement de composition complexe, dérivé d'une matiére premiere végétale botaniquement
définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation seéche, soit par un procédé
mécanique adaptée sans chauffage. Les huiles essentielles sont les plus souvent séparées de la
phase aqueuse a l'aide d'un procédé¢ physique n’entrainant pas de changement significatif de
sa composition.”. Selon la Pharmacopée Francaise XI™ édition : définis comme “Substance qui
est fluide, volatile, odorante, de composition complexe produite par un appareil sécréteur.”. Et
selon le Code de la Santé Publique (CSP) : “ On considere les huiles essentielles comme des
préparations a base des plantes. Ce sont des produits odorants, généralement a composition
complexe, obtenus a partir d'une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par
entrailnement a la vapeur d'eau, soit par distillation seche, ou par une mécanique appropriée sans
chauffage.”
Donc, les huiles essentielles sont des extraits aromatiques d'une plante aromatique. Le produit qui
en résulte est fluide, volatil, odorant et de composition complexe. Les HEs contiennent des
molécules aromatiques ayant une action sur la santé, qui sont a la base de l'aromathérapie

(Cheung, 2021).
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1.8.2. Disposition des huiles essentielles dans la plante

Dans la majorité des plantes aromatiques et médicinales (PAM), les huiles essentielles sont
générées au sein de poils fins situés a la surface des feuilles. Parfois, elles sont élaborées par les
glandes de I’épicarpe des fruits des agrumes ou sont accumulées dans les résines de certains
coniféres. L'accumulation et la synthése de ces métabolites dans un organe sont associées a la
présence de structures glandulaires spécialisées qui sont distinctes des vaisseaux conducteurs de
seéve. Ces structures (fig. 3) prennent plusieurs ® ® &
formes selon la famille botanique : des glandes
peltées chez les Lamiaceae, des canaux glandulaires

chez les Asteraceae, Apiaceae, Hypericaceae, Glandes peltées Canaux sécrétoires
Rutaceae, et des cellules a parois peu perméables LA o % ®o'
pour les rhizomes de gingembre, les noix de a o ~

Cavités glandulaires Cellules glandulaires

Pinaceae et Coniferae, des grandes cavités pour les

muscade, la racine de valériane, etc (Ouled Taarabt,

2019).

Figure 3. Les formes structurales (des différentes
familles de plantes) (Ouled Taarabt, 2019).

Les huiles essentielles sont souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante.
Ils peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux (fig. 4) :
Les fleurs (Oranger, rose, lavande, menthe) ;
Les feuilles (Eucalyptus, menthe, thym, laurier, sauge, aiguilles de pin, basilic) ;
Les organes souterrains : racines, rhizomes (Gingembre) ;
Les fruits (tels que le fenouil, le poivre et les épicarpes de citrus) ;
Les graines (comme la noix de muscade et la coriandre) ;
Le bois et les écorces (par exemple, la cannelle, le camphrier et le bois de rose) ;
Les poils sécréteurs épidermiques qui s'accumulent dans des cellules glandulaires spécialisées,
situées a la surface de la cellule et recouvertes d’une cuticule rencontrée souvent chez les

Lamiaceae, les Myrtaceae et les Apiaceae (Bounab, 2020).
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Géranium petit

grain

Tea tree

Cédre
Santal

Lavandes

Coriandre

Bigaradier

Figure 4. Exemples des huiles essentielles issues de différentes parties de plantes (Deschepper, 2017).

1.8.3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

1.8.3.1. Hydrodistillation

L'hydrodistillation repose sur le principe de la distillation des mélanges binaires non

miscibles. Elle consiste a immerger la matiére premiere végétale directement dans un appareil de

type Clevenger (fig. 5) ou dans un alambic rempli aux trois quarts d'eau, puis I'ensemble est porté

a ¢bullition a la pression atmosphérique. Les vapeurs détruisent la structure des cellules végétales,

libérent les molécules qui s'y trouvent
et entrainent les plus volatiles en les
séparant du substrat cellulosique. Les
vapeurs hétérogenes sont condensées
dans un réfrigérant et les huiles
essentielles se séparent de 1’hydrolat
par simple différence de densité, les
HEs surnageant généralement au-
dessus de I’hydrolat. Cette méthode

est la plus simple, la plus répandue et

Systemeé d'eau
pour refroidissement

—————— Condenseur
ot

e

; 4 Huile

& essentielle
Systeme de g / Fad
cohobage '
Ballon TE::R vegetale

¢———— Chauffe hallon

Figure 5. Montage d'hydrodistillation type Clevenger (Hernandez

Ochoa, 2005).
(2]
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la moins couteuse. Cependant, malgré sa simplicité, elle peut apporter de nombreux artéfacts. En
effet, 1'eau, l'acidité et la température du milieu peuvent induire des réactions d’hydrolyse, le
réarrangement, la racémisation, l'oxydation, l'isomérisation, etc. De plus, certains organes
végétaux comme les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent pas le traitement thermique par

hydrodistillation (Nebie, 2023).

1.8.3.2. Entrainement a la vapeur d’eau.

C'est l'une des méthodes officielles pour 1'obtention des HEs (fig. 6). Dans ce systéme
d'extraction, le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de vapeur sans macération
préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont d'abord condensés puis décantés
dans l'essencier, avant d'étre séparéesen une phase aqueuse et une phase organique
(HEs). L'absence de contact direct entre l'eau et la matiere végétale, puis entre l'eau et les
molécules aromatiques, évite certains
phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation
Condenseur

pouvant nuire a la qualité des HEs. Les fractions

dites « de téte », fragrances tres volatiles dues a

des molécules légeres, apparaissent en premier.

Le plus souvent, une demi-heure permet de Réacteur —— 4 o * %
o ) . . Matériel végétal My %% K -
recueillir 95 % des molécules volatiles, ce qui * Xk * ‘ A
* ** «— Huile essentielle

. - .
suffit aux exigences de l'industrieet de la Phase aquetse

Cohobe

parfumerie, comme pour la lavande. L'emploi en

Vase florentin
aromathérapie impose de prolonger l'opération Chaudiére

aussi longtemps qu’il est nécessaire afin de

Figure 6. Schéma de I’extraction par entrainement a

récupérer la totalit¢ des composants aromatiques
la vapeur d’eau (EVE) (Boukhatem et al., 2019).

volatils (Boukhatem et al., 2019).

1.8.3.3. Extraction par micro-onde

Cette méthode consiste a chauffer I’extractant (eau ou solvant organique) mis en contact
avec la plante sous I’énergie micro-ondes ce qui permet un chauffage homogene (fig. 7), les
vapeurs sont ensuite entrainées dans le col de cygne avant d’étre condensées dans le réfrigérant
puis recueillies dans un essencier. Cette technique d'extraction offre une économie de temps et

d'énergie considérable avec une qualité du produit obtenu (Taroq, 2020).
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Réfrigéranta
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction \

Micro-Ondes ———

Figure 7. Dispositif d’extraction des huiles essentielles par micro-ondes (Nebie, 2023).

1.8.3.4. Expression a froid

Cette méthode est destinée a l'extraction des huiles essentielles présentes dans les
péricarpes d'agrumes en les déchirant grace a un processus mécanique. Elle consiste a rompre ou
dilacérer les parois des sacs oléiferes contenus dans le mésocarpe situé juste sous 1'écorce du fruit,
I'épicarpe, pour en récupérer le contenu qui n'a subi aucune modification. Les essences de Citrus
ont longtemps ¢été extraites manuellement, la mécanisation et ’industrialisation de la méthode
d'expression a froid ne s’étant effectuées qu’au début du XX° siecle, afin de diminuer les cofits de
production et d’améliorer les rendements pour faire face a 1’augmentation de la demande. Les
systemes modernes tels que la « Food Machinery
Corporation-in-line » (FMC), permettent d’extraire le <— Courantd’eaufroide
jus de fruit et I’essence de maniere quasi-simultanée sans
Lames
contact des deux. C’est pourquoi I’expression a froid est
la méthode de choix pour extraire ces essences (fig.

8), d'autant que la distillation n'est plus une méthode tres

appropri¢e. Effectivement, la distillation génere des

huiles aromatiques de qualité¢ inférieure en raison de la e truile essanticlle

présence importante d'aldéhydes, des composés <Eau

Figure 8. Schéma d’Expression au froid

sensibles a 1'oxydation et a la chaleur (Boukhatem et
(Mnayer, 2014).

al., 2019).
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1.8.3.5. Extraction par solvants

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une faible concentration en
huile essentielle qui ne peuvent pas étre extraites par hydrodistillation. Le procédé consiste a
épuiser le matériel végétal par un solvant, a bas point d'ébullition, qui sera ensuite éliminé par
distillation sous pression. L'évaporation du solvant donneun mélange odorant de
consistance pateuse. Le solvant choisi devra posséder une stabilité face a la chaleur et une basse

température d'ébullition pour faciliter son 1'élimination (Taroq, 2020).

1.8.3.6. L’enfleurage

La méthode d'enfleurage est généralement utilisée sur les fleurs qui, lorsqu'elles sont en
contact avec des graisses absorbantes, les saturent en essence apres quelques jours. Les pommades
ainsi préparées sont soit employées telles quelles, dans la fabrication de cosmétiques, ou épuisées
par l'alcool absolu ; en résultent des extraits alcooliques aux fleurs, concentrables en essences par

évaporation sous vide (Franchomme et al., 2001).

1.8.3.7. Extraction par fluide supercritique (SFE)

SFE est une méthode dans laquelle un fluide supercritique (fig. 9), une substance qui
partage les propriétés physiques du gaz et du liquide au-dessus de son point critique. Ces propriétés
permettent la performance du gaz en termes de pouvoir de pénétration dans la matrice cellulaire,
ainsi que les propriétés solvatantes du liquide. Le CO», avec un point critique supérieur a 31,1 °C

et 7380 kPa, est le fluide

supercritique le plus fréquemment
utilisé en EFS. Il est inflammable,
relativement non toxique, stable

chimiquement, peu coflteux et
Autoclave ; >

produit une tension superficielle

nulle. Sa température critique douce m—
Matiére a

convient a l'extraction de composés traiter

thermolabiles. Cependant, comme il

>
= =

est apolaire, I'ajout de modificateurs

polaires, tels que [I'¢thanol, le Figure 9. Schéma du dispositif d’extraction des huiles essentielles

méthanol, l'acétate d'¢thyle ou par CO2 supercritique (Nebie, 2023).
k=]
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'acétone, est recommandé pour I'extraction de composés phénoliques polaires. Les rendements les
plus élevés en composés phénoliques extraits par SFE a partir de diverses maticres végétales sont
obtenus avec des parametres de pression comprise entre 50 et 600 bars, une température de 20 a 35

°C, et une durée de 5 a 180 minutes (Dobroslavié et al., 2022).

1.8.4. Composition chimique des huiles essentielles

Les composants des huiles essentielles appartiennent principalement a deux grandes
familles chimiques : les hydrocarbures terpéniques (ou terpénoides), qui sont les molécules les
plus fréquemment rencontré (monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpénes...) et souvent
porteurs de fonctions alcools, esters, aldéhydes, cétones, éthers-oxydes.... Les hydrocarbures
aromatiques (benzoides ou phénylpropanoides), rencontrés en moindre quantité, qui possédent
généralement un cycle benzénique (CsHe), comme les phényles, les benzyles, les phényles-éthyles
et les phényles-propyles, ainsi que des structures polycycliques, telles que le naphtaléne et le
benzo[a]pyréne (Mohamadi, 2023).
Les HEs contiennent des molécules volatiles qui dégagent une odeur, principalement provenant de
la famille des terpénoides. Elles s’accumulent dans des glandes et tissus spécialisés des végétaux
tels que les cellules épidermiques des pétales chez les Rosaceae et les Oleaceae, les glandes
épidermiques des Lamiaceae, les poches sécrétrices des Rutaceae ou canaux sécréteurs des

Apiaceae (anciennement Ombellifereae) (Taleb-Toudert, 2015).

1.8.5. Les Propriétés biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent des propriétés biologiques. Certaines d'entre elles,
notamment antioxydantes, antibactériennes, et antifongiques, possédent une importance
technologique, car elles peuvent indirectement contribuer positivement a la préservation des

produits (Ordoudi et al., 2022).

1.8.5.1. Activité antioxydante

Le stress oxydatif est un des mécanismes majeurs impliqué dans le vieillissement cutané et
les affections dermatologiques (Plainfossé, 2019). Activité antioxydante de nombreuses huiles
essentielles, comme les HEs de cannelle, de piment, de laurier et d’origan, présentent un pouvoir
anti-oxydant. Cette activité¢ est attribuée a certains groupes fonctionnels en I’occurrence, les

alcools, éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques, comme le linalol, le 1,8-cinéole, le
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géranial/néral, le citronellal, ainsi que certains monoterpénes dont le y-terpinene et I'a-terpinoléne.
Le pouvoir antioxydant des HEs est utilisé comme substitut dans la préservation des aliments

(Touhami, 2017).

1.8.5.2. Activité antibactérienne

Depuis I'Antiquité les qualités antibactériennes des plantes aromatiques et médicinales sont
reconnues. Ces propriétés sont dues a la fraction des HEs présentes dans les plantes. Les huiles
essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes appartiennent aux Labiatae :
'Origan, le thym, la sauge, le romarin, le clou de girofle sont autant de plantes aromatiques
fréquemment utilisées comme ingrédients alimentaires. Toutes les HEs de ces plantes ont une
particularité commune ; elles sont riches en composés phénoliques comme 1’eugénol, le thymol et
le carvacrol. Ces trois composés possedent une forte activité antibactérienne. Le mode d’action
des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, notamment
leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de
la membrane de la cellule bactérienne. Ceci pourrait entrainer un changement de conformation de
la membrane. D’une maniere générale, leur action se déroule en trois phases :
Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, ce qui entraine une augmentation de la
perméabilité suivie de la perte des constituants cellulaires ;
Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production d'énergie cellulaire et la synthese
des composants de structure ;

Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Bounab, 2020).

1.8.5.3. Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre utilisés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes et les micro-organismes envahissant la denrée alimentaire. Les
huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la croissance
des levures et la germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation et la production
de toxines chez les moisissures. Le pouvoir antifongique est dii a la présence de certaines fonctions

chimiques dans la composition des HEs (Goudjil, 2016).
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1.8.5.4. Activité antivirale

Les virus donnent lieu a des pathologies protéiformes dont certaines posent des problémes
pour l'instant non résolus par la science médicale. Les réponses classiques a ces infections étant
trés limitées, les huiles essentielles constituent une véritable manne pour traiter les troubles
d'origine virale allant des plus banales aux plus redoutables. Des molécules (monoterpénols,
monoterpénals, etc...) appartenant a de nombreuses familles chimiques ont révélé in vitro leur
activité antivirale. Le couple synergique, cinéole-monoterpénol sera bénéfique pour traiter les
pathologies virales touchant la sphéere respiratoire (les plus répandues dans les régions tempérées)

(Franchomme et al., 2001).

