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Résumé

Les mycoses superficielles sont des infections fongiques plus fréquentes dans les pays
africains notamment I’ Algérie. 1l nous est donc apparu opportun d’évaluer la fréquence des
mycoses superficielles au CHU de Blida, d’isoler et d’identifier les espéces responsables ,et
tester la sensibilité in vitro des ces espéces isolés a I’égard des huiles essentielles extraites

des nos patrimoine véegeétale .

L’étude nous a montré un taux de 64,74% des mycoses superficielles, dont les
onychomycoses occupent la moitié des cas avec la dominance de mycoses de la peau glabre
avec 43,75%.

Les levures sont incriminées dans 79,31% contre 20,69% des dermatophytes avec en téte de
liste C.albicans avec 31,03%, T.mentagrophytes 13,79% et C.parapsilosis avec 10,34%.

L’analyse chromatographique des huiles essentielles de romarin, eucalyptus radie et pistachier
lentisque indique un taux d’identification de 86,84%, 95,31% et 92,31%.

Les tests de sensibilité des levures et dermatophytes isolées des mycoses superficielles par
I’aromatogramme révele que les 03 huiles essentielles) eucalyptus radié, pistachier lentisque
et romarin) exhibent des activités antifongiques avec des halos d’inhibition de 09,00 mm

jusqu’au un diametre de 90 ,00mm.

Mots clés :

Mycoses superficielles, diagnostic mycologique, huiles essentielles, activité antifongiques.



Abstract

Superficial fungal infections are more common fungal infections in African countries
including Algeria, It therefore seemed appropriate to evaluate the frequency of superficial
mycoses CHU Blida, to isolate and identify the species responsible, and test the in vitro

susceptibility of the isolated against essential oils extracted species of our plant Heritage.

The study has shown a rate of 64.74 % of superficial mycoses , including onychomycosis
occupyhalf of the cases , fungal infections of the glabrous skin with 43.75% , ringworm scalp
with 4, 46% and 1.78 % damage to the oral mucosa, and that women are the mostaffected
with a rate of 57.17 % against 42.86 % of men and sex ratio of 0.75.

Yeasts are implicatedin 79.31 % against 20.69% of dermatophytes with the head of
C.albicanslist with 31.03% , 13.79% and T.mentagrophytes ,C.parapsilosis with 10.34% .

Chromatographicanalysisof the essential oils of rosemary, Eucalyptus radiata and pistachio mastic
shows a recognition rate of 86.84 %, 95.31 % and 92.31 %.

Susceptibility testing of yeasts and dermatophytes isolated superficial mycoses by
aromatogramme reveals that 03 essential oils of Eucalyptus radiata, mastic pistachio and
Rosemary) exhibit antifungal activity with inhibition halos from 09.00 mm to a diameter
90,00mm.

Keywords :

Superficial mycoses, mycological diagnosis, essential oils, antifungal activity.
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Glossaire

-Actidione : nom commercial du cycloheximide, antibiotique antifongique qui inclus dans le
milieu de culture ; inhibe la poussé de nombreuses moisissures (Chabasse et al., 1999).
-Anthropophile : lorsque le principal hote hote est I’hnomme (Midgley et al., 1998).
-Anti-mycosique : lutte contre les affections provoquées par des champignons (Delille,
2007).

-Antioxydant : prévient I’oxydation et I’altération des tissus (Delille, 2007).

-Arthrospores : spores formées par fragmentation d’un filament a I’endroit des septa
(Keenig, 1995).

-Auxanogramme : technique mycologique qui, pour identifier une espece fongique (levures
surtout), utiliser leur propriété d’assimilation de certains sucres (Chabasse et al., 1999).
-Blastospores : spore formée par bourgeonnement (Keenig, 1995).

-Candidoses : sont des infections dues a des champignons levuriformes, du genre Candida
(Richard et Grob ,2006).

-Carminatif : qui fait expulser les gaz intestinaux (Baba Aissa, 2011).

-Chlamydospores : spores rondes a paroi tres épaisse représentant une forme de résistance
(Keenig, 1995).

-Dermatophytes : sont des champignons microscopiques kératinophiles capables d’envahir la
kératine animale ou humaine (Roberts, 1997).

-Dermatophytoses : infections sont dues a des champignons filamenteux, a mycélium
cloisonné, les dermatophytes (Richard et Grob ,2006).

-Diurétique : au sens large qui augmente la diurése (Baba aissa, 2011).

