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I ntroduction

Au niveau mondial, les infections fongiques sont responsables de plus de décées que la
tuberculose ou le paludisme. Les infections fongiques sont dues a des micromycetes, levures et
champignons filamenteux, capables de se développer a la température du corps humain. Une
trentaine d espéces de micromycetes est fréqguemment isolée en pathologie humaine,
responsables d’ allergies ou d’infections superficielles bénignes, d’infections séveres invasives

ou chroniques (Garnaud ; 2020).

Candida albicans est la principale cause de ces infections fongiques, qui est un genre de
levure ubiquitaire, généralement commensal, parfaitement toléré dans de nombreuses parties
du corps (peau, bouche, systeme digestif et flore vaginae). Il est porté par plus de lamaitié de
la population humaine. En réponse a un changement d’ environnement, Candida passe de I’ état
de commensal inoffensif acelui de pathogéne responsable de maladies (bouchar aet ;2011).

Le traitement de ces infections repose sur |’ administration d’ agents antifongiques. 1l existe
cing classes d agents antifongiques majeurs : Les polyenes, les azolés, les alylamines, les
échinocandines et d'autres agents incluant la griséofulvine, la 5-fluorocytosine et les
thiocarbamate (Pappas et al., 2004 ; Mohr et al., 2008). Malgré cette variété de classes
d’ antifongiques, certains medicaments sont efficaces contre certaines especes de champignons

mais pas contre d’ autres.

Par ailleurs, letraitement naturel abase des plantes médicinaleset leurs extraitsont été utilisés
comme médecine aternatives pour traiter ces infections fongiques en raison des nombreux
meétabolites secondaires actifs qu'ils possédent. En effet, I'Organisation Mondiae de la Santé
(OMS) estime que 80 % de la population mondiae dépend des médicaments traditionnels a

base de plantes comme soins de santé primaires (Dahmani ; 2020).

C'est dans cette optique que sinscrit notre étude, d évaluer I’ activité antifongique sur C.
albicans des extraits de formule pharmacol ogique a base des bourgeons de Peuplier noir. L'un
des plantes médicinales qui constitue une bonne source de molécules bioactives, de lafamille
des Salicacées. Elle est employée pour ces propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques,

antiallergiques, antimicrobiennes, antifongiques, antidiabétiques et antitumorales (Kis ; 2020).
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|. Synthése bibliographique
|.1. Activité microbienne
|.1.1. Candida albicans

1.1.1.1 Généralite

Les agents pathogénes fongiques contribuent largement a la morbidité et a la mortalité
humaines, infectant des milliards de personnes dans |e monde et en induisant lamort de plus de
1,5 million par ans. Les personnes |es plus vulnérables sont celles dont e systéme immunitaire
est affaibli, notamment celles qui suivent une chimiothérapie, celles qui recoivent une greffe
d'organe solide ou de cellules souches hématopoiétiques et celles qui sont infectées par le virus
de I’immunodéficience humaine (VIH) (Luke Whitesell et al., 2019).

[.1.1.2. Définition

Candida albicans est un champignon pathogéene opportuniste, qui existe en tant que
commensal inoffensif dans les voies gastro-intestinales et genito-urinaire d'environ 70 % des
humains. Cependant, il devient un pathogene opportuniste pour |es patients immunodéprimes,
pour certainsindividus leursimmunité est faibles, ou méme pour des personnes en bonne sante.
L'infection causée par C. albicans est communément appel ée candidose. La candidose peut étre
classée en deux catégories selon la gravité de lamaladie qui sont les candidoses superficielles
ou cutanéo-mugueuses et les candidoses systémiques ou candi-démies (Anaul Kabir et al.,
2012).