1.8.5.5. Activité antiparasitaire

Les huiles essentielles peuvent avoir une activité antiparasitaire, que les parasites soient
internes comme les vers ou externes comme les poux. Cette activité est parasitifuge pour des HEs
a oxydes terpéniques, aldéhydes ou phénols aromatiques. Elle est parasiticide pour les HEs a

phénols-méthyléthers et a cétones terpéniques (Cheung, 2021).

1.8.6. Domaine d’utilisations des huiles essentielles
1.8.6.1. Industrie Agro-alimentaire
Les huiles essentielles sont finalement devenues des ardmes naturels et des rehausseurs de

gout dans divers domaines de 1’agroalimentaire : liqueurs, boissons, confiseries, plats cuisinés

. S’1l n’existe pas réellement de régle, on peut dire que les huiles essentielles plébiscitées pour
des préparations salées sont issues d’épices et d’aromates tandis que les HEs d’agrumes seront
préférées pour des parfums plus sucrés (Deschepper, 2017).
Dans l'industrie agroalimentaire, les HEs sont utilisées pour aromatiser une grande variété de

produits (Ordoudi et al., 2022).

1.8.6.2. Domaine médicinal

Pour leurs propriétés médicinales 1’utilisation historique des plantes en raison de leurs
propriétés thérapeutiques avec les avancées techniques et scientifiques, mené a I’isolation de
principes actifs. La phytothérapie est la médecine par les plantes, utilisées en partie ou en totalité,

sous différentes formes (teintures meres, extraits fluides ou secs, poudres, infusions et décoction).
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L’ aromathérapie n’utilise que les principes actifs d’une partie de la plante, ou ils sont fortement

concentrés (Mouas, 2018).

1.8.6.3. Industrie de la parfumerie et du cosmétique
Les huiles essentielles sont utilisées dans la fabrication de parfums, shampoings, gel-
douches, crémes, laits, déodorants corporels et dans d’autres produits d’entretien (savons,

détergents, lessives, assouplissants de textile) (Nebie, 2023).

1.8.6.4. Pharmaceutique

Des huiles essentielles peuvent ¢galement €tre de simples excipients dans des médicaments
et servir d'arome pour masquer le goit d’un principe actif, fonctionner en tant qu'agent de
pénétration percutanée, ou encore comme source de précurseur I'hémisynthese, tel que les citrals
qui servent a la production de la vitamine A. En raison de leurs propriétés pharmacologiques, les

huiles essentielles ont un réle important dans le domaine médical (Ounoughi, 2021).

1.8.7. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent avoir des effets secondaires trés graves, dus a leur pouvoir
toxique, Par exemple, on peut citer l'effet irritant qui provient des huiles essentielles riches en
thymol ou en carvacrole, 'effet allergéne associ¢ aux huiles essentielles riches en cinnamaldéhyde
et l'effet phototoxique résultant des huiles essentielles qui contiennent des furocoumarine
(Touhami, 2017). D’autres HEs ont un effet neurotoxique (les cétones telles que I’a-thujone sont

toxiques pour les tissus nerveux) (Mouas, 2018).

1.8.8. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances sensibles et extrémement délicats, ce qui rend
leur conservation difficile, pour limiter les risques de leurs dégradations et la modification de leurs
propriétés. La durée de conservation des HEs varie entre 12 a 18 mois. Leur conditionnement doit
se faire dans des flacons propres et secs, fait en aluminium, acier inoxydable ou en verre
teinté, presque entierement remplis ou sous atmosphere d’azote fermé de fagcon étanche et stocke

a I’abri de la chaleur et de la lumiére (Ounoughi, 2021).
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1.9. Huiles essentielles de Laurus nobilis L.
1.9.1. Composition chimique des HEs de Laurus nobilis L.

Les huiles essentielles de laurier noble (Laurus nobilis L.) est distillée a partir des feuilles
et rameaux fleuris de I'arbuste de laurier noble. C'est une huile essentielle liquide peu colorée, d’un
jaune pale et d’une fragrance épicée caractéristique du laurier. De qualité officinale, elle contient
plus de 50 composés (tableau 3), dont les principaux sont : 35 a 45 % de 1,8-cinéole de la famille
des oxydes terpéniques, 15 a 25 % d'alcools terpéniques tels que le linalol et 1'a-terpinéol, le
terpinene-4-ol, ainsi qu'environ 15 % de terpenes dont de 1’a- et du B-pinéne ainsi que du
sabinene. 10 % d’esters terpéniques tels que l'acétate et le formiate de terpényle. Dans une moindre
mesure puisqu'ils sont évalués a moins de 5 % chacun, cette HEs contient aussidu f-

caryophylléne, de I'eugénol et du méthyleugénol (Cheung, 2021).

Tableau 3. Composition chimique des huiles essentielles de Laurus nobilis L. (Caputo et

al.,2017).
0 Identification ©
1 pentanoate de méthyle 0,1 850 828 1,2
2 isovalérate d'éthyle 0,1 853 858 1,2
3 a-thuyéne 0,7 916 930 1,2
4 a-pinéne 5.8 922 939 1,2,3
5 Camphéne 0,8 935 954 1,2
6 Sabinéne 12.2 962 975 1,2
7 B-pinéne 14 980 979 1,2,3
8 a-phellandréne 0,5 991 1002 1,2,3
9 d-2-caréne 0,4 997 1002 1,2
10 a-terpinéne 0,6 1004 1017 1,2,3
11 o -Cymeéne 0,3 1013 1026 1,2
12 1,8-cinéole 31,9 1016 1031 1,2,3
13 ( Z)-B-ocimeéne 0,2 1028 1037 1,2
14 ( E )-B-ocimeéne 0,2 1038 1050 1,2
15 y-terpineéne 1.0 1048 1059 1,2,3
16 hydrate de cis -sabinéne 0,3 1057 1070 1,2
17 p-Mentha-3,8-diéne 0,5 1077 1072 1,2
18 hydrate de trans -sabinene 10.2 1093 1098 1,2
19 Linalol 0,1 1096 1096 1,2,3
20 exo -Fenchol 0,1 1111 1121 1,2
21 allo -Ocimene 0,2 1118 1132 1,2
22 trans -Sabinol 0,2 1128 1142 1,2
23 Camphre 0,2 1133 1146 1,2,3
24 Oxyde de B-pinéne 0,1 1147 1159 1,2
25 Isobornéol 0,5 1155 1160 1,2
26 iso -isopulégol 0,6 1157 1159 1,2
27 néoiso -isopulégol 2,5 1165 1171 1,2
28 a-terpinéol 3.3 1180 1188 1,2,3

[0
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29 cis -carvéol 0,2 1219 1229 1,2
30 cis - p -Mentha-1(7),8-diéne-2-ol 0,1 1232 1230 1,2
31 acétate d'hydrate de trans -sabinene 0,7 1246 1256 1,2
32 2-(1 E)-propényl-phénol 0,1 1265 1267 1,2
33 acétate de néo -3-thujanol 0,4 1275 1276 1,2
34 a-terpinéne-7-al 0,3 1284 1285 1,2
35 acétate d'iso -verbanol 0,3 1306 1309 1,2
36 acétate d'o-terpinyle 5.9 1340 1349 1,2
37 Eugénol 1.6 1347 1359 1,2,3
38 Cyclosatiféne 0,1 1360 1371 1,2
39 Longicyléne 0,2 1373 1374 1,2
40 B-Eléméne 0,4 1381 1390 1,2
41 Méthyl-eugénol 3.3 1394 1403 1,2,3
42 B-Funébréne 0,5 1408 1414 1,2
43 cis -thujopséne 0,2 1427 1431 1,2
44 Spirolépchinéne 0,1 1445 1451 1,2
45 allo -aromadendrene 0,1 1449 1460 1,2,3
46 v-Himachaléne 0,1 1474 1482 1,2
47 a -amorphéne 0,1 1483 1484 1,2
48 d-amorphéne 0,1 1502 1512 1,2
49 6-cadinéne 0,2 1512 1523 1,2
50  Elémicine 0,5 1546 1557 1,2
51 Spathulénol 0,4 1563 1578 1,2,3
52 Oxyde de caryophylléne 0,3 1572 1583 1,2,3
53 Thujopsan-2-a-ol 0,1 1580 1587 1,2
54 Viridiflorol 0,2 1591 1592 1,2
55 Erémoligenol 0,1 1630 1631 1,2

Total 91,6

Hydrocarbures monoterpénes 34,0

Monoterpeénes oxygénés 48,6

Hydrocarbures sesquiterpéniques 3.2

Sesquiterpénes oxygénés 0,2

Composés phénoliques 5.6

* Indice de rétention linéaire sur colonne HP-5MS ; ® Indice de rétention linéaire sur colonne HP Innowax ;
¢ Méthode d'identification : 1 = indice de rétention linéaire ; 2 = identification basée sur la comparaison des
spectres de masse ; 3 = Co-injection avec des composés standards.

1.9.2. Propriétés et mécanisme d’action des HEs de Laurus nobilis L.

Les huiles essentielles de laurier noble possédent des propriétés anti-inflammatoires,
antispasmodiques et antalgique, ce qui en fait une alliée de choix contre les douleurs. Elle est
également anti-infectieuse a large spectre d’action (antibactérienne et antivirale),
immunostimulante, mucolytique et expectorante grace au 1,8- cinéole. Elle posséde aussi des
propriétés antioxydante et antiputréfiante, antiproliférative (et 1égérement cytotoxique dans les cas
de cancers par exemple), anti-cedémateuse, insectifuge, hypoglycémiante, anticonvulsivante et

rééquilibrante nerveuse (Cheung, 2021).
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1.9.3. Utilisation des HEs de Laurus nobilis L.

Traditionnellement, les feuilles de Laurus nobilis L. sont utilisées comme €pices dans la
cuisine méditerranéenne (Dobroslavié ef al., 2022). Sont largement utilisées pour les soins
capillaires pour leur activité antipelliculaire et également pour le traitement externe du psoriasis
(Nafis et al., 2020).

Les huiles essentielles issues des feuilles de L. nobilis L. sont utilisées pour les bains
antirhumatismaux et en frictions pour les foulures, abcés, ulceres, gale, pelade, pédiculose,
psoriasis et mycoses. On l'utilise également contre la chute des cheveux. De plus, elles sont
utilisées par I’industrie cosmétique, et en parfumerie. Les HEs de Laurus nobilis L. entrent dans
la composition du végébon vétérinaire pour les affections de la peau et de la mamelle (Miliani,
2018). En outre,il a été utilisé pour soulager les douleurs liées aux hémorroides et aux
rhumatismes. Il posseéde également des propriétés diurétiques et antifongiques (Caputo et al.,
2017).

En raison de la présence de plusieurs molécules antioxydantes dans le laurier, diverses activités
biologiques et pharmacologiques ont été signalées par les chercheurs, notamment des activités

antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, antivirales et insecticides (Khodja et al. 2023).

1.9.4. Toxicité des huiles essentielles de Laurus nobilis L.

Pour prévenir tout risque potentiel de toxicité lors des tests biologiques, des essais de
toxicité étaient indispensables. La toxicité aigu€ de 1'huile essentielle de Laurus nobilis L. chez les
souris femelles et males a établi sa classification parmi les huiles 1égérement toxiques par voie

orale (Miliani, 2018).
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Chapitre I1: Infections fongiques cutanées et unguéales

Les infections fongiques de la peau et des ongles, comme I’onychomycose, sont
fréquentes et impliquent principalement les dermatophytes, mais aussi les levures du genre
Candida. Ces affections, souvent chroniques, nécessitent une bonne compréhension des agents

en cause pour un diagnostic et un traitement efficace.

I1.1. La peau
I1.1.1. Généralité

La peau, dit aussi tégument (du latin tegumentum, couverture), est la plus lourde et
l'organe le plus développé de 'organisme, pesant 4 kg et recouvrant une surface de 2 m2.
L'épaisseur de la peau est de 2 mm en moyenne, mais elle peut aller de 1 mm aux paupieres
(peau fine) a 4 mm aux paumes et plantes (peau épaisse) (Mélissopoulos et Levacher, 2012).
La peau est l'organe qui recouvre 1'organisme humain et qui a la fonction de protéger celui-ci
des agressions extérieures (physiques, chimiques ou infectieuses), et de la déshydratation. La
peau a ¢également un role dans le maintien de la température corporelle par adaptation du calibre

des capillaires périphériques et par production de la sueur (Faway, 2018).

I1.1.2. Structure anatomique de la peau
La peau est formée de quatre couches superposées (fig. 10) qui sont, de I'extérieur vers
l'intérieur, I'épiderme, la jonction dermo-épidermique, le derme et I’hypoderme (Causse, 2011).

Pore
sudoripare

- - Epiderme
Glande Zo
5 5 = 2 Derme
sébacée - ;

» ’/'*-
Follicule = ~
pileux ’K/ , I, Hypoderme

Veine Artére Glande
sudoripare

Figure 10. Structure de la peau (Del bino-nokin, 2022)
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I1.1.2.1. L'épiderme

L'épiderme est un épithélium de revétement, stratifi¢, pavimenteux et non vascularisé.
Il est constitué en général de 4 types cellulaires (fig. 11) ; les kératinocytes, les mélanocytes,
les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel :
» Kératinocytes : remplis de kératine (protéine qui entre également dans la constitution des
cheveux et des ongles) et de lipides.
» Meélanocytes : produisent la mélanine responsable de la pigmentation de la peau.
» Cellules de langherans : participent au systéme immunitaire de la peau. L’épiderme se
diviselui-mémeen cinq couches.
» Cellules de Merkel : Elles constituent la population cellulaire mineure de I'épiderme. Elles
sont relativement nombreuses au niveau des lévres, des paumes et de la face dorsale des pieds

(Prost-Squarcioni, 2005).

Cornéocytes
Stratum corneum
Stratum granulosum
- . - - Keratinocytes
LY > ot
Stratum spinosum ¢ .
% & '\ § W Cellules de Langerhans
£ Q ; y ¢
-» , o - Mélanocyte
ratum basal
Stratumbasale | & "o 9% " ® 4 Cellules de Merkel

Derme

Figure 11. Schéma des quatre populations cellulaires composant I’épiderme (Twarog, 2017).

I1.1.2.2. La jonction dermo-épidermique

Le derme et 1'épiderme sont reli€s par une matrice extracellulaire spécialisée appelée
jonction dermo-épidermique (JDE). Les protéines matricielles qui la constituent sont organisées
en un réseau complexe qui joue un role structurel et contribue également a la communication
continue avec les cellules. On y trouve des laminines, des collageénes, des protéoglycanes et des
protéines matricielles. Ces protéines possedent des sites de liaison aux cytokines et facteurs de

croissance qui leur donnent la possibilit¢ de moduler des processus cellulaires tels que la
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prolifération, la différenciation ou la migration qui sont essentiels pour le maintien de
I'homéostasie tissulaire. La JDE posséde une lecture microarchitecture caractérisée par un
modele d'ondulation généré par les crétes épidermiques et les papilles dermiques. Cette
tendance permet d'élargir la surface de contact derme-épiderme, améliorant ainsi la résistance

mécanique du JDE et 1'adhésion entre les tissus (Garnier et al., 2019).