-Ectothrix : envahissement dermatophytique in vivo des cheveux, la plupart des champignons
étant sous forme d’une gaine des spores autour de cheveux (Midgley et al., 1998).
-Endothrix : envahissement dermatophytique in vivo des cheveux, les spores se développant
a I’intérieur du cheveux (Midgley et al., 1998).

-Epidermophytie circinée : est une lésion érythémato-vésiculo-squameuse de croissance
centrifuge rapide, généralement due a T. rubrum ou M. canis (Rispail, 2008).

-Expectorant : qui facilite I’expectoration (expulsion par la bouche des matieres qui

encombrent les voies respiratoires) (Baba aissa, 2011).



- Favus: due a T. schoenleinii qui est une lésion de I’épiderme centrée sur le cheveu,
déprimée en creuset ; le parasitisme est de type endothrix avec présence de tres nombreux
filaments arthrosporés (Maslin et al., 2005).

-Géophiles : quand I’habitat naturel est le sol (Midgley et al., 1998).

-Glabre : se dit d’une culture ou d’une structure dépourvue de poil (Chabasse et al., 1999).
-Intertrigo : atteinte inflammatoire des plis cutanés ( Richard et Grob ,2006).

-Levures :organisme eucaryotes unicellulaires sans chlorophylle; cosmopolites, se
reproduisent par bourgeonnement (Pfaller et al., 2010 ).

-Muguet : variété de candidose buccale siégeant au niveau de la langue, des joues,du palais et
des lévres,se traduisant par I’apparition d’amas blanc crémeux ,confluant en plaques qui
jaunissant en veillissant (Kernbaum,2008).

-Ongle : lame de kératine dure placé a I’extrémité des doigts et des orteils, sertie dans la peau
environnant par les replis cutanés latéraux et postérieurs (Hérisson et al., 1994).
-Onychomycoses ou onyxis : sont des mycoses atteignant les ongles des mains ou des pieds-
(Baran et Pierard ,2004).

-Peau glabre : c’est le revétement cutané dépourvu de poils et de cheveux. A I'exception des
paumes des mains et des plantes des pieds, elle est néanmoins porteuse d'un fin duvet
(Rispail, 2008).

- Perleche : est une fissuration au niveau des commissures labiales. Elle est bilatérale

et le fond crolteux géne I’ouverture de la bouche (ANOFEL, 2002).

-Piedra blanche : est une infection fongique superficielle, bénigne cosmopolite des cheveux
due a des levures de genre trichosporon (Colombo et al., 2011).

-Pityriasis : nom genérique deésignant diverses dermatoses caractérisées par une fine
desquamation (Kernbaum, 2008).

- Pityriasis capitis : est une lésion squameuse et prurigineuse du cuir chevelu, associée a une
dermite séborrhéique (« pellicules ») (Rispail, 2008).

-Sesquiterpénes : composés formés de trois unité isoterpéniques et constituant de certaines
huiles essentielles (Pousset, 2004).

-Teigne : terme désigne les infections dermatophytique dues a un parasitisme pilaire
(Bonnetblanc, 2008).

-Tonique : fortifie ou stimule I’activité de I’organisme (Delille, 2007).

-Vaccinostyle : plume métallique trés pointue et non fendue servant a pratiquer certaines
vaccinations par scarification ou des tests allergiques (Kernbaum, 2008).

-Zoophiles : lorsque I’h6te principal est un animal (Midgley et al., 1998).
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I1- Matériel et méthodes :

Cette étude a été réalisé au niveau du laboratoire des urgences biologiques au centre
hospitalo- universitaire, unité M’Hamed EIl Yazid —Blida, sur une période de six mois allant
du mois février 2013 jusqu’au juillet 2013.

I1-1-Materiel :
11-1-1-Matériel biologique :
- Les prélevements : 173 prélevement ont été effectués sur 131 patients de différents

tranches d’ages, chaque patient a bénéficie d’un et /ou plusieurs prélevements (voir Tableau

).

Tableau Il : Les différents types des prélevements :

Nombre de prélévement
La peau glabre 77
Ongles 74
Cuir chevelu 19
Mugqueuses buccales (bouche) 03
Totale 173

-Les huiles essentielles utilisées pour I’évaluation de I’activité antifongique vis-a-vis des
champignons isolés a partir des prélevements sont celle d’eucalyptus radié, romarin et
pistachier lentisque, qui sont achetées a raison d’un flacon de 20 ml de la société Extral-bio
de Chiffa-Blida.

Les huiles essentielles obtenues sont extraites par la méthode d’entrainement a la vapeur
d’eau a I’échelle industrielle a partir des parties aériennes de chaque plante (feuilles, tiges,
fleurs, fruits) puis analyser dans le laboratoire de cette unité par chromatographie en phase
gazeuse couplée a une spectrophotométrie de masse (CPG/SM).