1.1.1.3. Classification

Une classification selon EL-kirat (2010) a été proposée :
Régné : Champignon, Fungi, Mycéte

Division : Eumycota

Sous-division : Deuteromycotina

Classe : Blastomycete

Ordre: Saccharomycétales

Famille : Candidaceae

Genre: Candida

Espéce : Candida albicans
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1.1.1.4. Morphologie

Les cellules végétatives de C. albicans ont été décrites pour la premiérefois en 1853. Comme
étant de forme sphérique ou largement ovale de 2-8,5 um a 3,0-14 um de taille et capables de
se reproduire par bourgeonnement multilatéral (figure 01) (M pai Lesego Motsel 2003). La
levure Candida al bicans peut bascul er entre deux morphologie (figure 01) : laforme blastopore

(levure bourgeonnante) et filamenteuse (hyphe et pseudo hyphe) (Fu et al., 2002).

Figure 01 : Différentes morphologies de C. albicans (Sudbery et al., 2004).
|.1.2. Pouvoir pathogéne de C. albicans

Candida albicans est |a plus fréguemment incriminée dans | es infections humaines a Candida
(Warnock, 2007). Cette pathogénicité survient sous |'effet de plusieurs facteurs. Sa
dissémination est endogéne et se déroule a partir du tube digestif par contiglité vers les voies
génitales, respiratoires, la peau ou par voie hématogene vers les autres organes. Les infections
causees par cette espece trouvent leur origine dans le mode de vie de chaque individu, dans la
fréguence d'ingurgitation des différents médicaments (prise importante d’ immunodépresseurs,
d oestroprogestatifs de synthése ou de corticoides) qui diminuent I'immunité (Neofytos et al.,
2010 ; Bustamanteet al., 2011 ; Taieb et al., 2011).

[.1.2.1. Facteursdevirulence
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Les facteurs de virulence identifiés dans C. albicans (figure 02) sont I’adhérence, la
morphogénése des hyphes, la formation de biofilm et |a sécrétion des enzymes hydrolytiques

(les protéases, les phospholipases et les lipases) (Pammi et al., 2013).

Figure 02 : Mécanismes de pathogeénicité de C. albicans (Mayer et al., 2013).
[.1.3. Mécanisme derésistance de C. albicans aux antifongiques

Le dével oppement de résistances chez C. albicans aété un probléme majeur dansletraitement
des candidoses superficielles récidivantes chez les patients atteints de SIDA. Méme s
I’isolement de souches résistantes dans |es candidoses profondes est exceptionnel, I’ émergence

de ces souches doit étre surveillée (T ortorano 2006).

La résistance peut étre intrinséque ou primaire (préalable a toute exposition), ou acquise,
(sélectionnée par un traitement) (Roger s 2006). La résistance primaire caractérise une espece
donnée et concerne toutes | es souches de cette espéce. Larési stance acqui se concerne seulement
certaines souches dans une espéce considérée habituellement sensible. Ces souches devenues
résistances vont étre selectionnées par I’ exposition a I’antifongique et vont remplacer les

souches sensibles (M arr 1998).

L’ acquisition de mécanismes de résistance se fait par mutations ou par des modifications de
I’ expression des génes codant la cible ou le transport de I’ antifongique. 1l existe également la

résistance stable, qui persiste méme en |’ absence de I’ antifongique, et la résistance transitoire,
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épigénétique, liée a la modification transitoire de I’expression d'un gene. La résistance

€pigénétique a été observée aprés de courtes périodes de traitement antifongique (Marr 1998).

D’ autres mécanismes cellulaires, comme le switching « White-Opague » ou la filamentation,
sont impliqués dans la résistance (White 1998). Les mécanismes cellulaires aboutissant a la
résistance a différents antifongiques sont principaement : le défaut de pénétration de
I’antifongique dans la cellule, I'inhibition de la transformation de |’ antifongique en forme
active, I’adtération de la cible (surproduction, modification voire disparition de la cible),
I’ altération d autres enzymes de la méme voie métabolique, et I’ évacuation de I’ antifongique
en dehors de lacellule par un systeme d’ efflux (White, 1998).

|.1.4. Traitements

Candida albicans et dautres espéces représentent une source importante dinfections
systémiques dans le monde entier. Ces organismes sont la cause la plus fréguente d'infections
superficielles, vaginales ou buccales muqueuses (Dadar, 2018).