I1.1.2.3. Le derme

Le derme constitue un tissu conjonctif, il s'agit de la plus €paisse partie intérieure, qui
supporte I'épiderme et couvre le réseau vasculaire et les fibres nerveuses. Le derme se divise en
deux couches :
Le derme papillaire (derme superficiel) : Couche intermédiaire riche en terminaisons
nerveuses et en symbiose permanente avec l'épiderme, dont il est séparé par la jonction dermo-
épidermique
Le derme réticulaire (derme moyen et profond) : Un tissu conjonctif épais créé par un réseau
de fibres élastiques.
Le derme abrite des types variés de cellules :
- Les fibroblastes : des cellules responsables de la production du collageéne, une protéine
fondamentale a 1'élasticité des tissus
- Les histiocytes et mastocytes : qui jouent un réle primordial dans les réactions immunitaires

de la peau.

I1.1.2.4. L'hypoderme

L'hypoderme est la couche externe la plus profonde de la peau. Il s'agit d'un tissu
conjonctif lache bien vasculariser et contenants du tissu adipeux en quantité variable en fonction
de sa localisation anatomique. L'hypoderme a une fonction dans la protection du corps des

chocs physiques et de la variation de température et constitue une réserve adipeuse (Allam,

2020).
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I1.1.3. Voie de pénétration du médicament a travers la peau

I1 existe deux voies possibles de pénétration du médicament a travers la peau :

I1.1.3.1. Voie transépidermale

» Voie intercellulaire : Le passage intercellulaire a travers le stratum corneum se fait par
diffusion dans les lipides intercellulaires. Méme si le chemin parcouru est plus long et tortueux,
cette voie est la plus rapide pour de nombreux composés car leur coetficient de diffusion dans
le milieu intercellulaire est plus grand. Il s’agit d’un milieu lipidique continu, structuré en
bicouches. Il offre donc a la fois des régions hydrophiles et lipophiles qui correspondent - 19 -
aux voies de passage des composés lipophiles et hydrophiles.

» Voie transcellulaire : Le passage transcellulaire est plus rarement emprunté. Il ferait
intervenir la voie desw cornéodesmosomes qui réalisent des pontages entre les cellules et
peuvent, étant donné leur nature protéique, devenir suffisamment amphiphiles. Les substances
empruntant cette voie doivent étre capable de s’intégrer a la double couche de phospholipides

constituants les membranes cellulaires pour pouvoir y pénétrer (Twarog, 2017).

I1.1.3.2. Voie des annexes cutanées

» Passage transfolliculaire : Les follicules pilosébacés, localisés dans les invaginations
profondes de I’épiderme, permettent a certaines molécules d’atteindre les couches profondes de
la peau, jusqu’au derme réticulaire. Comme la couche cornée y est peu développée, la
pénétration des substances y est facilitée.

» Passage via le canal sudoripare des glandes eccrines : Bien que théoriquement possible,
cette voie de pénétration reste marginale et rarement démontrée, car les molécules doivent
diffuser a contre-courant du flux de sueur dirigé vers la surface cutanée. Néanmoins, elle est
exploitée dans le cas du chlorure d’aluminium, dont les ions pénetrent dans les canaux
sudoraux, provoquant leur obstruction et réduisant ainsi la production de sueur. Ce mécanisme

justifie son utilisation comme agent antitranspirant (Schaefer et Lademann, 2001).
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I1.2. Dermatophytes
I1.2.1. Définition

Les dermatophytes sont un groupe spécial des champignons kératiniques qui ont la
fonction de survivre sur des matieres riches en kératine trouvées dans le sol ou dans les tissus
humains ou animaux comme la peau, les cheveux et les ongles (Al-Janabi et Al-Khikani,
2020).
Ils sont responsables d’un large spectre d’infections superficielles regroupées sous le terme de
dermatophytoses (El Aiba et al., 2024). Chez I'homme, les phaneres et la peau sont les lieux
d'antichambre privilégiés de ces agents fongiques baptisés a la fois kératinophiles et
kératinolytiques (Etcheverria, 2022). A peu pres 40 especes diverses incluses dans les trois
genres majeurs de Trichophyton, Microsporum et Epidermophyton. D'aprés des caracteres
morphologiques, tous les genres prennent en compte une forme anamorphique de la classe
Hyphomycetes du phylum Deuteromycota (champignons impartfaits) (Al-Janabi et

Al-Khikani, 2020).

I1.2.2. Morphologie

Les dermatophytes sont des champignons microscopiques avec une morphologie
variable en fonction de leur mode de reproduction. En reproduction sexuée, ils sont des
champignons filamenteux a thalle septé formant des ascospores. En reproduction asexuée, ils
se reproduisent solitaire et forment deux types de spores, nommés conidies (ou aleuries pour
les dermatophytes, en raison de leur mode de production thallique solitaire). Il s'agit de spores
unicellulaires, les microconidies ou microaleuries, et de spores pluricellulaires, tronquées a la
base et cloisonnées transversalement, les macroconidies ou macroaleuries (Bekkaye et

Abdelkader, 2024).

I1.2.3. Classification

Les dermatophytes appartiennent a la classe Ascomycetes qui signifie une
reproduction sexuée par l'intermédiaire de spores, a famille des Arthrodermataceae et a ordre
des Onygénales. Mais en pratique de laboratoire, la forme sexuée de ces champignons est trés

rarement trouvée. Par conséquent, leur classement repose sur la reproduction asexuée.
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La derniére classification utilisée est la classification d'Emmons (1934), elle reconnait trois

genres : - Le genre Microsporum ; - Le genre Trichophyton ; - Le genre Epidermophyton

(Causse, 2011).

Reégne Fungi (champignons)

Division Ascomycota

Classe Eurotiomycetes

Ordre Onygenales

Famille Arthrodermataceae

Genre Trichophyton
Microsporum
Epidermophyton

Les dermatophytes sont généralement classés en trois groupes d'apres leur habitat : les
anthropophiles (environnants humains), les zoophiles (environnants animaux) et les géophiles
(environnants dans le sol). La distinction entre ces groupes peut étre floue, car les espéces
peuvent s’adapter a certains hotes et changer d’habitat de prédilection. La division en groupe
est pratique, due a la probabilité que le type de dermatophyte ait une incidence sur la
présentation clinique. Plus de 40 especes des trois groupes ci-dessus sont susceptibles d'infecter

I'homme (Moskaluk et Vande Woude, 2022).

I1.2.4. Pathogénie des dermatophytes

La capacité des dermatophytes a produire diverses protéines ou enzymes joue un rdle
important dans I'invasion des couches kératiniques de la peau. Certains de ces enzymes, tels
que les kératinases, les adhésines, les lipases, les phosphatases, les ADNases et protéases non
spécifiques, contribuent aux dermatophytes a accomplir plusieurs des fonctions pathogenes,
tels que fixation et pénétration de la couche cornée de la peau, le contournement du systéme
immunitaire de 1'hote et la récupération des nutriments. La nature acide de la peau induit la
synthese de facteurs de transcription sensibles a l'acide, notamment PacC et Hfs1, chez les
dermatophytes pour I'établissement d'un environnement qui favorise l'adaptation des
champignons a un tel pH acide et leur donne suffisamment de temps pour augmenter leur pH
aprés la dégradation de la kératine, ce qui entraine une activité accrue des protéases

enzymatiques. La dermatophytoses est €galement provoquée par le contact entre des
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arthrospores viables ou des structures hyphales fongiques et la surface cutanée humaine, qui a
leur tour facilitent 'adhésion et la germination pour I'établissement de l'infection dans des
conditions favorables (Al-Janabi et Al-Khikani, 2020). Sur le plan histologique, les lésions
cutanées causées par la dermatophytoses se manifestent par la présence de filaments mycéliens
et d’arthrospores a la surface de la peau. En général, I’incubation de cette infection cutanée chez
I’humain dure entre une et deux semaines. L humidité et la chaleur constituent les principaux
facteurs favorisant son développement (Faway, 2018).

Cependant, la dermatophytoses peut étre aggravée par plusieurs facteurs, tels que la
surpopulation, le port de vétements occlusifs, 1'urbanisation croissante, un faible statut socio-
économique, le contact avec les animaux et une mauvaise hygiéne (Al-Janabi et Al-Khikani,

2020).

I1.2.5. Maladies dermatophytiques

La maladie dermatophytique (MD) est une infection cutanéoviscérale chronique causé
par les dermatophytes, majoritairement 7richophyton violaceum. Cette maladie orpheline est
décrite pour la plupart en Afrique du Nord et en relation avec un fort taux de consanguinité. La
consanguinité et les familles évoquent une transmission autosomique récessive. La chronicité
de 1'évolution et les rechutes a l'arrét des traitements antifongiques évoquent un déficit
immunitaire cellulaire. La quéte de 1'immunité cellulaire et la commercialisation des nouvelles
molécules antifongiques donnent un nouvel espoir dans la gestion de ces patients. Dans une

vision de la MD (Abdelmalek ef al., 2010).

I1.2.6. Origine des dermatophytes et contamination
Les dermatophytes sont rencontrés dans 3 milieux types qui dépendent de 1'origine de

la contamination humaine :

I1.2.6.1. Espéces anthropophiles

Il s'agit de parasites obligatoires hautement adaptés a I'homme, présentent des Iésions
discrétes généralement bien tolérées ou inapercues. La contamination se fait par les spores
(arthrospores), étrangement résistantes, qui sont aussi sur les 1ésions elles-mémes, dans les

débris de doigt, de squame, de cheveux. Elles sont capables de survivre des mois ou méme




Chapitre Il : Infections fongiques cutanées et unguéales

des années dans 1'environnement extérieur, et surtout dans l'environnement du malade, ce qui
favorise leur récontamination (Diarra, 2020). La répartition est cosmopolite et la transmission
pour ces especes reste interhumaine. La contamination est accomplie soit par contact direct,
soit par l'intermédiaire d'objet comme les taies d'oreillers, bonnets ou casquettes et des objets
de coiffure (peignes, brosses a cheveux, tondeuses, instruments de nattage) (Chabassea et

Audonneau, 2013).

11.2.6.2. Espéces zoophiles

Se transmettent accidentellement a ’homme par le contact d’un animal d’élevage ou de
compagnie contaminé ou par l’intermédiaire de ses poils parasités. Les dermatophytes
zoophiles sont des especes peu ou pas adaptées a ’homme. Elle se fait de fagons accidentelles
dans un contexte professionnel, chez les éleveurs, vétérinaires, personnelles des abattoirs. Par
exemple, Trichophyton verrucosum est transmis par les bovins atteints de dartre. Les animaux
sauvages peuvent étre asymptomatiques ou malades avec des plaques de teignes. Les animaux
malades vont entrainer des épidémies familiales (teignes tondantes du cuir chevelu chez les
enfants, associées a des épidermophyties bien dessinées, folliculites, sycosis de la barbe chez

les adultes, rarement des teignes du cuir chevelu chez les femmes agées) (Diarra, 2020).

11.2.6.3. Espéces telluriques (géophiles)

Ce sont la plupart des especes saprophytes, qui vivent aux dépens de la kératine
«mortey, issue du sol (fragments de poils, plumes, sabots, carapace d’insecte) et sont transmis
a I’homme a ’occasion de travaux de jardinage ou par I’intermédiaire d’animaux. Seuls
Microsporum gypseum, et T. mentagrophytes (a la fois géophile et zoophile) peuvent étre
considérés comme d’authentiques pathogeénes lorsque le contexte clinique s’y préte

(Chabassea et Audonneau, 2021).

I1.2.7 Diagnostic biologique
I1.2.7.1 Interrogatoire

Tout d'abord, il convient de recueillir par écrit les données de 'anamnése afin de clarifier
I'histoire de la lésion, son évolution et la présence d'autres localisations. Il est également

important d'établir le contexte épidémiologique : pratiques sportives, présence d'un animal de
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compagnie, profession exposée (maitre-nageur), pathologie sous-jacente. Cependant, la
question essentielle est celle de la prise d'un traitement antifongique. En effet, si I'on souhaite
que le grattage permette d'isoler le dermatophyte suspect, il faut respecter un délai thérapeutique
de 15 jours en cas d'utilisation d'un antifongique topique de type créme ou pommade, et de trois
mois en cas de prise d'un antifongique systémique (griséofulvine, terbinafine) ou d'application

dun vernis (Leslé et al., 2013).

11.2.7.2. Prélévement

Le prélevement doit étre de bonne qualité, en quantité suffisante et réalisé si possible
par le biologiste lui-méme (ou un dermatologue). Il doit également Etre réalisé avant la mise en
place d'un traitement (local ou général) ou a distance de celui-ci (en moyenne : 1 mois pour les
crémes, 3 mois pour les vernis a ongles, 2 a 3 mois pour les traitements oraux) (Brans, 2015).
Il est convenable, en outre, de respecter un principe primordial, & savoir accomplir le
prélevement a l'endroit de la jonction entre la zone saine et la zone infectée, ou se trouvent les

parties les plus actives du champignon (Chabassea et Piheta, 2008).

I1.2.7.3 Examen microscopique direct

Cet examen repose sur 1’observation microscopique directe des prélévements cliniques,
généralement apres un montage a I’hydroxyde de potassium (KOH), suivie d’une identification
morphologique du champignon. Cette technique exige une certaine expertise de 1’opérateur
pour reconnaitre les structures fongiques, avec un taux de faux négatifs estimé entre 5 et 15 %

(Bao et al., 2018).

I1.2.7.4. Culture conventionnelle

La culture est une étape complémentaire essentielle de I'examen direct. Car I'isolement
en culture du dermatophytes et son identification sont d'importance, car la prophylaxie et le
traitement peuvent varier selon 1'espece isolée (Chabassea et Piheta, 2008).
La culture des dermatophytes met en ceuvre deux étapes successives et complémentaires, avec

deux types de milieux aux fonctionnalités distinctes.
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I1.2.7.4.1. Milieux d’isolement

La mise en culture des prélévements, étape indispensable pour le diagnostic d’espece,
doit étre systématique. Le milieu de référence pour les dermatophytes est le milieu de
Sabouraud additionné d’un antibiotique et de cycloheximide (Actidione®). Ce dernier inhibe
la croissance de la plupart des moisissures et aide ainsi a 1’isolement des dermatophytes

(Chabasse et Guiguen, 2019).

11.2.7.4.2. Milieux d’identification

Ces milieux sont utilisé€s lorsque les cultures des milieux d'isolement ne mettent pas en
avant des fructifications ou des spores nécessaires a l'identification précise du champignon. Le
repiquage d'un fragment de la culture issu sur milieu d'isolement, sur un milieu (généralement
dépourvu de sucres) est plus favorable au développement des spores. Le choix des milieux est
en fonction de I'espece fongique souhaitée ou de la nature du prélévement (a savoir Le milieu
de Borelli, milieu PDA (Potato-Dextrose-Agar), le milieu de Baxter, le milieu de Takashio
(Sabouraud dilu¢), de méme que la gélose au malt et I’eau gélosée) (Brans, 2015 ; Leslé et al.,
2013). La température d'incubation pour les prélévements de mycoses superficielles comprise
entre 25 et 30°C. Toutefois, certaines especes, en particulier celles a croissance trés lente,
requierent une température plus €élevée (Trichophyton verrucosum, qui se développe de maniére

optimale a 32°C) (Brans, 2015).