11-1-2-Materiel non biologique :

L’ensemble d’utiles composant I’appareillage, verreries et autres, les milieux de la culture,
réactifs et les colorants et les milieux d’identification : Rice cream (RTA) sont développées

dans I’annexe 1.
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11-2-Méthodes :
11-2-1-Diagnostic mycologique des mycoses superficielles :

Le diagnostic mycologique est un outil indispensable au clinicien pour confirmer I’origine
fongique.

La démarche du diagnostic mycologique d’une mycose superficielle comporte quatre étapes
successives : prélévement, examen direct, culture et en fin identification de I’espéce fongique

11-2-1-1-Prélévement :

Le prélevement est une étape importante dans I’établissement du diagnostic
mycologique. Dans tous les cas,
- il doit s’accompagné d’une fiche de renseignement qui comporte les donnés clinico-
biologique du chaque patient.
La fiche de renseignements comporte des informations sur I’age ,le sexe, type de lésion et
date de leur apparition ,maladie associee,notion de voyage ,contact avec les
animaux,traitement et leur nature ) (voir annexe I11).
-il doit intéresser des produits pathologiques parasités par les champignons vivants et étre
effectuer en dehors de tout traitement antifongique, local ou géneral.

- le matériel utilisé doit étre obligatoirement stérile.

a)-Modalités du prélévement :

Le mode de prélevement différe selon le siege de prélevement :
a.l. Muqueuse et orifice naturels :

On utilise un écouvillon stérile et bien frotter les Iésions.
a.2. Lapeau glabre:

-en cas des lésions squameux : a I’aide d’un vaccinostyle, on gratte les squames en
périphérie et les recueilli dans une boite de Pétri.

Si les lésions suintantes ou peu squameuses, frotter par un écouvillon

-en cas de suspicion de pityriasis versicolor : Le prélevement est basé sur la technique de
scotch test cutanée, en collant fortement un morceau de cellophane adhésive, puis on détache
et I’on applique sur une lame porte-objet et observer directement sous microscope optique.
Cette méthode n’est réalisable dans tous les cas (région pileuse, lésions plus inflammatoire ou

suintante).

=
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a.3.Des cheveux et des poils :
- avec la pince a épiler, arracher, les cheveux cassés,

-si la lésion est trés squameuse ou il y a des croutes, racler avec le vaccinostyle,
-Apés avoir fait le prélevement au vaccinostyle, frotter avec un écouvillon humidifié avec
I’eau distillé stérile a I’endroit des leésions

-en cas de teignes inflammatoires trés suppurés, prélever le pus avec un écouvillon.
a.4.L’ongle :

-La partie distale et malade de I’ongle atteint doit étre coupée avec une pince a ongle, puis
gratter et eliminer la lisiere de la partie saine.

-s’il s’agit d’un périonyxis, prélever le pus a I’écouvillon en appuyant sur le bourrelet
périphérique.

-en cas de leuconychie, il est nécessaire de gratter I’ongle a sa surface.

-en cas d’onychodystrophie, avec destruction quasi-totale de I’ongle, il faut éliminer les
fragments superficiels potentiellement souillés par les moisissures avant de prélever quelques
fragments d’ongles disponibles.

-pour tous les prélevements de I’ongle, cheveux et poils, squames on dispose une partie de
prélevement sur lame porte-objet pour I’examen direct, autre partie est recueilli dans boite de
Pétri pour la culture.

-en cas d’atteintes multiples chez un méme malade, il faut prélever chaque Iésion

séparément, en changeant d’instruments a chaque fois.

11-2-1-2- Examen direct :

L’examen direct est indispensable car il apporte une réponse rapide au clinicien
prescripteur, s’il est positif, il permet de débuter le traitement sans atteindre le résultat de la

culture souvent long (Chabasse et Contet-audonneau, 2011).
a)-Traitement des prélevements kératinisés (poils, cheveux, squames et ongles) :

Le traitement avec un éclaircissant a pour but de digérer la kératine et faciliter la
visualisation des éléments fongiques.
-On ajoute 2 a 3 gouttes de réactif éclaircissant (potasse a 10%, 20% ou 30% ; noir
Chlorazole, lactophénol, bleu de coton) sur le produit kératinisé disposé sur lame porte —objet

-recouvert avec une lamelle.
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-chauffer trés doucement a la veilleuse du Bec bunsen.
-observer a la microscopie optique au grossissement x40, si nécessaire refaire

I’éclaircissement.
b)-pour les muqueuses : on fait un état frais.
c)-pour le scotch test cutané fait pour le pityriasis versicolor :
On observe directement la lame a la microscopie optique.
-Résultats de I’examen direct :
» Squames et fragments d’ongles:

L’examen microscopique permet d’observer :

& Pour les dermatophytes, la présence de filaments mycéliennes hyalins plus au moins
réguliers, septés, d’aspect en bois mort.