Lalutte menée contre les infections se fonde sur le fait que ces vingt dernieres années ont vu
une nette recrudescence des pathologies infectieuses, et parmi ces infections, il existe les
infections opportunistes, mais aussi bien des viroses, des bactérioses que des mycoses. Au
niveau des mycoses, les candidoses, les cryptococcoses et |es aspergilloses constituent le trio
de téte (Ackah, 2008).

[.1.4.1. Traitements médicamenteux

Au cours des dernieres années, des progres considérables ont été faits dans la prise en charge
des infections fongiques invasives, grace notamment a I’arsena thérapeutique disponible.
Comparativement aux antibactériens, le nombre de médicaments antifongiques disponibles est
limité. Les champignons étant plus proches des cellules humaines que les bactéries, la
possibilité de trouver des cibles spécifiques est réduite. Les cibles des antifongiques sont
essentiellement |’ ergostérol de la membrane plasmique pour les polyenes et les azolés, les
acides nucléiques pour la 5-flucytosine et la paroi pour les échinocandines (L ortholary, 2002 ;
Dannaoui, 2016).

Les antifongiques sont des produits de nature chimique, responsables de la destruction des
champignons. Ils agissent sur la paroi cellulaire, |la membrane plasmique et e métabolisme
cellulaire (Pebret, 2003). Les sites d actions des différentes classes des antifongiques (figure
03) sont :
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- Altération dela paroi fongique : Les polyoxines, les néomycines, les papulacandines et les

échinocandines, sont des antifongiques qui agissent sur la synthése de la paroi fongique.

- Action sur lamembrane plasmique: Les polyénes ont une action au niveau de lamembrane
plasmique. Les antifongiques appartenant a cette famille selient al’ ergostérol de lamembrane
fongique formant un complexe, augmentant ainsi |a perméabilité membranaire aux électrol ytes,

ce qui aboutit alalyse du champignon.

-Action sur la synthese de I'ergostérol : Les dlylamines, les azolés, terbinafine,
thiocarbamate et morpholyne agissent sur la synthese de I’ ergostérol (le stérol de la membrane
plasmique des champignons), leur site d'action principal est le réticulum endoplasmique : Les
allylamines et le thiocarbamte agissent sur la squalene époxydase, les azolés sur : la 14-

déméthylase du cytochrome P450 et |es morpholynes sur la 14-réductase les 7-8 isomérases.

- Inhibition de la synthese protéique : La flucocytosine empéche la synthése des acides

nucléques ADN et ARN, ce qui conduit a une inhibition de la synthése protéique.

- Action sur lesmicrotubules: Lagriséofulvine agisse sur les microtubules intervenants dans
ladivision cellulaire, ce qui provoque un blocage de la croissance de champignon. Inhibition
de la chaine respiratoire mitochondriale : c'est le mode d'action de la ciclopiroxolamline
(Viguie-vallanet, 2001 ; Garnier, 2003).

L’ antifongi-thérapie est basée couramment sur |’ utilisation des fongicides en particulier
I”’amphotéricine B qui est considéré comme une norme de référence thérapeutique grace a son

large spectre d’ activité contre les souches de Candida (Carle, 2003).
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Figure 03 : Cibles des principaux antifongiques (L ortholary, 2002)
[.1.4.2 Traitements naturels (L es plantes médicinales)

Depuis I’ antiquité, les hommes ont utilisé les plantes qu'ils avaient a leur disposition a
diverses fins ; massages, bains, hygiene, santé et diététique. Au cours de la derniére décennie,
I'intérét pour les médicaments issus de plantes, en particulier les phyto-thérapeutiques, a

augmenté de fagon expressive (Calixto, 2000).
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1.1.4.2.1. Définition

Les plantes médicinales constituent une ressource naturelle trés importante dont la
valorisation nécessite une parfaite connaissance des propriétés a développer. Les activités
médicinales des plantes dépendent de la présence de divers agents bioactifs appartenant a
différentes classes chimiques (Merchache et al.,2018). Elles sont d'une grande importance
pour lasanté desindividus et des communautés. Lavaleur médicinale de ces plantesréside dans
certaines substances chimiques qui produisent une action physiologique définie sur le corps
humain. Les plus importants de ces constituants bioactifs des plantes sont les alcaloides, les

tanins, les flavonoides et les composés phénoliques...etc. (Edeoga et al.,2005)
1.1.4.2. Parties de plantes médicinales utilisées