I1.2.8. Traitement
I1.2.8.1. Médicaments systémiques

Les antifongiques systémiques sont, La terbinafine (Lamisil®), [’itraconazole
(Sporanox®) et le fluconazole (Diflucan®) qui on les trois traitements recommandés dans le
traitement de I’onychomycose.
La tolérance a ces antifongiques est bonne, lorsqu’on la compare aux anciennes molécules :
griséofulvine et kétoconazole. D’apres plusieurs études, la terbinafine est considérée comme le
traitement de choix (1), sur base de 2 arguments : dose minimale d’efficacité¢ in vitro et
pourcentage réduit de récidives a ’arrét du traitement. La terbinafine exerce un effet fongicide.

Avec un traitement pendant 6 semaines pour les mains et 12 semaines pour les pieds. Le spectre
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d’action se limite aux dermatophytes ; la terbinafine ne constitue dés lors pas le premier choix
si I’infection mycosique comporte des levures opportunistes. La terbinafine est en général bien
tolérée. Les effets indésirables sont des manifestations gastrointestinales, des réactions
cutanées, une altération du gott. L’itraconazole constitue également un excellent choix. Bien
que considéré comme fongistatique, il peut atteindre des concentrations fongicides. Son spectre
d’action est plus large et s’étend aux levures. Il est donc recommandé en cas d’infection

mycosique mixte (Vogeleer, 2005).

I1.2.8.2. Médicaments topiques

Cinq familles d’antifongiques sont utilisables : imidazolé, amorolfine,
hydroxypyridone, allylamines et polyeéne. Le bifonazole 1% est un imidazolé, mélange a 1'urée
a 40% permet d'amollir la tablette unguéale afin de faciliter son découpage, puis le bifonazole
est appliqué seul jusqu'a repousse compléte de I'ongle. La guérison mycologique est obtenue

dans 50 a 60 % des cas (Yahyaoui, 2017).

I1.2.9 Prévention
La prévention des infections fongiques repose sur plusieurs mesures essentielles,
notamment :
* Coupes les ongles et tient-les courts.
Eviter de prendre des douches collectives et ne remplacera pas les serviettes et le reste du
matériel.
» Utilisation des claies en plastique (retenant moins les squames plantaires).
« Utiliser I'hypochlorite de soude pour nettoyer les sols des douches collectives.
* Traitement de 1'animal domestique qui est la source principale de l'infection (M. canis).
* Pour prévenir la récidive d'une dermatophytose plantaire ou interdigitale Conseiller
* les athlétes et les maitres-nageurs doivent prendre une fois par semaine un topique azolé
(éconazole, bifonazole) ou un topique terbinafine une fois par mois (Bekkaye et Abdelkader,

2024).
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I1.2.10. Résistance aux médicaments antifongiques

Les azolés antifongiques tels que I’itraconazole et le fluconazole sont aisément utilisés
pour combattre les infections superficielles fongiques a base de dermatophytes. Des tests in
vitro plus récents, indiquent des concentrations minimales inhibitrices €élevées. Ces résultats
soulévent des questions quant a son adéquation comme traitement de premier choix et suggerent
que des essais cliniques supplémentaires sont nécessaires pour valider son efficacité. La
résistance aux azolés pourrait €tre associée a la surexpression de genes codant pour les
transporteurs ABC, entrainant une expulsion accrue de plusieurs médicaments hors de la
cellule, ce qui réduit leur accumulation et leur efficacité. Les allylamines, dont la terbinafine,
sont des médiateurs antifongiques majeurs qui sont utilisés afin de guérir la dermatophytoses,
une infection superficielle fongique commune de la peau, des cheveux et des ongles. La
résistance aux allylamines, bien qu’elle soit moins fréquente que la résistance aux azolés, est
une préoccupation émergente des infections dermatophytiques. La terbinafine agit en bloquant
la squaléneépoxydase, une enzyme essentielle a la biosynthése de I’ergostérol (Yamada et al.,

2017).

I1.3. Candida albicans
I1.3.1. Définition

Candida albicans (C. Albicans), est un micro-organisme eucaryote appartenant au
groupe des champignons unicellulaires (Tazi, 2011). Un microchampignon, également appelé
levure, on les retrouve naturellement dans les muqueuses du corps humain, c’est-a-dire dans la
bouche, le tube digestif, I’cesophage et sur la peau et au niveau des muqueuses génitales
(Albert, 2022). I1 est identifi¢ comme étant 1’agent principal des candidoses avec une chance
d’étre associé, pour certaines d’entre elles, au port de protheéses (irritation mécanique ou
réaction allergique a la base matérielle des prothéses), ou a une infection bactérienne. Il possede
une capacité forte a s’adhérer a toutes les formes de surfaces biotiques (dentaire et muqueuse)

et abiotiques (protheéses dentaires, implants, matériaux de reconstitution dentaire) (Tazi, 2011).
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I1.3.2. Structure cellulaire et morphologie

Candida albicans, est doté dun noyau, d'une double membrane nucléaire, de
chromosomes, de mitochondries et d'inclusions lipidiques. C'est une levure aérobie, non
capsulée, non pigmentée. Cette levure diploide dont le matériel génétique se divise en huit
chromosomes. Au plan morphologique, cette levure mesure entre 3 et 15 um (fig. 12). Elle
présente un polymorphisme, observé aussi bien in vitro et in vivo, qui lui permettent d'échapper
aux défenses associées a lI'immunité cellulaire. Il existe également dans ces cellules des
phosphatases, oxydases et peroxydases de type enzyme, le seul organe qui distingue la levure
d'une cellule eucaryote « classique » étant la présence d'un systéme vaculo-vésiculaire,
développé en relation avec le cycle cellulaire et la division et révélant en grande partie la
synthése de la paroi. Cette derniére donne a la levure sa forme et sa stabilité mécanique, et elle

est également une zone de contact cellule-milieu (Youcef Ali, 2014).

MM + Farnesol

Figure 12. Morphologie des cellules de Candida albicans au
grossissement x1000 (Han et al., 2012).

(Incubées en présence ou en absence de farnésol (1 mM) a 37 °C

apres 3 ou 6 heures d'incubation. Avec MM : minéral minimumau.
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I1.3.3. Reproduction
Se multiplie asexuellement par bourgeonnements multilatéraux d'une cellule-mere (le

blastospore), créant ainsi des colonies blanches a creme.

I1.3.4. Classification

C. albicans est un membre du royaume Mycetes (fungi), phylum des ascomycetes, le
plus grand phylum de mycetes, avec la caractérisation qu'un tel phylum développe des
structures spécialisées appelées asques, qui hébergent les spores formées au cours du processus
de méiose. Il existe deux sous-phylums majeurs des ascomycetes : les euascomycetes, les
incluent champignons a mycélium (hyphes) comme Neurospora crassa, et saccharomycotina
en incluant l'ordre des hémiascomycetes, ou l'ordre des levures bourgeonnantes comme
Saccharomyces cerevisiae. 11 convient de souligner que dans le cadre de la classification

classique en taxonomie, celle-ci était basée sur la morphologie (Znaidi, 2009).

Reégne Fungi (champignons)
Division Ascomycota

Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetaceae
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

Espéce Candida albicans

I1.3.5. Pathogénicité

Plusieurs especes de Candida sont pathogenes, les cinq plus courantes sont : C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis et C. krusei, et elles sont responsables de 90 % des
occurrences. L'espece C. albicans est responsable de la moitié des infections. Elle est
responsable de deux types de maladies : les candidoses superficielles et les candidoses

systémiques ou « candidémies » (Albert, 2022).

I1.3.5.1 Candidoses superficielles
Les candidoses superficielles sont des infections locales touchant principalement les
muqueuses vulvo-vaginales, buccales et oropharyngées mais peuvent aussi €tre cutanées

(Albert, 2022).
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Les changements du couvert cutané encouragent l'apparition des candidoses. Ils peuvent
résulter tout d'abord de fréquents contacts avec l'eau, de traumatismes mécaniques ou
chimiques. Les traumatismes de la cuticule sont a l'origine de l'apparition des candidoses
unguéales appelées par des termes génériques onychomycoses induites dans 90% des cas par
C. albicans (Chami, 2005).

L'onychomycose est la plus fréquente des maladies infectieuses des ongles et est
responsable d'environ 50 % des consultations pour maladies unguéales. Elle dépond du sexe et
de l'age, plus fréquente chez 'homme et augmentant avec le vieillissement, ou il peut avoir une
fréquence de moins de 40 %. Les prédispositions comprennent le diabéte sucré, un artériopathie
périphérique, une immunosuppression due au VIH ou au recours a des immunosuppresseurs

(Piraccini et Alessandrini, 2015).

I1.3.5.2. Les candidoses profondes
Les candidémies également appelées systémiques sont des infections profondes et

déphasées qui peuvent étre mortelles a I'organisme. Ils apparaissent en majorité chez des sujets
dont le systéeme immunitaire est tres affaibli (Albert, 2022). Ils apparaissent en premier lieu
chez des patients hospitalisés dans des unités de soins intensifs, en services de réanimation
médicale ainsi que dans des unités d'onco-hématologie. A ce titre, elles occupent désormais le
4*merang des infections nosocomiales en Europe et aux Etats-Unis (Lagane,2007).
Plusieurs facteurs de virulence ont été proposés :

- L’adhérence aux surfaces (On parle d’adhésines)

- La formation de mycéliums vrais et de pseudomycéliums

- L’interférence avec des complément

- Les enzymes : (la sécrétion d’enzyme hydrolytiques) (Lagane, 2007).

I1.3.6. Diagnostic
11.3.6.1. Prélévements, acheminement, conservation

Le diagnostic de mycose repose sur un prélevement de qualité, c'est-a-dire fonctionnel,
en quantité adéquate et récupéré a l'abri dans un conteneur stérile. En raison de la vitesse de

croissance des levures et de la flore bactérienne, le prélévement doit éEtre expédié
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immédiatement vers les laboratoires ; a défaut, il est conservé a + 4 °C. Les prélévements
cutanéo-muqueux seront réalisés d'autant mieux par le biologiste lui-méme et a distance de tout

traitement antifongique local ou général.

11.3.6.2. Examen direct (ED)
Premiére étape de laboratoire, permet de guider rapidement le diagnostic et

d'éventuellement la thérapie.

11.3.6.2.1. Prélévements superficiels

L’ED est effectué pour un échantillon, immédiatement apres le prélévement. Il consiste
a observer au microscope entre lame et lamelle une suspension de prélévement dans une goutte
d’eau physiologique, additionnée ou non de bleu de méthyléne ou parfois ’utilisation d’autres
colorations, tels que ; May-Grunwald-Giemsa (MGGQG), coloration de Gram, Noir chlorazol

(Jabri, 2022).

11.3.6.2.2. Prélévements profonds

Etalements, appositions sur lamelles et cyto-centrifugation spots sont réalisés a partir
des prélévements de localisation profonde (liquide pleural, articulaire, biopsies tissulaires). Les
frottis sont chauffés a la chaleur ou a l'alcool et colorés au May-Griinwald-Giemsa (MGGQG), ou
imprimés a l'argentique). Le fait de signaler des levures bourgeonnantes, avec ou sans filaments,
dans des produits biologiques qui en régle générale sont stériles permet de déclarer la

pathogénie du champignon, ainsi que I'analyse histologique.

11.3.6.3. Cultures

La levure Candida est facile a cultiver, et de nombreux milicux de culture utilisés en
laboratoire de microbiologie (géloses normales, géloses sanguines, bouillon cceur-cervelle...)
favorisent sa croissance. Cependant, le milieu Sabouraud est le plus adapté a la culture des
champignons. Les boites de Pétri offrent une surface d'ensemencement plus importante que les
tubes ; elles permettent un bon isolement des colonies et I'observation des associations de
levures. Candida albicans étant I'espece la plus isolée et considérée comme la plus virulente, la

méthode de diagnostic consiste avant tout a I'identifier (Piheta et Marot, 2013).
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I1.3.7. Traitement

Les antifongiques habituellement utilisés appartiennent a trois familles :
e les antifongiques polyéniques dont la téte de ligne est 'amphotéricine B (Fungizone®). Cette
substance a longtemps été le « gold standard » pour traiter les infections fongiques systémiques.
C'est parce qu'elle a quasi toutes les especes de Candida dans son large spectre ;
e les analogues nucléosidiques, que l'on représente par la 5-fluorocytosine (Ancotil®). Ils ont
toujours été étroitement limités a leur usage en raison de leur toxicité médullaire potentielle et
du développement rapide de résistances, surtout en cas de monothérapie.
® les azolés dérivés : les seuls utiles dans les candidoses profondes sont les triazolés : d'abord
le fluconazole (Triflucan®) et l'itraconazole (Sporanox®) en raison de leur faible toxicité et de
leur spectre étendu. Deux autres médicaments sont employés : le voriconazole, nouveau triazolé
et la caspofungine, qui est représentant d'une nouvelle génération d'antifongiques : les

inhibiteurs des composants de la paroi fongique (Kettani et al., 2006).

I1.3.8. Resistance aux antifongiques
I1.3.8.1. Résistance aux polyénes

La résistance acquise a l'amphotéricine B est encore trés exceptionnelle.
Il faut signaler que les méthodes de référence telles que celle du CLSI ne sont pas
tres efficaces pour la recherche des résistances a 1'amphotéricine B. Au contraire,
la méthode d’Etest apparait plus applicable a cette recherche. Le mécanisme en jeu pourrait
étre le résultat d'une perte de I'ergostérol, la cible de 1'antifongique. Cette disparition peut étre
la conséquence d’un blocage de la voie de biosynthese de I’ergostérol par mutation d’un gene
qui doit s’accompagner de la mise en place d’une voie métabolique accessoire permettant la
synthése d’autres stérols membranaires indispensables a la survie de la cellule fongique.
Ainsi, il a été démontré que des mutations de 1'enzyme delta-5,6-désaturase (codée par le géne
erg3) étaient responsables d'une résistance a 'amphotéricine B chez des isolats cliniques de
C. albicans. Chez les isolats présentant ce type de mutation, on observe une résistance croisée

au fluconazole et, pour certains isolats, une réduction de la virulence (Dannaouia, 2013).
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I1.3.8.2. Résistance a la flucytosine

La résistance a la 5-FC serait apparemment moins largement diffusée. Une déficience
ou une extinction d'activité des enzymes requises a 1'action antifongique de la flucytosine,
ou une dérégulation de la voie de biosynthese de pyrimidines pourraient étre a 1'origine de la

résistance microbienne a la flucytosine (Gauthier, 2007).

I1.3.8.3. Résistance aux azolés

La résistance acquise aux azolés des Candida est un phénomene extrémement ancien
qui a fait I'objet d'une importante recherche en particulier chez les patients infectés de sida
présentant des candidoses muqueuses récidivantes. Les mécanismes de la résistance aux azolés
sont variés et on peut les répartir en quatre grandes catégories (modification de la cible,
surproduction de la cible par des mécanismes différents, phénoméne d'efflux et altération

d'autres étapes de la voie de synthese de I'ergostérol) (Gauthier, 2007).