& La présence des levures bourgeonnantes : blastospores rondes ou ovales, avec parfois
des filaments mycéliens ou des pseudofilaments, signes d’une candidose.

# Des blastospores, arthrospores cylindriques et filaments mycéliens : levures de genre
Trichosporon.

& on observe, dans les squames, des amas de Blastospores rondes a ovales de 2 a 5 um, tres
réfringentes,avec un doubles contour bien net donnant un aspect en grappe de raisin ,on peut

trouver des filaments courts ;cet aspect est caractéristique des levures du genre Malassezia .
» Teignes et poils (Fathalah et Saghrouni, 2008) (voir annexe 1V).

Dans les cheveux ou les poils, le développement des dermatophytes se traduit a I’examen
direct par différents aspects
L’observation des cheveux et poils montre
5 types de parasitisme pilaire: Teigne endothrix (trichophytique), teigne Favique, 03 Types de

teigne ectothrix. (Microsporique, Microide et Megaspore).

> Le pityriasis versicolor: (Figure 7)
Le diagnostic est confirmé par la présence des levures disposées en grappes de raison,

associées ou non a des pseudofilaments.
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Figure 01 : Lame de scotch test cutané sous microscope optiques x40 (original, 2013).

11-2-1-3-La culture :
La culture permet I’isolement et I’identification de I’espece fongique

Elle est obligatoire a une exception pres de Pityriasis versicolor (Fathalah et Saghrouni,
2008).

Le milieu d’ensemencement est le milieu Sabouraud additionné a des antibiotiques
(chloramphénicol qui inhibe la croissance des bactéries et /ou I’actidione afin d’éliminer les

moisissures contaminantes.
a)-I’ensemencement :

-prés de la flamme de bec Bunsen, nous avons pris a I’aide d’un écouvillon stérile des débris
ou des fragments d’ongles, squames, des poils et cheveux recueillis dans une boite de Pétri.
-on les déspose en des points régulierement espacées sur la pente et au centre de la gélose
Sabouraud incliné.

-pour le prélevement recueilli par ecouvillonnage, I’ensemencement se fait par la technique
des stries a I’aide d’écouvillon, en balayant lentement la surface de la gélose et dessinant des

stries.
b)-incubation :

Avant d’incuber les tubes ensemencés a I’étuve, aérer les cultures en ouvrant le tube a vis puis
On le ferme partiellement (les champignons sont aérobies).
L’incubation se fait a une température de 25° C a 30° C pendant un temps variables jusqu’a

un mois :
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7-30 jours pour les dermatophytes ; 24 h a 48 h pour les levures ; 4-7jours les moisissures

-vérifier les résultats au moins deux fois par semaine.

11-2-1-4- Identification du champignon responsable :
11-2-1-4-1- démarche de I’identification pour les levures :

Les plus fréquents des levuroses sont les candidoses, et particulierement celles
due a C. albicans.

A-Caracteres morphologiques :
a)-aspect macroscopique :

-la description de I’aspect, la couleur, la forme, la consistance des colonies obtenues sur le

milieu de culture permettra une orientation de I’identification de I’espece.

-la lecture se fait apres 24 h a 48 h: colonies blanchatres crémeuses, lisses et luisantes,
bombées pour les levures Candida sauf C.kreusei, les colonies sont mates; colonies

blanchatres a creme et plissés pour les Trichosporon.
b)-aspect microscopique :

-a I’aide d’une pipette Pasteur stérile préalablement flambée au bec bunsun, on préleve une
colonie du tube de la culture et la déposer entre lame et lamelle.

-observer au microscope optique au grossissement X40, des levures qui apparaissent sous
forme ovalaire ou ovoide de 2 a 8 u de diameétre avec présence ou non de bourgeons

multilatéraux.
B-Caracteres physiologiques et biochimiques :

La démarche classique d’identification d’une levure est basée sur trois principaux caractéres

physiologiques :
A)-test de filamentation sur le sérum (test de blastése)
B)-la production de chlamydospores (test de Rice-Cream).

C)-systeme standardisé de type galeries « galerie AUXACOLOR ».