Les différentes parties de la méme plante médicinale peuvent présenter des constituants
chimiques tres différents et qui n'ont pas la méme action thérapeutique. Généralement, en
meédecine traditionnelle, la partie qui contient le plus de principes actifs est la plus employée.
Les différentes parties de plantes qui peuvent étre employées chez la plupart des populations
sont ceux qui ont été décrites par (Gurib-Fakim, 2006). Et chagque partie contient des compose
phytochimique différents exemple les parties de Populus nigra les plus utilisé sont : lesfeuilles
contiennent de la salicine salicortine, saliréposide et des dérivés benzoate, les bourgeons
contiennent des acides phénoliques et des flavonoides, I'écorce contient des phénols glycosides,
lasalicine et Populin (Goetz, 2011).

1.1.4.2.3. Formes pharmacologiques d'utilisation des extraits des plantes
médicinales

Les plantes médicinales et aromatiques ont fait |’ objet d’ une attention particuliére, que ce soit
par les chercheurs ou par les utilisateurs. Cela est dd, d'une part, a I’ efficacité et a la facilité
d’ extraction de leurs composés chimiques (principes actifs) et, d autre part, aux risgues posés
par de nombreuses substances chimiques de synthese. Les plantes médicinales sont utilisées

dans différentes préparations de la médecine populaire pour traiter des infections variées et
guérir des conditions mortelles (Tang et al., 2012).

Pendant longtemps, les plantes ont éé utilisées uniguement sous forme de tisanes ou de
poudres (Daira et al.,2016). Maintenant beaucoup sont présentées sous forme liquide, semi
liguide et sous forme solide. Quelle que soit leur présentation, elles jouissent d'un regain
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dintérét largement suscité et entretenu par la communauté scientifique ains que par

d'innombrables ouvrages de vulgarisation (Chabrier, 2010).
e Formeliquide

D’apres la Pharmacopeée frangaise, les tisanes sont des préparations aqueuses de plantes
médicinales entieres ou de parties de celles-ci, convenablement divisées pour étre plus
facilement pénétrées par I'eau. Elles sont administrées a des fins thérapeutiques. Elles peuvent
encore servir de boisson aux maades ou de véhicule pour I'administration de divers
meédicaments. Les tisanes sont réalisées dans des récipients couverts, en utilisant de I'eau
potable. Latisane permet de libérer divers constituants de la plante gréce au milieu aqueux. De
natures variées, ils peuvent ére riches en composés poly phénoliques (acides-phénols,
flavonoides, tanins catéchiques ou galliques, anthocyanosides), des mucilages, des sels
minéraux, des oligoéléments, des vitamines B1, B2 et C, des phytohormones. Seules certaines
molécules insolubles ne sont pas extraites de la drogue (Duval,1996). Ainsi, suivant le mode
utilisg, il existe I'infusion, la décoction, la macération, la digestion et la lixiviation, moins
fréguente. La préparation est réalisée extemporanément, c'est-a-dire au moment de I'emploi

(Eur opéenne,2005).
e Forme semi-solide

v' Pommade
D’ aprés la X éme édition de la pharmacopée européenne Les pommades sont des préparations
de consistance semi-solide destinées a étre appliquées sur la peau ou sur certaines muqueuses
afin d'exercer une action locale ou de rédiser la pénétration percutanée de principes

meédicamenteux. Elles présentent un aspect homogene (Hir, 2001).

Les pommades sont constituées par un excipient, simple ou compose, danslequel sont dissous
ou disperses habituellement un ou plusieurs principes actifs. La composition de cet excipient
peut avoir une influence sur les effets de la préparation et sur lalibération du principe actif. Les
excipients des pommades peuvent étre des substances d’ origine naturelle ou synthétique et étre
constitués par un systéme a une seule ou a plusieurs phases (Hir, 2001).