I1.4. Onychomycose

L’onychomycose présente plusieurs formes cliniques distinctes (fig. 13) : sous-unguéale
distale et latérale, superficielle blanche, sous-unguéale proximale, endonyx et dystrophique
totale, chacune caractérisée par un trajet d’invasion et des signes cutanés spécifiques. Ces
variantes influencent aussi bien le diagnostic (aspect de 1’ongle, localisation des Iésions) que la
stratégie thérapeutique a adopter. Le dépistage repose sur I’examen clinique, confirmé par des
analyses mycologiques. La prise en charge dépend du type (fig. 14), de la sévérité et de I’agent
pathogene responsable. Une classification actualisée, basée sur ces critéres cliniques, est

essentielle pour adapter les traitements et améliorer les résultats (Baran et Hay, 2014).




Chapitre Il : Infections fongiques cutanées et unguéales

D.L.S.O. : Distal and Lateral Subungual Onychomycosis

S.0. : Superficial Onychomycosis

P.S.W.O. : Proximal Subungual White Onychomycosis

Figure 13. Onychodystrophie mycosique totale (Robert et al., 1999).
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Onychomycose sous unguéale disto- Onychomycose DLS a Onychomycose DLS a
latérale (DLS) T. rubrum C. albicans

Onychomycose Endonyx Onychomycose endonyx a 7. soudanense

Figure 14. Les différentes formes cliniques de I’onychomycose unguéale (Robert et al., 1999).
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Chapitre III : Matériel et méthodes

I11.1. Objectif

L'objectif de notre travail était 1'évaluation de D’activité antifongique des huiles
essentielles de Laurus nobilis L. sur quelques isolats de Candida albicans et des dermatophytes,
dont le but est de mesurer 'efficacité de cette plante sur le traitement de I’infection fongique en

particulier I’onychomycose.

I11.2. Matériel végétal

Le matériel végétal (fig. 15) utilis€¢ dans ce travail, est
constitué¢ des feuilles de Laurus nobilis L. a 1'état frais. Les
feuilles ont été récoltées en mois de Mars 2025 dans la région de
Mostaganem. Les feuilles fraiches ont été acheminées vers le
laboratoire, ou elles ont été lavées et sécher par la suite dans un

endroit sec, a I’abri de la lumiére et a température ambiante.

Figure 15. Feuilles fraiches de
Laurus nobilis L.
I11.3. Isolats fongiques
Afin de démontrer 1’activité antifongique des huiles essentielles de Laurus nobilis L.,
deux isolats dermatophytiques des genres Microsporum et Trichophyton et une souche ATCC
et sept isolats de ’espéce Candida albicans ont été utilisés. Les especes fongiques étudiées

(tableau 4) ont été isolées au niveau du laboratoire d’analyses médicales (El-Amine).

Tableau 4. Origine de différentes especes fongiques étudiées.

Code Genre / espéce Origine

D1 | Microsporum

D2 | Trichophyton

C1 | Candida albicans ATCC10231
C2
C3 Laboratoire d’analyses médicales
C4 El-Amine (Mostaganem)

CS5 | Candida albicans
Cé6
C7
C8
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I11.4. Milieux de culture
Les milieux de culture liquides et solides utilisés dans cette étude sont : Muller-Hinton

(MH), Sabouraud (SAB) et Sabouraud au chloramphénicol (annexe).

I1L.5. Extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L.

L’extraction des huiles essentielles de feuilles séchées de Laurus nobilis L. a été
effectuée par entrainement a la vapeur d’eau pendant 3 heures selon la méthode montrée par
(Cherrat, 2013).

Les 1112 g des feuilles séchées ont été coupés en petits morceaux a 1’aide d’un ciseau et déposé
dans un extracteur rempli préalablement par 2500 ml d’eau distillée, le tous ont été¢ soumis a
I’ébullition pendant 3heurs. Cette dernieére a créé un courant de vapeurs qui en traversant les
plantes fait éclater les cellules et entraine avec elle les molécules volatiles. Apres condensation,
le mélange obtenu appelé distillat est décanté (fig. 16). A la fin de ’extraction, les huiles
essentielles sont récupérées grace a une pipette stérile et conservés a 4°C jusqu’au son

utilisation.

Figure 16. Dispositif d’extraction des HEs de Laurus nobilis L. par
entrainement a la vapeur d’eau.

[o7]
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I11.6. Détermination du rendement d’extraction des HEs de Laurus nobilis L.

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse des huiles essentielles
obtenues apres 1’extraction et la masse végétale traitée (Miliani, 2018).
Le rendement est calculé selon I’équation suivante :

m
RHES =m_1 X 100

2

RuEs : Rendement des huiles essentielles en (%),
m; : Masse d’huile essentielle récupérée en (g),
mo : Masse de la matiére végétale séche en (g).

I1L.7. Caractérisation et identification chimiques des HEs de L. nobilis L. par CPG-MS
L'analyse des huiles essentielles a été effectuée a 1'aide d'un chromatographe shimadzu
GC-2010 connecté a un spectrometre de masse MS-QP2010 SE (fig. 17) au niveau de 1'Unité
de Recherche de Chimie Organique et Macromoléculaire (URCOM), Universit¢ du Havre,
France.
Les huiles essentielles ont d'abord été diluée a 1/100 (v/v) dans 1'éthanol a 96°. La séparation
des composés a ¢été effectuée sur une colonne capillaire ZB-5MS (5% de phényle, 95% de
diméthylsiloxane, 30 m % 0,25 mm, 0,25 um d'épaisseur de film). Le gaz porteur utilis¢ était

Helium (He) a un débit de 1 ml / min. Le volume

270°C

d'injections était de 1 ul des huiles essentielles a
base d'é¢thanol, injecté en mode fractionné (ratio
divis¢é 1/50). La colonne a été programmée 5 °C/min

initialement a 50 °C pendant 3 min
50°C

progressivement a 270°C avec une rampe de

chauffage de 5 °C/min et maintenue par la suite
pendant 15 min.

Le spectrométre de masse a fonctionné en mode d'impact électronique avec une énergie
d'ionisation de 70 eV, l'analyseur est effectué¢ dans la plage de balayage de 35-300 m/z. Les
composants des huiles ont été identifiés par co-injection avec des normes (dans la mesure du
possible) et confirmés par I'Institut national des normes et de la technologie (NIST) V.2.0
Bibliotheque GC-MS. La concentration relative de chaque composé dans I'huile essentielle a

été exprimée en pourcentage par la normalisation de la zone de pointe (Babushok ez al., 2011).

L]
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Figure 17. Chromatographe Shimadzu GC-2010 connecté a un
spectrometre de masse MS-OP 2010-SE.

IIL.8. Activité Antioxydante

L’¢évaluation préliminaire de 1’activité antioxydante des échantillons a été réalisée en
utilisant la méthode du radical stable 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH). Le DPPH, de
couleur violette en solution, présente un maximum d'absorption a 515 nm. Le pouvoir
antioxydant des HEs testées a ét¢ estimé par comparaison avec un antioxydant standard (Acide
ascorbique : Vit C). Une courbe d’étalonnage a été ¢laborée avec des concentrations préparées
a la base de 1’éthanol absolu (99,8%) et de 1’acide ascorbiques (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 et 100 mg/ml). L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée, ou 100 pl de chacune
des dilutions des HEs testées a différentes concentrations (20 ; 10;5;2,5; 1,25 et 0,6 %) sont
mélangées avec 1300 pl d’une solution de DPPH. Apres une période d’incubation de 30 minutes
a Pombre et a la température du laboratoire, I’absorbance a ét¢ mesuré a une longueur d’onde
de 515nm. L'inhibition du radical libre DPPH par 1’acide ascorbique a été également analysée
pour comparaison. La cinétique de la réaction et les parametres de calcul de Dactivité
antioxydante pour 1’acide ascorbique et les HEs étudi€es, ont été calculés pourcentage
[1(%)]comme suit :

1 (%) =100 x (Ablanc -A ehantillon) /Ablanc

Ou « le blanc » correspond a I'absorbance du témoin (contenant tous les réactifs sauf le composé

a tester) et « I’échantillon » a 1'absorbance du composé a tester (Amiri, 2010).
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La cinétique des réactions des HEs et de 1’acide ascorbique avec le DPPH a été inscrite
a chaque concentration examinée. Les concentrations en HEs et en acide ascorbique, en
fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont été tracées a la fin des réactions afin d'obtenir
I'index IC50. Ce parametre est défini comme la concentration d'antioxydant requise pour

diminuer la concentration du DPPH initiale de 50% (Ismaili ez al., 2017).

I11.9. Revivification et confirmation des isolats microbiens étudiés
Les isolats fournis par le laboratoire sont transportés directement et rapidement au
niveau du laboratoire de recherche de microbiologie et de biologie végétale (LMBV) de

I'université de Mostaganem.

I11.9.1. Culture

» Pour les dermatophytes : Les isolats D1 et D2 ont été repiqués sur une gélose dextrose de
Sabouroud contenant du chloramphénicol et incub¢ dans une étuve de 25°C pendant 7 jours
(Teklebirhan et al., 2015).

» Pour Candida albicans : Les huit isolats ont été ensemencées sur des boites de pétri

contenant de la gélose sabouroud au chloramphénicol et incubées a 37°C pendant 48 heures.

I11.9.2. Examen macroscopique
Apres incubation, les colonies des champignons obtenues ont été observées a l'ceil nu
pour déterminer leurs caractéristiques morphologiques, incluant la couleur, la forme et 1'aspect

général (Benmessaoud, 2025).

I11.9.3. Examen microscopique

L’observation microscopique, permet d’étudier 1’aspect morphologique des cellules
d'une espeéce microbienne. Elle comprend l'examen a 1'état frais (examen entre lame et lamelle)
et 'examen apres coloration (Arabi, 2018). Nos isolats ont été¢ examinés au microscope optique
apres coloration au bleu de lactophénol. Pour déterminer les caractéristiques microscopiques,
des frottis ont été réalisés et colorés au bleu de lactophénol coton. Les préparations ont été
examinées au microscope optique avec un objectif 40x puis 100x. Les cellules de Candida
albicans se distinguent par leur forme ovoide et leur bourgeonnement multilatéral, avec des
dimensions généralement comprises entre 3 et 6 um de long (Benmessaoud, 2025). Tandis que
les dermatophytes pour Microsporum ont des colonies blanches du venteuses étoilées, avec

verso pigment Jaune orangé, des macroconidies de grande taille en fuseau, et possédent un

[0

mycélium cloisonné (Marijon et al., 2020).
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I11.10. Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles de Laurus nobilis L.
I11.10.1. Aromatogramme

L’aromatogramme est une méthode par diffusion en milieu gélosé qui permet d’étudier
la sensibilit¢ des micro-organismes aux HEs et de déterminer leur pouvoir antimicrobien de
maniere fiable et reproductible, en mesurant le diameétre d’inhibition autour d’un disque
impregné d’huile essentielle (Derbré et al., 2013).
Pour effectuer ce test (fig. 18), une gélose de Mueller Hinton en surfusion (45°C) est coulée
dans des boites de pétri a raison de 15 ml par boite puis laissées refroidir. L’inoculum fongique,
ajusté a une turbidité de 0.5 McFarland (107 UFC/ml), a été étalé sur la totalité de la surface de
la gélose de haut en bas en stries serrées par écouvillonnage. Puis des disques stériles de papier
Whatman n° 1 de 6 mm de diametre ont été¢ déposés (un disque par boite) a I’aide d’une pince
stérile. Par une micropipette les disques ont été imbibés par 15 pl des HEs (pure). Les boites
sont ensuite fermées et laissées diffuser a la température du réfrégirateur pendant 15 mn et
incubées a une température de 37°C pendant 24 heures pour Candida albicans et 25°C pour les
dermatophytes pendant une semaine. La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone
d’inhibition en mm autour des disques. Les résultats sont exprimés par le diameétre de la zone
d’inhibition et peuvent étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis

des huiles essentielles (Mouas et al., 2017).

(o1
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Préparation de la \i\
suspension mere (
Eau physiologique stérile

Culture jeune

Ajustement de la turbidité
0,5 McF

Ensemencement par
Li écouvillonnage

Milieu MH

Déposer les disques et
imbibition par les HEs

Lecture des

résultats
p —————— 1
Mesure du diametre
des zones
d’inhibition

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

disques).
I 52 I
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I11.10.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des HEs de L. nobilis L.

Cette technique consiste a disperser 1’agent antimicrobien en concentration variable de
facon homogene et stable dans le milieu de culture du germe étudié. Elle a pour but de
déterminer la concentration la plus faible de 1’agent antimicrobien qui inhibe la croissance des

champignons testés.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été¢ déterminée par la technique de micro-
dilution en milieu liquide dans des plaques de 96 puits (fig. 19). Une solution mere des huiles
essentielles de Laurus nobilis L. a été préparée dans du DMSO a raison de 10%. En parall¢le,
100 pl de milieu sabouraud liquide ont ét¢ déposé dans 9 puits pour chaque isolat dont les 2
derniers puits réservés pour le contrdle positif et négatif. 100 ul de la solution mere des huiles
essentielles préalablement préparée ont été transférés dans le premier puis de chaque rangé de
la plaque, pour effectuer une dilution des huiles essentielles successives en cascade 1/2 allant
de 10 a 0.15 pg/ml. Ensuite 100 pl de chacun des inoculums fongiques préparé et ajusté
auparavant (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, D1 et D2), ont été ajoutés. Le controle positif est
préparé de 100ul du milieu Sabouraud liquide et 100ul de la suspension fongique. Quant au
négatif il est préparé seulement de 100ul du milieu. Les plaques sont ensuite fermées par
couvercles et incubées a 37°C pendant 48 h pour les Candida albicans et 25°C pour les

dermatophytes pendant 1 semaine.

Apres incubation, la lecture s’effectuées en ajoutant 40ul de la solution de chlorure de
triphényltétrazolium (TTC) dans chaque puits. Ce dernier est un indicateur de viabilité
cellulaire de couleur transparente et qui vire en rouge sous 1’effet des métabolites microbien

confirmant la croissance microbienne.

Apres 2 h de réincubation dans les mémes conditions, la CMI a été déterminé comme la
concentration la plus faible qui ne produit pas de couleur rouge. Donc la CMI est la valeur

indicatrice du pouvoir bactériostatique d’un antibactérien (Taroq, 2020).