&
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B.1)-Test de filamentation sur le serum (test de blastése) :
-But : ce test permet une identification rapide de C.albicans au moins de 4heures.

-Principe : repose sur le fait que seul C.albicans est capable de développer de minces tubes

germinatifs a partir de la cellule mére aprés une incubation de 4 h dans le sérum.
-Mode opératoire :

Emulsionner une pointe de pipette de levures dans un tube en verre contenant 1ml de sérum
humain

Mettre a I’étuve a 37 °C ,3 a 4 heures maximum

Prélever une goutte du culot et observer au microscope entre lame et lamelle.

Reésultat : si la levure est C.albicans, on observe un ou plusieurs fins tubes germinatifs partent
de la levure, ne présentent aucune constriction a la base du filament qui peut étre cloisonné
(voir figures 02 et 03).

= - faible quantité de levures
une dse de culture jeune

O
. opacité a peine visible

=
E SErum — g SEruUm —
suspension a peine laiteuse BIEMN AGITER

|

mettre a 37 °
2 - 4 Heures

Figure 02: Les étapes de test de filamentation sur sérum (test de blastése) (Fathalah et
Saghrouni, 2008).

&



Chapitre 11 Matériel et méthodes

DSCFO0204.JPG (2304 x 1728)

Figure 03: Photo original tube germinatif de C.albicans (x40) (Original, 2013).

B.2)-La production de chlamydospores (Test de Rice-Cream) :
But:

Ce test a pour objectif de favoriser chez certains champignons, et en particulier chez
C.albicans, I’apparition des structures morphologiques particuliéres: chlamydospores.

Principe :

Le principe repose sur la recherche de chlamydospores et de pseudomycéliums sur un

milieu pauvre en 48 ha 72 h.
Mode opératoire :
La méthode de Dalmau (Larone ,2002) (voir figure 04)

Cette technique repose sur I’utilisation d’une boite de Peétri contenant le milieu Rice-
Cream pour 1-3 ou 1-4 levure.
1)-premiérement, on coule le milieu Rice-Cream dans une boite de Pétri et laisse refroidi.
2)-on préleve un fragment d’une colonie suspectée a partir d’une culture jeune des levures a
I’aide d’une pipette Pasteur stérile préalablement flambé au bec bunsun et refroidi.
3)-déposer le fragment de colonie au centre sous forme d’une strie (ne pas couper la gélose)
4)-faire 3 a 4 stries verticales puis 3a 4 stries horizontales de fagon qui ’ils se croisent avec les
premieres.
5)-couvres les stries par une lame passer préalablement a la flamme de Buc Bunsen, on ferme
la boite sans oublier de mentionner la date, numéro de malade.

6)-incuber a température ambiante, a I’obscurité pendant 3 jours.

=
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1) Préparation du milieu Rice-Cream.

3) Dépot de colonie sous d’un strie

4) Stries horizontales et verticales 5) Stérilisation de lamelle

\dd

Figure 04: Les différentes étapes de la méthode de Dalmau (Original, 2013).

6) Couverture des stries par la lamelle stérilisé 7) Incubation

E
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-Résultat : (Figure 05)
-La production de chlamydospores est observée directement par examen de la boite

En plagant, la boite de Pétri stérile sans couvercle sous microscope et utiliser le grossissement
x 40.

-La présence de chlamydospores terminales (structures arrondies de 10 a 15 pum de
diameétre, a paroi épaisse, produits a I’extrémité du pseudomycélium, elles peuvent étre
produites isolément ou en grappe permet d’identifier C.albicans.

*-Tandique la présence isolée de pseudomycélium est rattaché a la présence d’une autre

espece de genre Candida.

Figure 05 : photo originale des chlamydospores de C.albicans x40 (test de Rice Cream)
(Original, 2013).

B.3)-Assimilation de certains sucres « galerie AUXACOLOR ™ 2 :

La fréquence des infections fongiques et en particulier celles dues aux levures a tres
nettement augmenté, ainsi que la variabilité des localisations de ces infections et la
diversification des espéces rencontrées fait que la recherche de levures dans les produits

pathologiques superficielles ou profondes est devenue une nécessité.