La préparation proprement dite est réalisée par divers procédés qui aboutissent tous au
mélange et a I’homogénéisation des différents produits. Dans le cas de formes contenant
plusieurs phases, la phase aqueuse et |a phase huileuse sont préparées au préalable chacune de

leur cOté avec les composés respectivement miscibles dans chacune d’elles. Néanmoins,
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d’ autres agents peuvent étre gjoutés a la préparation comme des agents antimicrobiens, des

antioxydants, des agents stabilisants, émulsifiants ou épaississants (Hir, 2001).
e Formesolide

v' Comprimés et gélules

D’ apres la Pharmacopée Européenne (Ph. Eur. 8éme édition, 2014), « les comprimés sont
des préparations solides contenant une unité de prise d’ une ou plusieurs substances actives. Ils
sont obtenus en agglomérant par compression un volume constant de particules ou par un autre
procédé de fabrication approprié tel que |'extrusion, le moulage ou la cryodessiccation
(lyophilisation) ». Le comprimé est d’ une forme seche dont |a conservation est favorisee I’ état
condensé et sec. En tant que préparation unidose, le comprime assure |’administration d une
dose précise de principe(s) actif(s) (PA) et I’ adaptation des posologies est conditionnée par les
dosages existants (Ph. Eur. 8eme édition, 2014).

v Gélules
Les gélules désignent une forme galénique de médicament, solide, avalée. Elles sont
constituées d' une enveloppe dure et creuse, de forme et de capacité variable, contenant
géné&ralement une dose unitaire de substances actives. Les capsules sont destinées a
I”administration par voie orale (Ph. Eur. 8éme édition, 2014).

Il est a noter qu'en général la conservation des gélules a base de poudre de plantes est
mauvaise. Avec le temps il se produit un éclatement des cellules de la plante, d'ou un
vieillissement accéléré de la poudre. Concernant les gélules d’ extraits végétaux, leur contenu
est tres hygroscopique, ce qui empéche également une conservation sur une longue durée pour
ce type de produit. Le plus important est de les garder dans un flacon bien bouché en petites
guantités et al’abri de la chaleur, la lumiere et surtout I’eau. La conservation maximale sera
d’ une a deux années. Les gélules a base d huile essentielle, quant a elles, ne se conservent que
deux mois, délai au bout duquel apparait une baisse de concentration en principes actifs
(Chabrier, 2010).
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[.1.4.2.4. Pouvoir et mécanisme d’action des antifongiques des métabolites

secondaires des plantes médicinales

» Les acides phénoliques tels que les acides férulique et gallique sont connus pour alJecter
la membrane cellulaire des bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Bactéries
conduisant a une modification de I'nydrophobie et de la charge de la surface cellulaire,
provoquant finalement une fuite du contenu cytoplasmique. Un ellet similaire a été
suggéré pour le dérivé de I'acide caféique sur la membrane cytoplasmique de Candida.
En outre, un possible e[ Jet sur la paroi cellulaire de C. albicans a été montré pour les
dérivés de l'acide caféique qui peuvent interférer avec la 1,3-B-glucane synthase
(Teodoro et al., 2015).

» Le mode d'action de plusieurs autres composés phénoliques fournit quelques indices
pour déduire le mécanisme des acides phénoliques. Par exemple, I'isoquercétine, la
curcumine et le laricirésinol peuvent endommager la membrane cellulaire de C.
albicans. D'autre part, I'eugénol et le méthyl eugénol provoquent une réduction
considérable de la biosynthese de I'ergostérol chez Candida et allectent ensuite la
membrane cellulaire. Un effet similaire a été observe avec le pigallocatechin-3-gallate,
le thymol et le carvacrol. En outre Le cardanol a démontré une capacité de liaison ala

chitine dans la paroi cellulaire de C. albicans (Teodoro et al., 2015).