2]
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Milieu Sabouraud
liquide

NSRS
NI U

Solution mére a
10%

C1.C2. C3. C4.C5. C6. C7. C8
Suspensions fongiques

100 pl
YYVVYVYYY

D1. D2
Suspensions fongiques

Incubation a 37°C pdt 48 h pour Candida albicans
Eta 25 °C pdt 7 j pour les Dermatophytes

Figure 19. Protocole de la détermination de la CMI par microdilution.
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I11.10.3. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF)

La concentration minimale fongicide (CMF) correspond a la plus faible concentration
en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9% de I’inoculum microbien initial (soit moins
de 0,1% de survivants). Elle définit I’effet bactéricide ou fongicide d’une huile essentielle.
(Chebaibi et al.,2015)

Le test de la détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) a été réalisé en
complément du dosage de la CMI. Les puits contenant les concentrations des HEs supérieures
ou égale a la CMI vont servir pour la détermination de la CMF. Pour ce faire, un ensemencement
par stries de chaque puits a été effectué¢ sur une boite de Petri contenant du milieu gélosé de
MH (fig. 20). Les boites sont incubées par la suite a 37°C et pendant 48 h pour Candida albicans
et a 25+ 2 °C pendant 1 semaine pour les dermatophytes. Les concentrations n’ayant montré
aucune croissance sur les milieux gélosés ont ét¢ considérées comme les CMF (Rizwana et al.,

2019).

[
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Solution
mere

Sabouraud solide

Incubation a 37°C pdt o

10" 102 10° 10*

Témoin CMF

Figure 20. Protocole de la détermination de la CMF sur milieu solide.
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IV. Résultats et discussion

IV.1. Extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L. :
Apres I’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L. (fig. 21) par entrainement
a la vapeur d’eau pendant 3 heures a partir de 1,112 Kg de maticre végétale seche, nous avons

obtenu un rendement des huiles essentielles, calculer comme suit :

Rups =72 % 100 < Ryg =22 % 100

RHES = 053 %

Avec :

RuEs : Rendement des huiles essentielles en (%),
m; : Masse d’huile essentielle récupérée en (g),
mo : Masse de la matiére végétale séche en (g).

Le rendement de I’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L., était de 0,53%.
En comparant avec d'autres régions de I’ Algérie, notre résultat est proche a celui de I'é¢tude
d’Ouibrahim et al. (2013) qui a trouvé une valeur de 0,6% pour le laurier de la région d’El-

Kala.

I1 faut noter que le rendement des HEs dépend de plusieurs facteurs a savoir I’espece, le milieu
de récolte, la période de récolte, les pratiques culturales et la technique d’extraction (Goudjil.,

2016).

Huiles
essentielles

Figure 21. Huiles essentielles de Laurus nobilis L. extraites par entrainement a la

[ss ]

vapeur d’eau.
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IV.2. Caractérisation et identification chimiques des HEs de L. nobilis L. par CPG-MS

Les résultats de la composition chimique des huiles essentielles obtenues a partir des

feuilles seches de Laurus nobilis L., sont illustrés dans le tableau 5. La technique

chromatographique a parmi d’identifier 41 composés.
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Tableau 5. Composition chimique des huiles essentielles de Laurus nobilis L.

2-Hexenal, (E)-

3-Hexen-1-Ol, (Z)-

Isopentyl Acetate
1-Hexanol

Propanoic Acid, 2-Methyl-, 2-Methylpropyl Ester

Composé

Alpha.-Phellandrene

Alpha Pinene
Camphene
Sabinene
Beta Pinene
B-Myrcene

Butanoic Acid, 2-Methyl-, 2-Methylpropyl Ester

Alpha.-Phellandrene

Alpha-Terpinene
O-Cymene
Limonene
Eucalyptol

Gamma Terpinene

Sabinene Hydrate, Cis-

Terpinolene
Linalool
D-Terpineol
Borneol
Terpinene-4-Ol
Alpha Terpineol
Nerol

Pulegone
Linalyl Formiate
Thymol

Bornyl Acetate
Carvacrol
Isothymol

tr
6,17
6,239
6,608
6,752
8,424
8,833
9,09
9,693
10,554
10,714
11,182
11,666
11,764
12,142
12,404
12,568
12,669
13,582
13,989
14,5
14,998
17,272
17,327
17,593
18,041
18,923
19,34
19,674
20,561
20,707
20,811
21,052

area
167719
341744
90328
103658
72232
455834
5424228
1337903
4447664
4216058
231660
195567
74493
419653
545964
1516136
34070463
773667
152601
208262
12694158
183284
323497
1843935
1614434
152865
90085
180117
197408
795601
115566
309381

%
0,19
0,39

0,1
0,12
0,08
0,52
6,22
1,53

5,1
4,84
0,27
0,22
0,09
0,48
0,63
1,74
39,08
0,89
0,18
0,24
14,56
0,21
0,37
2,12
1,85
0,18

0,1
0,21
0,23
0,91
0,13
0,35

o]
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33 Pseudolimonene 21,515 290232 0,33
34 A-Terpinyl Acetate 22,435 5754010 6,6
35 Eugenol 22,548 911908 1,05
36 B-Elemene 23,63 117138 0,13
37 Methyl Eugenol 23,835 3042696 3,49
38 Beta Caryophyllene 24,462 391891 0,45
39 Beta Caryophyllene 24,462 391891 0,45
40 Germacrene B 27,542 116441 0,13
41 Caryophyllene Beta 28,524 421721 0,48
Total 82
Monoterpénes Hydrocarburés 22,40
Moonoterpénols 19,29
Oxyde Monoterpéniques 39,50
Esters 7,82
Sesquiterpenes Et Sesquiterpénols 1,06
Phénols Et Méthyl-Phénols 5,25

tr=temps de rétention, area= aire sous la courbe
chromatographique, %= pourcentage relatif dans les huiles
essentielle
Les résultats montrent que 41 constituants, représentant 82 % de la teneur totale, ont été
identifiés dans I'HEs des feuilles séches de Laurus nobilis L. Les principaux constituants (fig.
22) des huiles essentielles étaient 1’eucalyptol (39,08 %), le linalool (14.56%), d'alpha-
terpinényle acétate (6,6%), I’a-pineéne (6,22%), le B-pinéne (4.84%), le Méthyle eugénol
(3,49%) et le terpinene-4-c (2,12%). Ces résultats sont comparables a ceux trouvés par Fidan
et al. (2019), qui ont identifiés 40 constituants, dont les principaux constituants étaient le
I’eucalyptol (41,02 %), l'acétate d'a-terpinyle (14,4 %), le methyle eugenol (6,03%), le -
linalool (4,9 %), I'a-pinéne (2,6 %), le B-pinene (2,5 %) et le terpinene-4-ol (2,4 %). Par rapport
aux résultats d’Alimi ef al. (2021) qui ont repéré 17 composants, dont les composants abondants
sont ; I’eucalyptol (46,56 %), 1’acétate d'a -terpinényle (13,99 %), le sabinéne (7,69), I’'a -
pinéne (5,75), le linalool (5,50), le Méthyle eugénol (5,36 %) et le B -pinéne (3,97). De
nombreuses études ont montré que les principaux constituants des différentes huiles essentielles
de laurier sont le 1,8-cinéole (eucalyptol), le Méthyle eugénol et 1’acétate d’a-terpinol. Nos

résultats viennent confirmer ces observations.

[0
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Cette légere variabilité de la composition chimique entre les huiles essentielles d’une
méme espece végétale pourrait Etre due aux facteurs génétiques, a la zone de collecte, au stade
de développement de la plante, a la saison et/ou de I’environnement de la plante et aux réactions

dans le temps, au sein de la plante (Nebie, 2023).
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Figure 22. Profil chromatographique des composés volatils de Laurus nobilis L.
par CG/MS

IV.3. Activité antioxydante

Le DPPH est un radical libre nous permettant de déterminer le potentiel de piégeage des
extraits grace a sa sensibilité a détecter les composants actifs a de faibles concentrations
(Miliani, 2018).
L’activité antioxydante des huiles essentielles vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide
d’un spectrophotomeétre UV-visible a une longueur d’onde de 515 nm. En suivant la réduction
de ce radical qui s’accompagne par sa décoloration apres 1’addition de I’antioxydant. Les
résultats montrent que I’activité anti-radicalaire des huiles essentielles est trés importante et
dose-dépendante. L’huile essentielle de Lorus nobilis L. a montré une tres forte activité anti-

radicalaire (fig. 24), ou les 50% du DPPH sont inhibés (IC50 = 3.91 ug/ml). Les HEs de notre
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plante ont une forte activité antiradicalaire supérieure a celle de I’acide ascorbique (fig. 23)
(IC50 = 27, 55 pg/ml), utilisé comme un antioxydant de référence. Cette activité est aussi
enregistrée dans les travaux élaborés par Taroq (2020), ou le DPPH a été inhibé a une 1C50
¢gale a de 0.48 ug/ml. Par rapport aux résultats de Mssillou et al. (2020) a ét¢ montré un
pouvoir réducteur du DPPH (CI50 = 82,01 £ 0,002 pug/ml) moins que celui de notre étude,
comparativement a l'acide ascorbique (CI50 = 1,16 £ 0,0001 pg/ml). Une faible concentration
inhibitrice indique une forte activité piégeuse. Une substance peut étre considérée comme
antioxydante si sa CI50 ne dépasse pas 5 mg/ml. Dans cette étude, 1'huile essentielle de Laurus
nobilis L. a démontré sa forte capacité antioxydante est due au composé principal des huiles

essentielles (le 1,8-cinéole).
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Figure 24. Evaluation de I’activité antiradicalaire des huiles essentielles de
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IV .4. Revivification et confirmation des isolats microbiens étudiées

IV.4.1. Examen macroscopique

Apres incubation a 37°c pendant 48 heures des cultures et des prélévements, les observations
macroscopiques ont révélé des différences caractéristiques de 1’espece de Candida albicans (fig
25 et 26). Elle a formé des colonies blanches, crémeuses, lisses. Certaines colonies présentent
un aspect plus rigoureux. Apres quelques jours de culture, on observe des filaments qui
s’enfoncent dans la gélose (Ackah Bognan ,2009). Les dermatophytes (fig. 27) notamment les
espeéces du genre Microsporum présentent des colonies blanches duveteuses étoilées, avec
verso pigment Jaune orangé. En revanche les especes pour le genre Trichophyton ont colonies

blanches bombé duveteuses avec verso pigment Jaune a brun (Marijon et al., 2020) .

Figure 25. Aspect macroscopique des isolats (C1, C2, C3 et C4) de Candida albicans aprés
incubation de 48 heures sur gélose Sabouraud.
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Figure 26. Aspect macroscopique des isolats (C5, C6, C7 et C8) de Candida albicans aprés
incubation de 48 heures sur gélose Sabouraud.

Figure 27. Aspect macroscopique de Microsporum (D1) et Trichophyton (D2,) aprés incubation
de 7 jours sur gélose Sabouraud.
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IV.4.2. Examen microscopique aprés coloration au bleu de lactophénol coton
L'observation au microscope permet d'analyser la morphologie des cellules d'une espece
microbienne. Elle inclut I'examen apres coloration. Candida albicans ont montré des cellules
ovoides a bourgeonnement multilatéral (Ackah Bognan, 2009). Les dermatophytes présenterait
des macroconidies observées en amas. Des microconidies, ainsi qu’un mycélium fin et septé
ont également été observés (Verma et al., 2018).
Différentes méthodes microscopiques, avec ou sans coloration, sont utilisées comme tests de
dépistage pour confirmer la présence ou l'absence de champignons dans les échantillons
d'ongles, méme si le taux de fausse négativité de cette méthode atteint 5 a 15 %.
La méthode microscopique la plus couramment utilisée dans les laboratoires de diagnostic est
la préparation a I'hydroxyde de potassium. L'ajout d'une goutte de bleu lactophénol coton
permet de visualiser clairement les éléments fongiques (Shenoy, 2014).
On a observé pour Candida (fig. 28) des cellules ovoides tandis que pour les dermatophytes
(fig. 29) ont pour le genre Microsporum des macroconidies de grande taille en fuseau, et un
mycélium cloisonné, et pour le genre Trichophyton ont des microconidies rondes et parfois

piriformes disposé on acladium et un mycélium fin septé (Marijon et al., 2020).
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Figure 28. Aspect microscopique des isolats (C1, C2, C3, C4, CS5, C6, C7 et C8) de Candida
albicans apres coloration au bleu de lactophénol coton au grossissement X 100.
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o P
Figure 29. Aspect microscopique de Microsporum (D1) et Trichophyton (D2,) apres
coloration au bleu de lactophénol coton au grossissement X 100.
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IV.5. Evaluation de P’activité antifongique des huiles essentielles de Laurus nobilis L.
IV.5.1. Aromatogramme

Les résultats présentés dans le tableau 6 illustrent la variation de 1'activité antifongique
des huiles essentielles de Laurus nobilis L., mesurée par les diamétres d'inhibition observés
contre les isolats étudiés (fig. 30, 31 et 32).
Le diamétre de la zone autour du disque traduisant 1’activité antimicrobienne, a été mesurée a
l'aide d'un pied de coulisse. La sensibilité aux différentes huiles a été classée selon le diametre
des halos d'inhibition comme suit : non sensible pour les diamétres (@ < 8 mm), sensible (+)
pour les diametres (9 mm < @ <14 mm), trés sensible (++) pour les diamétres de (15 mm < @
<19 mm) et extrémement sensible (+++) pour les diamétres (@ > 20 mm) (Ponce et al., 2003).
D’apres les données du tableau 6 relatives a 1’utilisation des huiles essentielles de Laurus nobilis
L. sur les isolats (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, D1 et D2) indiquent une activité
antimicrobienne significative tres forte a été enregistrée avec des diametres d’inhibition de 17,4

a 67,5 mm, cela confirme I’hyperactivité antifongique exercée par les HEs.

Tableau 6. Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles de Laurus nobilisL. Sur les
isolats étudiés.

Zones d’inhibition en ( mm) Résultats de
Isolats sensibilité
HEs Econazole
C1 35,1 29,7 ES
C2 38,8 44,9 ES
C3 38,9 48,9 ES
C4 17,4 23,9 ES
Cs 30,4 20,8 ES
C6 50 43,6 ES
c7 60,4 34,4 ES
C8 38,6 33,3 ES
D1 39,6 38,2 ES
D2 67,5 47 ES

ES= extrémement sensible
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Figure 30. Aromatogramme des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-vis Candida albicans (C1, C2, C3
et C4) par diffusion en milieu gélosé (méthode des disques).
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Figure 31. Aromatogramme des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-vis Candida albicans (C5, C6, C7
et C8) par diffusion en milieu gélosé (méthode des disques).
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Figure 32. Aromatogramme des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-vis Microsporum (D1) et
Trichophyton (D2) par diffusion en milieu gélosé (méthode des disques).

Cette activité est également mentionnée dans les travaux de Mkaddem Guedri ez al.
(2020) dans deux pays ou des huiles essentielles de Laurus nobilis L. de Tunisie a montré un
faible potentiel antimicrobien par rapport a notre étude contre deux champignons Mucor.
ramamnianus et Aspergillus parasiticus avec des zones d’inhibition 43 mm et 24 mm,
respectivement et contre des especes de levures Candida albicans et Sacharomyces cerevisiae,
avec une zone d'inhibition de 26 mm , et dans le pays de France a ét¢ montré une efficacité de
réaction avec des champignons: Mucor ramamnianus (43 mm de zone d'inhibition),
Aspergillus parasiticus (28 mm de diameétre d'inhibition) et Fusarium culmorum (26 mm de
diametre d'inhibition) par rapport au Candida albicans était relativement faible(17-20 mm de

zone d'inhibition).