AUXACOLOR ™ 2 répond & ce besoin, en permettant d’identifier les espéces les plus
fréquemment rencontrées en clinique, facile a mettre en ceuvre et a interpréter, il peut

s’intégrer aisément dans tous les laboratoires.

a-Principe du test :
La galerie AUXACOLOR ™ 2 est un systéme d’identification dont le principe repose
sur I’assimilation des sucres .la croissance des levures est visualisée par le virage d’un

indicateur de pH.
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La galerie comporte également 3 tests enzymatiques dont un test de détection de

I’activité phénoloxydasique de Cryptococcus neoformans.
b-La composition de galerie :
b.1-Mode opératoire :

-Matériel fourni : la composition du coffret est détaillés dans I’annexe V.
-Matériel nécessaire non fourni par le coffret est mentionné dans I’annexe V.

Etapes :
-Amener les réactifs a température ambiante avant I’utilisation.
1-Inoculation de la microplaque :(voir figure 06)
a)-préparer I’inoculum a partir d’une culture de 24 a 48 h réalisée sur milieu de sabouraud (+/-

Antibiotiques).

b)-dans des conditions stériles, ensemencer le milieu de suspension (R2) avec des colonies de
souches pures en quantité suffisante (1 a 5 colonies identiques) pour obtenir une opacité
équivalente au témoin (1,5 McFarland).

c)-homogénéiser la suspension manuellement.

d)-prelever et distribuer, a I’aide d’une pipette, 100ul de I’inoculum dans chacune des cupules
de la microplaque (R1).

e)-recouvrir la microplagque (R1) avec I’adhésif en s’assurant que I’adhésion est parfaitement
uniforme.

g)-incuber 48h (72h si nécessaire) a30 ° C (x2° C).

b.2-Lecture des résultats

La lecture définitive doit s’effectuer a 48 h .méme si une premiére lecture a24h peut déja
donner un code correct et permettre I’identification de certaines levures, nous recommandons
de réaliser I’interprétation définitive a 48 h.

En cas de suspicion d’infection a cryptocoque, la lecture définitive s’effectueraa 72 h.

-pour faciliter la lecture, il est possible de regarder sur I’envers de la microplaque ou de
décoller I’adhésif.

-noter les résultats en se référant au tableau d’interprétation et les reporter sur le carnet prévu

a cet effet.
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2) Prélevement de 100l d’inoculum préparé  3) Dépbt de 100ul dans chaque cupule

P ."'. e "lel<lél‘.‘£
DR O T e L L)

5) Mentionner le N° et la date 6) Incubation a I’étuve.
Figure 06: Les étapes de test AUXACOLOR (Original, 2013).
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(@) (b)
Figure 07: Schéma de la plaque d’AUXACOLOR 2 avant (a) et aprés (b) I’assimilation des
sucres (Original ,2013).

-pour les 13 tests d’assimilation de sucre, chaque sucre est déshydraté en présence d’un milieu
de base et d’un indicateur de pH : le pourpre de bromocrésol ; la croissance d’une levure se
traduit par le virage de I’indicateur du bleu au jeune et par I’apparition d’un trouble dans la
cupule.
*bleu-gris et bleu vert sont considérés comme négatifs.
*jaune pale et jaune —vert sont considérés comme positifs.

-pour le test de détection de I’activité N-acétyl —galactosaminidase (hexosaminidase : HEX.) :

* une réaction positive se traduit par une coloration jaune de la cupule ;

*un test négatif reste incolore.

-pour le test phénoloxydase (POX.) associé a un test de détection de I’activité proline-
arylamidase (PRO.) :

*activité POX positive traduit par une coloration marron de la cupule ;

*activité PRO positive se traduit par une coloration jaune.

*une absence de coloration ou une coloration grise correspond a une réaction négative pour
ces deux tests.
*|a co-existence des tests POX et PRO dans la méme cupule se justifie par le fait que ces

deux tests ne sont jamais positifs en méme temps.
-méthodologie pour le codage :
Les 16 caractéres biochimiques, répartis dans 15 cupules (les tests POX et PRO étant associés
dans une méme cupule), sont utilisés dans I’identification.

-un profil numérique a 5 chiffres est obtenu en regroupant par 3 les valeurs des 15 tests

suivants (voir tableau I11) :

E




Chapitre 11 Matériel et méthodes

On attribue a chaque reaction négative la valeur zéro et a chaque reaction positive une valeur

en rapport avec sa position dans le triplet (1 pour la position 1,2 pour la position 2 et 4 pour la

position 3).

Tableau 111 : Méthodologie de codage.

1% chiffre Glucose Maltose Saccharose
2°M chiffre Galactose Lactose Raffinose

3 °™ chiffre Inositol Cellobiose Trehaltose

4 °™ chiffre Adonitol Melezitose Xylose

5°™ chiffre Arabinose Hexosaminidase | Phénoloxidase

L’addition des trois valeurs donne un chiffre qui permet I’obtention d’un profil numérique a
5 chiffres

-I’activité proline-arylamidase sera notée + ou —selon la couleur observée.