Figure 04 : Cible de quelque compose phénolique (Teodoro et al., 2015).
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1. Matériel e méthodes
[1.1. Matériel

[1.1.1. Matériel végétal

Dans le but d évaluer I’ activité antimicrobienne des composes actifs des extraits de plantes
médicinales, nous avons séectionné le peuplier noir (Populus Nigra) (figure 04), une plante

médicinale locale largement utilisée dans |la médecine traditionnelle.
[1.1.1.1. Description botanique

Populus nigra appartient a la famille des salicacées, qui sont de grands arbres pouvant
atteindre 25 a 30m de hauteur trés communs (M ar notte et al., 2006), et 2m de circonférence,
a écorce en gercures et rameaux visqueux ; les bourgeons sont allongés et pointus, les feuilles
deltoides ou ovales triangulaires, dentées, alternes et longuement pétiolées avec une couleur
verte luisante (Figure 04) (Beloued, 2001).

A B C

Figure 05 : Images de différentes parties du peuplier noir :(A) arbre entier, (B) et (D) les
bourgeons de Populus nigra (Siler et al., 2014).

[1.1.1.2. Habitat

Le peuplier commun n’est spontané que dans une partie de I’ Europe, I’ Ouest de |’ Asie et le
Nord de I’Afrique (Fournier, 2010). En Algérie, il est retrouvé a El Kaa, Tlemcen et la

Kabylie, dans lesrives des cours d’ eau douce, surtout en montagnes (Beloued, 2001).
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11.1.1.3. Classification

Régne: Végétd

Sousreégne : Eucaryotes

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Monochlamide

Ordre: Sdlicaes

Famille : Salicacées

Genre: Populus

Espece: Populus nigra (Quezel et Santa, 1962).

[1.1.1.4. Nomenclature

Appellation scientifique : Populus nigra

Appellation locale : Asafcaf

Appellation berbére: Asafcaf, Arig, Ouisd (Beloued, 2001).
Appeéllation commune : Peuplier noir, le peuplier franc.
[1.1.2. Propriétés des bourgeons de Populus nigra

D’ apres les études portées sur |es différentes especes du Peuplier, les bourgeons contiennent
une grande variété de composés phénoliques, tels que les acides phénoliques (acide caféique,
acideisoferulique, ...etc.) (Dudonnéet al., 2010), et contiennent un glucoside le popul oside et
les benzoylosalicoside et des dériveés flavoniques (flavones, les flavanones et |es chal cones) qui

représentent lamajeur partie (Beloued, 2001).

[1.1.3. Usage traditionnel des bourgeons
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En Algérie, les utilisations traditionnelles de Populus nigra sont larges dans le traitement de
nombreuses affections liées a un dysfonctionnement endothdial, les inflammations, I'arthrite,
la bronchite et les maladies des voies respiratoires (Debbache et al., 2013). Les bourgeons du
peuplier noir sont utilisés aussi contre diverses affections douloureuses (Hane et Dobbertin,
2006). Telles que les affections des reins, les catarrhes des voies, la goutte et la sciatique
(Beloued, 2001).

[1.1.4. Activités biologiques des bour geons de Populus nigra

[1.1.4.1. Activité antifongique

De multiples recherches liées a ce sujet indiquent que I'extrait de bourgeons du peuplier peut
étre utilisé pour leurs activité antimicrobienne et antifongique, ces effets peuvent étreliés ala
présence d'apigénine, de pinocembrine kaempferol et d'autres flavonoides et acides phénoliques
(caféque et férulique) (Boumghar et al., 2016). En utilisant laméthode de diffusion en disque,
Boumghar et al., 2016 ont montré que |'extrait de bourgeons du peuplier (100 ul) posséde des
effets antimicrobiens et inhibe la formation du biofilm de Staphylococcus aureus et de Bacillus
subtilius (Boumghar et al., 2016).

D’autres part, Merghache et al.,2016 ont démontré que |'extrait aqueux de bourgeons du
peuplier (Algérie) suscitait une activité fongique signifiante contre Candida albicans
(CMI=45,16pg/ml). Debbache et al. 2013 ont testé I'activité antifongique potentielle de 4
types d'extraits (éthanol, acétate d'éhyle agueux, chloroforme et chloroforme aqueux) de
bourgeons du peuplier (Province dAmizour, Algérie) sur Aspergillus niger et Fusarium

polyferatum, avec une activité modérée de 9 mm comme zone d’inhibition.
[1.1.4.2. Autresactivités

D’ autres activités ont été rapportées pour les extraits de bourgeons du peuplier notamment
I’ activité antioxydant (Debbache et al. ; 2013), Activités anti-inflammatoires (Dudonné et al.