Vis-a-vis des ¢études de Guedouari et al. (2016) les données ont indiqué que Staphylococcus
aureus ¢était la souche la plus sensible a des huiles essentielles de Laurus nobilis L., avec la
zone d'inhibition la plus forte (18,11 mm). Escherichia coli s'est avérée globalement plus

sensible parmi les bactéries, avec une zone d'inhibition de 16,79 mm. Une activité modérée a
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été observée contre Pseudomonas aeruginosa, avec des zones d'inhibition de 12 mm. Tandis
que le diameétre d'inhibition le plus important avec les huiles obtenues a partir des feuilles de

Laurus nobilis L. contre la levure Candida albicans est de 21 mm.

De manicre générale, I’activité antimicrobienne observée est principalement attribuée au
composant majoritaire de cette huile, le 1,8-cinéole, reconnu pour ses propriétés

antimicrobiennes vis-a-vis des isolats bactériens et fongiques.

IV.5.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été¢ définie comme la plus faible
concentration des ¢chantillons testés ou l'absence de croissance a été enregistrée (Arabi, 2018).
Les valeurs de CMI illustrés dans le tableau 7 montrent que les huiles essentielles de Laurus
nobilis L. ont exercé une forte activité inhibitrice contre Candida albicans par rapport a celle
des dermatophytes. Bien que les germes €tudies n'expriment pas la méme sensibilité. Les
données montrent que C1 est inhibé a une concentration de 1,25 pg/ml, C2 et C3 a une
concentration de 5 pg/ml, C4 a 0,6 pg/ml, C5, C6, C7et C8 a une concentration de 2.5 ug/ml,
tandis que pour les dermatophytes la CMI été de I’ordre de 5 pg/ml et 10 pg/ml pour D1 et D2
respectivement (fig. 33 et 34).

On retrouve également cette activité dans les travaux ¢élaborés par Ouled Taarabt ef al. (2017)
qui confirment I’insensibilité de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli a ’'HE méme a

la plus forte concentration utilisée (60 pg / ml), mais, une faible concentration de 5 ug/ ml des

HEs s’avére largement suffisante pour inhiber la
croissance microbienne de Staphylococcus aureus, et
des deux souches fongiques qui ont été¢ révélées

sensibles via I’aromatogramme.

En comparant avec les résultats de Jaradat ez al. (2024),
les huiles essentielles de Laurus nobilis L. ont démontré
la plus forte activité antibactérienne contre P. mirabilis,
avec une CMI de 12,5 pg/ml et C. albicans, avec une
CMI identique (0,39 ug/ml). On conclut que notre huile

essentielle a une forte activité antimicrobienne par

rapport a les autres études.

Figure 33. Concentration minimale
inhibitrice des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-
vis de Candida albicans, Microsporum et

Trichophyton.
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Tableau 7. Concentration minimale inhibitrice (CMI) des HEs de Laurus nobilis L.

huiles essentielles en pg/ml

Isolats Control Control
10 5 25 1,28 0,62 031 0,15 e PN
Positive Négative
Cl1 . - - - + + + + -
2]
= C2 - - + + + + + + =
2 C3 - - + + + + + + -
= C4 - - - - - + + + _
3 s - - - + + + + + -
= Cé6 - - - + + + + + -
5 C7 - - - + + + + + -
C8 - - - + + + + + -
7]
]
= D1 - - + + + + + + _
=
=
S
N
]
=
s D2 - A7 o 2= 2= + + + -
=
C1 : Candida albicans ATCC10231 ; C2-C8 : Candida albicans cliniques
D1 : Microsporum ; D2 : Trichophyton
+ : présence ; - : absence.
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Figure 34. Représentation graphique de la concentration minimale inhibitrice des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-

vis Candida albicans, Microsporum et Trichophyton.
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IV.5.3. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF)

La concentration minimale fongicide (CMF) correspond a la plus faible concentration
en huiles essentielles capable de tuer plus de 99,9% de I’inoculum microbien initial (soit moins
de 0,1% de survivants). Elle définit I’effet bactéricide ou fongicide d’une huile essentielle. La
CMB (%, v/v) de I’huile essentielle est déduite a partir de la premicre boite dépourvue de
bactéries. Pour chacun des tests réalisés (Chebaibi et al., 2015).

Les résultats mentionnés dans le tableau 8, montrent que tous les isolats de Candida albicans,
de Microsporum et Trichophyton été extrémement sensibles. D’ou ils ont présenté des valeurs
de CMF de 1.25,5,5,0.62,2.5,2.5,2.5,2.5, 5 et 10 pg/ml pour les isolats C1, C2, C3, C4, CS5,
C6, C7, C8, D1 ET D2 respectivement (fig. 35, 36 et 37). Par conséquent le rapport d’activité
antifongique été de 1’ordre de 1 pour C1, C2, C3, CS5, C6, C7et C8 a I’exception de C4
(CMF/CMI=4).

En comparaison avec les résultats de Ailli et al. (2023), qui rapportent une faible activité
fongicide contre Candida albicans avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 1,2
png/ml. Les travaux de Miliani (2018) révelent une forte activité fongicide contre Aspergillus

parasiticus, avec une concentration de 2 pg/ml.

Tableau 8. Concentration minimale fongicide (CMF) et rapport d’activité des huiles
essentielles de Laurus nobilis L.

HESs de Laurus nobilis L. en pg/ml |

CMF
Isolats CMI CMF — Activité
cMI
. C1 1,25 1,25 1
= C2 5 5 1
2 C3 5 5 1
= C4 0,62 2,5 4
3 C5 2,5 2,5 1
= C6 2,5 2,5 1
S C7 2,5 2,5 1 o
C8 2’5 25 1 FOIlglClde
3
=3 D1 5 5 1
=
(="
=]
=
£ D2 10 10 1
=)

[
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Figure 35. Concentration minimale fongicide des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-vis
Candida albicans.
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Figure 36. Concentration minimale fongicide des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-vis
Microsporum (D1) et Trichophyton (D2).
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Figure 37. Représentation graphique de la concentration minimale fongicide des HEs de Laurus nobilis L. vis-a-
vis Candida albicans, Microsporum et Trichophyton.
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Conclusion

Ce travail a porté sur la détermination de la composition chimique, ainsi que I’évaluation
de Dactivit¢ antioxydante et antifongique des huiles essentielles de Laurus nobilis L.,
appliquées sur plusieurs isolats de Candida albicans et de dermatophytes (Microsporum et
Trichophyton). L’ objectif principal était d’estimer I’efficacité potentielle de cette plante dans

le traitement des infections fongiques, en particulier I’onychomycose.

Les souches fongiques utilisées, responsables d’onychomycose, ont été¢ fournies par un
laboratoire d’analyses médicales, puis confirmées au laboratoire de recherche.

L’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L. de la région de Mostaganem, a
¢été réalisée par entrainement a la vapeur d’eau, et leur composition chimique a été analysée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS).

L’activité antioxydante a été évaluée a I’aide de la méthode de piégeage du radical libre
DPPH. Quant a I’activité¢ antifongique in vitro, elle a ét¢ mesurée de manicre qualitative par
aromatogramme (présence ou absence de zones d’inhibition), et de maniere quantitative par la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale

fongicide (CMF).

L’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis L. a permis d’obtenir un rendement
de 0,53 %. L’analyse chromatographique a révélé la présence de 41 composés, dont les
principaux sont I’eucalyptol (39,08 %) et le linalol (14,56 %).

L’évaluation de I’activité antioxydante a montré un fort pouvoir piégeur de radicaux
libres, avec une valeur d’ICso de 3,91 pg/ml, supérieure a celle du standard (vitamine C),

témoignant d’un potentiel antioxydant élevé.

Concernant I’activité antifongique, les huiles essentielles ont exercé une action marquée
contre les dermatophytes et les souches de Candida albicans, avec des zones d’inhibition allant
de 17,40 mm a 67,5 mm. Les valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) et de
concentration minimale fongicide (CMF) variaient de 0,62 a 10 pg/ml. Le rapport CMF/CMI
¢gal a 1 pour la majorité des isolats confirme le caractére fongicide des huiles essentielles, a

I’exception notable de I’isolat Candida albicans C4 (CMF/CMI=4).

s



Conclusion

En fin, les résultats obtenus confirment le potentiel antifongique significatif de 1’huile
essentielle de Laurus nobilis L., en particulier contre des souches responsables
d’onychomycose. Cette plante médicinale se révele donc étre une candidate sérieuse dans la
recherche d’alternatives naturelles ou complémentaires aux traitements antifongiques actuels,

souvent compromis par des phénomenes de résistance.

Comme perspectives et pour valoriser pleinement cet agent naturel, il serait pertinent
d’engager des études plus approfondies, notamment :
Des essais in vivo et cliniques afin d’évaluer son efficacité réelle chez 1’homme,
L’¢étude de sa toxicité et de son innocuité a court et long terme,
Le développement de formulations galéniques adaptées (crémes, vernis, huiles topiques)
favorisant sa stabilité et sa pénétration unguéale,
Ainsi que I’analyse de synergies potentielles entre Laurus nobilis L. et des antifongiques de
synthese pour renforcer leur efficacité et limiter les doses nécessaires.
Ces approches ouvrent la voie a une utilisation rationnelle des huiles essentielles dans le

traitement des mycoses, tout en répondant aux enjeux actuels de résistance aux antimicrobiens

et de santé naturelle.

[s0]
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SABOURAUD AGAR 56519 - 56524 - 64494

GELOSE / MILIEU D'ISOLEMENT DES CHAMPIGNONS

IVD

APPLICATION

La g&dose Sabouraud {(Sabouraud Agar) est utilisée pour Tisolement ot la cultre des champignons.

Calie geloze oxt recommandeae pour

* lisolement des champignons & partir de prélevements biclogiques ne contenant pas de flore bacitriecrne assocte. Dans le cas
de prélevements présertant une flore polymicrobienne (fongique et bacténenne), d est préaférable d'utilises les mifeux :

Sabouraud + chloramphenicol

- Sabouraod + gentamycine

* La cubure des champignons en wue de lewr identsfication.

* les contrties de stanleé des produtts pharmacewtiques (milieu recommandé par le Codex de la Pharmacopée Frangamse) ou
alimertaires. Dans ce demier cas, il faut laisser les tubes & Fétuve ocu & la température du laboratore pendant 15 jours -

Ce miieu peut également servir de base pour la préparation de milicux enriches © milieux au sang, mibeux vitamings. ..

la gelose de Sabowraud, en apportant les éléments indispensables & leur développement (peptones ot glucose), fsvonise la
croissance des champignons,

PRESENTATION
* Mikieu pret & U'emplot {8 répastin)

- 6 flacons de 100 ml (SAB) code 56519

- 25 wbes inclings de 8 mi code 56524

* Milicw deshydrate

- fiacon de 500 g code 64454
COMPOSITION THEORIQUE (en g/] d’eau distillée)

Cetlte gtiose est préparte selon la formule thaonque du miliew C de la Pharmacopée Europeenne (1).

Peplones 10
Glucose 40
Agar 15
Préparation du milieu :

Homogéntizer la poudre contenue dans l= flacon.

Mettre 42 grommes de milieu déshydrase dans 1 litre d cou dustiliée sténle. Atendre 5 minutes puis méfanger jusqu's obtention
d'une suspersion homogene. Chauffer lentement en agitant frequemment, puis porter & ebulition jusqu'a dissolution compléte.
Ajuster si nécessaire le pH 8 5.8, Steriliser & 'asutoclave & 121°C pendant 20 minutes, répartir en tubes ou en boles de Petri.

CONSERVATION

* Milieu prét & I'emploi {8 repartin) : & + 2 -8°C.
* Milieu dashydrate : flacon soigneusement ferme dans un endroit sec 8 +15257C.
La date de péremption et le numéro de ot sont indiqués sur le conditionnement.




MUELLER - HINTON 56137 - 63824 - 63901 - 64884 - 64888
MUELLER-HINTON + SANG DE MOUTON 63825 - 63902
MUELLER-HINTON + SANG DE CHEVAL + B-NAD 63524

MILIEU DE CULTURE POUR L'ETUDE DE LA SENSIBILITE AUX AGENTS
ANTIMICROBIENS

IVD

1- APPLICATION
La gélose Mueller—Hinton est un milieu solide standardisé recommandé pour I'étude de la sensibilité des bactéries aux agents

antimicrobiens par la méthode de diffusion ou de dilution en gélose.

2- PRINCIPE
La standardisation du milieu de Mueller-Hinton est nécessaire pour obtenir des résultats fiables au niveau de l'antibiogramme.
Celle<ci conceme la composition du milieu avec des concentrations limites de CaCl,, MgCIzﬂ%an

En effet, il est reconnu que des variations dans les concentrations de cations Mg et Ca affectent les résultats obtenus

(diamétres et concentrations nummalesslr;l)'nbnnces ou C.M.L) sur les Pseudomonas aeruginosa avec les aminosides et sur les

staphylocoques avec la tétracycline @4
De plus la faible teneur en thymidine cin'mue les phénoménes de repousse autour des disques de timéthoprime-sulfamides et
de timéthoprime seul.

3- PRESENTATION
¢ Milieu prét a I'emploi :
- coffret de 20 boites de Petri rondes (90 mm) (MH) code 63824
- coffret de 10 boites de Petri carrées (120 mm) (MH) code 63001
«  Milieu prét & l'emploi (& répartir) -
- B flacons de 200 mil (MH) code 56137
e Milieu déshydraté :
-flaconde 500 g code 64884
-fitde S kg code 64888
¢ Milieu au sang de mouton prét a I'emploi :
- coffret de 20 boites de Petri rondes (80 mm) (MHB) code 63825
- coffret de 10 boites de Petri carrées (120 mm) (MHB) code 630802
¢ Milieu au sang de cheval additionné de B-NAD prét a I'emploi :
- coffret de 20 boites de Petri rondes (90 mm) (MHF) code 63524

4- COMPOSITION THEORIQUE (en g/l d'eau distillée)*
LernuieHMuelleertnnavecwsarsaddmmdesalgdemqnmwded\evalestprepaesebnbfommledeanepar
W.H.O.

Peptones 3.0
Hydrolysat de caséine 17.5
Agar 15

ca* 20-25mglL
Mg” 10-125mg/L
pH final 74x02
Suppléments : + 5% sang de mouton (pour le milieu MHB) ou 5% sang de

cheval (pour le milieu MHF)

B-NAD (pour le milieu MHF) 20 mg/L

B-NAD : Nicotinamiie Adenine Dinuciéotice
* formule adapiée pour 3ssurer les malleurss performances du miley.

Préparation du milieu :

Homogeéneéiser la poudre contenue dans le flacon.

Mettre 35 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d'eau fraichement distillée. Porter 3 ébullition jusqu'a dissolution
compléte.



Stériliser a l'autoclave a 121°C £ 1°C pendant 15 minutes. Répartir dans des tubes ou dans des flacons stériles.