11-2-1-4-2- L’identification des champignons filamenteux :
L’identification d’un dermatophyte est réalisée par :
e L ’évaluation de la vitesse de la pousse ;
e L’examen macroscopique des colonies: (taille, couleur recto verso, forme, relief, la
présence d’un pigment diffusible ou non.
e L’examen microscopique:
Elle se fait a partir d’un fragment de culture dissocié au bleu coton ou au lactophénol et

examiné entre lame et lamelle.

On étudiera :
-L’aspect des filaments mycéliens: les dermatophytes ont des filaments mycéliens
cloisonnés, de diamétre habituellement régulier,
-la présence des chlamydospores parfois disposés en chainettes (T.verrucosum, T.violaceum,
et T.schoenleini), ou isolés et terminales (M.audouinii).
-I’abondance et la morphologie des microconidies

-la présence et la morphologie des macroconidies.
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I-2-2-Tests d’évaluation de sensibilités des champignons isolées vis-a-vis les huiles
essentielles :
Pour évaluer I’activité antifongique de nos HE, deux types de tests ont été retenus :

a)-Tests pour I’évaluation qualitative de I’activité antifongique :

On a appliqué la technique par contact direct; qui est I’aromatogramme.
b)-Tests pour I’évaluation quantitative de I’activité antifongique :

Ces tests consistent a déterminer la concentration minimale inhibitrice CMI et la
concentration minimale fongicide CMF pour les champignons averes trés sensibles a nos
huiles essentielles.

Il est & noter que ces tests sont réalisés en duplicata.
-Les champignons testes :
IIs sont en nombre de 9 (8 levures et 1dermatophyte), le choix des champignons repose sur

leur fréquence, leur pathogénie (voir tableau 1V).

Tableau IV : Origines des champignons testés par les huiles essentielles.

Souches fongiques Origine de prélevements

C.albicans (1) périonyxis des mains chez une femme
C.albicans (2)* périonyxis des mains chez un enfant
C.parapsilosis (1) d’ongles mains

C.parapsilosis (2) squames abdomen et tronc

C.famata ongles de pieds

C.zeylanoides plis inguinaux

Trichosporon mucoides Ongles

Malassezia sp Pityriasis versicolor (tronc et dos)
Trichophyton violaceum var. glabrum Ongles des orteils

*(1) et (2) sont rapportée selon I’origine des souches fongiques
- Huiles essentielles : sont celles de eucalyptus radié, Pistacia lentiscus et le romarin.

Elles ont été choisies tant que la richesse du patrimoine végétale d’ Algérie,
Peu d’études d’activité antifongiques ont été faites sur I’HE de lentisque et d’eucalyptus radié,

surtout sur les agents des mycoses humaines.
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

I-2-2-1-Tests d’évaluation qualitative de I’activité antifongique : Aromatogramme ou
méthode de diffusion en milieu gélosé :
a)-Principe :

Il s’agit d’une méthode en milieu gélosé a I’agar réalisée dans une boite de Pétri.
Le contact se fait par I’intermediaire d’un disque de papier sur lequel on dispose une quantité
donnée d’huile essentielle (Pibiri, 2005).

b)-Mode opératoire (levures et dermatophytes) :

Le protocole de base des aromatogrammes qu'on a adopté est celui qui a été utilisés
par plusieurs auteurs auquel quelques modifications ont été apportées selon nos conditions
expérimentales (Mebarki, 2010, Ouraini et al, 2007, Ouraini et al, 2005).

-Préparation de I’'inoculum :

-A partir d’une culture sur milieu Sabouraud additionné de chloramphénicol de 48 h pour les
levures (pour Malassezia sp culture sur milieu de Sabouraud recouvert d’huile d’olive) et de
7-14 jours pour le dermatophyte ; on preléve 2-3colonies des levures, pour le dermatophyte
on racle a I’aide de pipette Pasteur la partie aérienne de culture, que I’on suspend dans une
solution d’eau physiologique stérile (0,9% Na CI).

- la suspension obtenue pour les levures doit étre ajustés a 1.5McFarland, celle obtenue pour
le dermatophytes est quantifié a la cellule de Malassez jusqu’a obtention d’une densité entre
5x10° et 5x10 ° spore/ml.

-dépots des disques : (figure 08)

-on fait fondre le milieu Sabouraud +ou —chloramphénicol dans un bain marie, puis on verse
simultanément et aseptiquement une 1ére couche de chaque milieu dans une boite de Pétri a
raison de 15ml par boite avec deux répétitions par souche ; concernant Malassezia sp une
ajoute au milieu de culture en surfusion 1% d’huile d’olive commerciale (Keenig, 1995).
-apres refroidissement a température ambiante, on ensemence les boites par la méthode de
rateau 200l de suspension fongique; on laisse solidifier sur la paillasse.

-a I’aide d’une pince stérile, on préleve un disque de papier whattman n°3 de 6mm de
diametre stérilisé préalablement au poupinelle, et on I’imbibe d’HE pure.

-on depose le disque sur la gélose seche des boites de Pétri

-on laisse les boites durant 20minutes a température ambiante pour permettre la diffusion de
I’HE
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-elles sont ensuite mises a I’étuve a 25 ° C pendant 48h pour les levures, 5-7jours a 26° C

pour le dermatophyte.
-apreés incubation, on mesure les diamétres des halos d’inhibition autour du disque

Boite de Patri

Souches test

Mibeun de culture galosa

Disgue imbhibe d"HE

. —— Croissance microbisnne

Figure 08 : Illustration de la méthode de I’aromatogramme. (Zaika, 1988).

I-2-2-2-Evaluation quantitative de I’activité antifongique :

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et la concentration

minimale fongicide CMF par la méthode de macrodilution en milieu solide :

On pratique cette méthode pour les champignons qui sont réveles trés sensibles aux huiles
essentielles testés par la méthode de I’aromatogramme :

+ T.mucoides trés fortement sensible a I’HE de romarin.

4+ C.albicans (2) trés fortement sensible envers I’HE d’eucalyptus radié,

+ Et C.famata tres fortement sensibles envers I’"HE de pistachier lentisque.

I-2-2-2-1-Tests préeliminaires du choix de solvant idéal :

Dans le but d’obtention d’une meilleure solubilisation de nos HE, nous avons effectué des
tests préliminaires pour choisir un solvant ou une solution solubilisant
En effet on a choisi : I’éthanol, méthanol le tween80, et la solution d’agar a 0,2% qui sont

couramment utilisés dans ce type de tests.
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1-2-2-2-2-Méthode de macrodilution en milieu solide :(Ouraini et al., 2007 ; Mebarki,
2010) :

a)-Préparation de I’inoculum :

On suit les mémes étapes que les méthodes d’évaluation qualitatives pour préparer

L’inoculum.
b) Préparation de I’émulsion d’HE :

-Les HE ont été utilisés sous forme d’émulsion pour pouvoir étre manipulés comme solutions
-une solution stérile d’agar-agar a 0,2% a été choisie comme agent émulsionnant du fait
qu’elle soit dépourvue de toute influence sur I’activité des HE

-la solution d’agar a 0,2% permet d’obtenir, dans le milieu, une répartition homogéne des HE
et d’augmenter au maximum le contact germe -compose.

-a partir d’une solution mere d’HE dilué au 1/10, une série de solution allant de 2% a 0,125%

préparées avec la solution d’agar a 0,2% (voir figures 09 et 10).

Figure 09 : La solution d’agar 4 0,2% Figure 10 : La série des dilutions (Original, 2013).
(Original, 2013).

c)-méthode de macrodilution en milieu solide :

A partir de tubes contenant des concentrations différents d’HE, nous prélevons 2 ml que
I’on ajoute aseptiquement a 18 ml du milieu Sabouraud additionne de chloramphénicol
préalablement fondu et refroidi a température ambiante.

-les tubes sont agités manuellement puis le contenu est coulé dans des boites de Pétri.

-une boite de pétri contenant 20ml de milieu sans huile essentielle est utilisé comme témoin.
-I’inoculation des souches fongiques a été faites par la méthode des disques :

Des disques stériles de papier wattman n°3 de 6 mm de diameétre imbibés de la suspension

fongique sont déposés a la surface en milieu gélosé contenant ou pas I’HE.
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-Les boites témoins et essais sont mises en incubation pendant 72 h a 25° C.

-La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus petite

concentration d’HE pour laquelle aucune croissance n’est visible a I’ceil nu.

-Pour les boites qui ne présentent pas de croissance ; le disque de mycélium est transféré sur
un milieu gélosé (Sabouraud+chloramphénicol) neuf pour confirmer s’il s’agit d’un effet

fongistatique ou fongicide sur les levures.

-La concentration minimale fongicide (CMF) est définie comme étant la plus faible
concentration d’HE pour laquelle il y a absence totale de colonie en comparaison avec les

témoins aprés 72 h d’incubation a 25° C.
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