Au moment de I'emploi, faire fondre le milieu au bain-marie bouillant et répartir en boites de Petri rondes l'intégralité du flacon
ou des tubes. L'épaisseur de la couche de gelose doit étre de 4 mm. Sécher les boites 30 min & 37°C. Le volume de Mueller-
Hinton permettant d'obtenir exactement une épaisseur de 4 mm est de 25 ml pour une boite de 20 mm, de 80 ml pour une boite
camrée de 120 mm, de 70 ml pour une boite ronde de 150 mm.

Au moment de I'emploi (avant la répartition), il est possible d'ajouter :

* 5 % de sang de mouton ou de cheval pour le milieu Mueller-Hinton au sang,

* 5% de chlorure de sodium (NaCl) pour le milieu Mueller-Hinton hypersalé.

5- CONSERVATION

e Milieu prét a I'emploi : 3 +2-20°C

*  Milieu prét 3 I'emploi (3 répartir) : 3 +2-25°C

e  Milieu au sang prét a Femploi : 3 +2-8°C

e  Milieu déshydraté : flacon soigneusement fermé dans un endroit sec 3 +15-25°C.
La date de péremption et le numéro de lot sont indiqués sur le conditionnement.

6- UTILISATION

Matériel -

Matériel foumni : Milieu Mueller-Hinton avec ou sans addition de sang de mouton ou de cheval

Matériel specifique non fourni :

* Tempin d'opacité équivalent au standard Mac Farland 0.5

*  Matériel de laboratoire nécessaire pour la réalisation des antibiogrammes par la méthode de diffusion en milieu gélose.
Précautions d'utilisation : Suivre les instructions d'utilisation des recommandations en vigueur CLSI 78 ca-sFMm @,
EUCAST "®"*_Opserver & tout moment les techniques et précautions en vigueur en masiére de protection contre les dangers
microbiologiques.

Ensemencement :

A partir d'une culture pure et fraiche prélevée sur milieu gélosé, préparer une suspension d'une opacité équivalente au standard
de Mac Farand 0,5. Le protocole de standardisation de I'inoculum est décrit dans les différentes recommandations émises par
le CLSI, le CA-SFM ou I'EUCAST pour la méthode en diffusion et la méthode de dilution en gélose.

Si le milieu est conservé 3 4°C, le ramener 3 température ambiante (18-30°C).

Si un excés d'humidité est observé en surface, il est conseille, avant utilisation, de sécher les boites pendant 10 3 30 min &
létuve a 35°C.

METHODE EN DIFFUSION

Ensemencement par inondation (méthode préconisée par le CA-SFM) :

A partir de Inoculum standardise, suivre la procedure indiquée par le CA-SFM concernant la dilution de la suspension initiale
en fonction des espéces bactériennes testées.

Inonder la boite entiére avec la suspension obtenue puis enlever I'excés de suspension.

Ensemencement par écouvillonnage (méthode de Kirby-Bauer préconisée par le CLSI, le CA-SFM ou I'EUCAST) :
A partir de Iinoculum standardisé, suivre les recommandations du CLSI pour ensemencer la boite :

e Plonger un écouvillon stérile, non toxique dans la suspension.

* L'essorer doucement sur les parois.

* Ensemencer la boite a I'aide de I'écouvillon afin d'obtenir une culture de colonies confluentes.

Appliquer les disques & |'aide d'un distributeur ou & la pince en appuyant légérement.

METHODE DE DILUTION EN GELOSE
L'ensemencement et le protocole opératoire sont détaillés dans les recommandations du CLSI et du CA-SFM.

Incubation :
Suivre les recommandations en vigueur du CLSI| ou du CA-SFM ou de 'TEUCAST.
Les conditions d'incubation varient selon l'espéce bactérienne testée.

7- INTERPRETATION DES RESULTATS
L'interprétation du test de sensibilité aux antibiotiques selon la méthode des disques ou la méthode de dilution en gélose est
détaillée dans les mises a jour périodiques du CA-SFM, du CLS| ou de 'EUCAST.

8- PERFORMANCES / CONTROLE QUALITE DU TEST

*  Aspect du milieu Mueller-Hinton prét a I'emploi : gélose limpide 3 opalescente, ambrée.
*  Aspect du milieu Mueller-Hinton déshydraté - poudre beige.

e  Aspect du milieu Mueller-Hinton + sang prét a 'emploi : gélose rouge.



Les performances culturales du milieu Mueller Hinton avec ou sans addition de sang de mouton ou de cheval sont controlées a
l'aide des souches suivantes :

SOUCHES RESULTATDE LACULTUREEN 24 H3 37°C
Escherichia coli ATCC 25922 / CIP 7624 Culture comrecte
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 / CIP76110 Culture correcte
Staphylococcus aureus ATCC 25823 / CIP 7625 Culture comrecte
Streptococcus pneumoniae ATCC 40619 Culture comrecte
Haemophilus influenzae NCTC 8468 / CIP 54.94 Culture comrecte

Le controle de la composition du milieu MH s'effectue a I'aide des souches et des disques suivants (liste non exhaustive):

SOUCHES ANTIBIOGRAMME

Escherichia coli ATCC 25822 / CIP 7624

- Amikacine 20 ug

- Ampicilline 10 ug

- Tetracycline 30 pg

Staphylococcus aureus ATCC 25823 / CIP 7625
- Amikacine 30 ug Diameétres d'inhibition conformes aux normes en vigueur
- Cefalotine 30 pg (CLSI et/ou CA-SFM) &9

- Tetracycline 30 pg

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 / CIP 76110
- Amikacine 30 ug

Le controle de la composition du milieu MHB s'effectue a I'aide des souches et des disques suivants (liste non exhaustive) :

SOUCHES ANTIBIOGRAMME

Streptococcus pneumoniae ATCC 48619
- Erythromycine 15 pg

- Penicilline 10 Ul

=T ine 30 N _— )

= ml HO ATCC 578537 CIP 8110 Diamétres dinhibition conformes aux normes CLSI en vigueur .
- Amikacine 30 ug

- Cefotaxime 30 pg

- Ciprofioxacine 5 pg

Le controle de la composition du milieu MHF s'effectue 3 I'aide des souches et des disques suivants (liste non exhaustive) :

SOUCHES ANTIBIOGRAMME

Haemophilus influenzae NCTC 8468/ CIP 54.64
- Ampicilline 2 pg

- Cefaclor 30 pg

- Tetracycline 30 pg S hibit

Streptococcus pneumoniae ATCC 48619 D‘ng%AST enm”a >
- Erythromycine 15 pg .
- Norfloxacin 10 pg
- Rifampin 5 pg

- Tetracycline 30 pg

9-CONTROLE QUALITE DU FABRICANT

Tous les produits fabriqués et commercialisés par la société Bio-Rad sont placés sous un systéme d'assurance qualité de la
réception des matiéres premiéres jusqu'a la commercialisation des produits finis. Chaque lot de produit fini fait I'objet d'un
contrle de qualité et n'est commercialisé que sl est conforme aux critéres d'acceptation. La documentation relative a la
production et au controle de chaque lot est conservée par le fabricant.

- F -F. U=



10- LIMITES D'UTILISATION

1l est Indispensable de procader a partir de cultures pures et fralches sous peine de faux résultats.

Certaines bactéries peuvent ne pas se développer sur le mileu MH Ou falt de leurs exigencas nutritionnelies. I est alors
recommandé d'utiliser un milleu approprié - HTM pour Haemophilus, Muelier-Hinton additionne de 5% de sang de mouton pour
Streptococcus pneumoniae et les streptocoques B hémolytiques, GC agar pour Neisseris gonorhoae. Ces recommandations
sont bien décrites dans les différents reéferentiels CLSI, CA-SFM ou EUCAST.

Un certain nombre de facteurs peuvent affecter les résuitats (3llie de Inoculum, durée et atmosphere dincubation ...). Il est
donc Impératif de respecter ke protocole décrit dans |a procédure en vigueur (CLSI, CASFM, EUCAST...).

Le mileu Muelier-Hinton au sang frals n'est pas recommandé pour tester 1a sensibilite de S. pneumoniae au cotrimoxazole ™.
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Sigma-Aldrich.

1.13741.0100
Microscopie

Solution de bleu de lactophénol
pour la coloration des champignons

Réservé & une utilisation professionnelle

|VD Disposi® médical de clagnostic In vitro C €

Objectif prévu

La présente « Sclution de bieu de lactophénol -
W-mmmnw danslamede-
cine humaine et sert & N'examen microblologique d'échantilions d'origine
humaine. Clest une solution de coiomation prite 3 I'emplol Qul est utilisée
conjointement avec d'autres diagnostics In vitro de notre portefeuille pour

Pour un diagnostic final, Il est nécessaire d'effectuer des examens Supphé-
mentaires seion des méthodes valides et reconnues.

Principe

La sclution de bleu e lactophénol est wtilisée pour la prépamtion des

cham dans les microbiologiques.,

Le d'échantilions estcaorémune cnlorauonenmeuulcydc
ce trakement. Les ééments de mment

Grhiuntntmmwammasm Sntnﬂuol'la

champignons et les bactéries se détachent du crachat visqueux et du mate-

riel cellulaire environnant.

Matériel d’échantillons
rmummmb uemil’*&bwlldwa
trakés au comme crachat, frottis de ponctions-

mimqukﬁne(mr) solutions ce lavage, empreintes, liquices
d'épanchement, pus, exsucats, coltures liquides ot solides

Réactifs

Art. 1.13741.0100

Solution de bleu de lactophénol 100 mi
pour la coloration des champignons

Nécessaire en plus pour le prétraitement des frottis 1
Art. 108000 Sputofiuci® 1l
pour & microscopie

Préparation des échantillons

Le prélevement d'échantiions doit étre effectué par du personnel quaifié.
mmmmmwnmmmmmmarm_
Tous les échantilions doivent &tre clalrement identinés.

Utiliser des instruments 3 pourlcpv(lbmmd'écﬂnmlasah
, respecter jes du fabricant pour I'empéol / 'utiisa-

tion.

Lors de Mutilisation des réacefs auxiiires adéquats, | y a ew de respecter

les consignes d'wtilisation

Prétraitement de matériel de culture

Lors de I'atilisation de matériel de asdture comme un échantilion, aucun
prétraitement est nécessaire.
La colmation peut &tre effectizée Immédiatement,

Prétraltement des frottis

Préparaticn dy réactit : Préparation de |3 solution au Sputofiual® 1S %
Pour la préparation d'erv, 100 mi de solution, Il faut acditionner :
Sputofiuol® 15ml
Eau distitiée 85 mi

Préparation d'un échantilion en tube 3 centrifuger :

Echantlion 1
(3u moins 2 mi)

Solution 2u Sputofiuct® (15 % dans de I'eau
ctilée)

3 parties

Agiter vigoursusement 10 minutes

Centrifuger & 3000 - 4800 tours/min 20 minutes

Décanter ke bquide excédentaire
Etaler i sédiment
Sécher & lair

Préparation du réactif

La Solution de bleu de lactophénol - pour Ia coloration des chanpignons uti-
lisée est prites 3 lempilol ; il n'est pas nécessaire de dluer 13 solution étant
donné que cela rédult je résultat de coloration et la stabilié.,

Coloration sur le porte-objet

Powr obtenir un résultat de colomtion optimal, # coovient de respecter les
durées indiquées.

Porte-objet avec mmthtr éventualiement prétraité -
cf. « Préparation des échantilions {

Solution de bleu de
lactophénol

1$2m ajouter

paser & lamede couvre-objets colorer pandant 2 minutes

Examiner au micrascope

Pour l'examen microscopique de préparations colordes avec un grossisse-
ment >40x, Il est recommancé dutiliser de 'hutie dmmersion,
Résultat

Héments e champignon bleu

Remarques techniques

Le micoscope utilisé doit respecter les exigences d'un laboratolre de cia-
gnastics médicaux.
Eiminer I'excédent dhulle pour Immersions avant 'archivage.

Diagnostic
mﬁwmmmmrmm
et qualifides.

Les nomenciatures en vigueur dolvent &tre uti
mwmmmwm&amucwnmhtmm

plémentaire.
Dammmwnﬂmchomcr&t&ﬂmmnﬁmd&mu-
anl'mdotanm.)ummﬂh afn ¢’exclure toute possibi-

Stockage
Stocker & Solution de dleu de lactophénol - pour b colortion des champi-
gnons entre +15°C et +25°C.

Stabilité

La Solution de bleu de lactophénol - pour la coloration des champignons
m&cuﬂs&jmu‘ibauun&mpﬂmlmu

Aprés la premiére ouverture du flacon, conserver entre +15 *C et +25 °C
et utiliser Jusqu'a ta date de péremption.

Tenir les flacons toufours bien fermés.

env. 100 colorations / 100 mi

Remarques sur I'utilisation
Réservé a une utilisation professionnelie.
Four éviter les erreurs, 'appiication doit 8tre effectude par un personnel qua-

Respecter les directives nationales relatives 2 la sécurité au travall et 3
I'assurance de
Utlizer des microscopes équipés conformément au standard.

Protection contre les infections

Vedier m 3 une protection efficace conformément aux clrec-
tives des laboratoires.



Cotvent traitées comme des dangerewx, en respectant
les directives locales reiatives 3 Félimination ces déchets. Pour commander
les Instructions sur Féimination des déchets, cliguer sur le Quick Unk « Hints

for Disposal of Micrascopy Products » Sur www, mKrscopy-products. com., Au
sein de 'UE s'applicue le réglement CE) n® unlzmmauduna-
tion, & V'étiquetage et & Fembaliage des substances et des mélanges, modi-
Mnatahgamludmsﬂ%ﬁc 1999/45/CE et modifiant le

) N® 190772006,
Réactifs auxiliaires
Art. 103499 Hulle pour immersion Type N selon ISO 8036 flacon compte-
pour & microscople @outtes de 100 mi
Art. 104699 Mulle pour iImmersions flacon compte-
pour & microscopie ae 100 mi,
mi, S00 mi
Art. 108000 Sputofiuci® 1!
pour @ microscopie

Classification des matiéres dangereuses
Art. 1.13741.0100

mrmmunmummmmmn“u
r&nmuulmaumamu sécurité.

La fiche ce données de sécurké est disponible sur le site web et sur
demande.

ATTENTION : contient des substances CMR. Veulliez respacter les consignes
ce sécurté cans ka fiche de sécurmé correspondante 5.v.p.

Composants princdipaux du produit

Art. 1.13741,0100

C.1 42780 1g1

CM,0H 204 ot

CH,OH{OH)Co0H 247 gt

CH,(OH)CH{OH)CH(OH) 5020

1l = 1,16kg

Autres produits d"IVD

Art. 100820 mmnmawmw 1set
dans les tissus histologigues

Art. 101383 Eosine-bleu de méthyléne en solution 100 md, 500 mi,
selon Wright 251
pour & microscopie

Art. 105204 Azur-éosine-bleu de méthyléne seion 100 mi, 500 mi,
Glemsa en solution 1,251
pour & microscopie

Remarque générale

Sl un incident <'est procult durant ou par suite de l'utiisation, veulllez

Informer de co ie fabricant et/ou son mandataire et votre autorité
naticoale.

Littérature

Mikroblologische Diagnostik, Friedrich Burihardt, 1992, Georg Thieme
Veriag Stuttgart New York
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