;2011), antirhumatismales et un effet antiseptique et astringent (Beloued, 2001 ; Debbache et
al.; 2018).
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[1.2. Produits chimiques et appareillage

Tableau | : Produits chimiques et appareillages utilisés

Produits chimiques Appareillage

[1.1.3. Microorganisme

Une souche de Candida albicans a été utilisée pour évaluer I activité antifongique de I’ extrait
éthanolique, I'extrait agueux ainsi qu’une formule pharmacologique a base des extraits de
Populus nigra. La souche a été obtenue a partir du laboratoire d’ analyse médicale DJAMA,
Bejaia
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[1.2. Méthodes

[1.2.1. Préparation des extraits et formule phar macologique

v' Récolte
La partie delaplante utilisée (bourgeons) a été récoltée en mars 2020, dans un endroit naturel
loin de toute pollution et de perturbation humaine dans la forét d’ Azur N’ Bachar a Amizour,
située al’Est de Bejaia
v’ Séchage
Les bourgeons de Populus nigra ont été séchés al’ éuve a 37°C, afin d' éiminer toute trace
d humidité.

v' Broyage et tamisage
Les bourgeons de Populus nigra ont été broyés jusqu'al’ obtention d’' une fine poudre.

v Lapoudre obtenue a été tamisée pour récupérer alafin une poudretrés fine de diamétre
inférieur ou égale a 63 um. La poudre a été stockée dans des flacons en verre fermés a
I’abri delalumiére.
v Extraction hydro-éthanolique (solide-liquide)
100g de poudre de Populus nigra ont été macérés dans de I’ éthanol (70%) avec un rapport de
(1/6) : (P/IV) durant 24h sous agitation continue a I’ abri de la lumiére, puis le mélange a été
transféré dans des éprouvettes et laissé décanter pendant 24h, le surnageant a été récupéré,

concentré dans un ballon afond conique par séchage al’ aide d’ un rotavapeur.

v Préparation del’infusion
L’ infusion a été préparée par maceération de 1,59 de bourgeons de Populus nigra dans 100ml
d’ eau distillée bouillie pendant une minute. Le mélange a été laissé infuser pendant 30 minutes
puisfiltrer. LepH del’infusion a é&é mesuré avant que celle-ci ne soit mise dans des boites de
pétri a-20°C afin d’ étre lyophilisée dans |e but d’ obtenir un extrait agueux sec.

v Préparation dela pommade
La pommade a été préparée en mélangeant lacired abeillefondue al’ huile d’ ol éastre, I huile

essentielle et al’ extrait é&hanolique de Populus nigra.

v Préparation del’excipient
L’ excipient de la pommade est constitué de tous les composés de la pommade mis a part

I’ extrait éthanolique.
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[1.2.2. Préparation de d’autres solutions

v Préparation dela gélose
-Gélose Sabouraud dextrose : 65g de gélose ont été goutés a 1L d'eau distillée, le mélange a
été laisse sous agitation a 100°C jusqu’ a ébullition (1min).

-Gélose Sabouraud au chloramphénicol : une masse de 45,59 a été mise en contact avec 1 litre

d eau distillée. Lemélange est |ai ss& macérer sous agitation a100°C jusgu’ al’ ébullition (1min).

v Préparation du bouillon nutritif
Le bouillon nutritif a é&té préparé en gjoutant 20 g de poudre a 1L d’ eau ditillée, le mélange
est mis sous agitation jusqu’ a dissolution.

v Préparation du bouillon Sabouraud dextrose
30g de poudre ont été suspendus dans 1L d'eau distillée, le mélange a été chauffé jusqu’a
dissolution compl éte.

Lastérilisation desmilieux de culture s est faite dans|’ autoclave a118-121°C pendant 15min.

v' Préparation del’eau physiologique 0,9%

9g de Nacl ont été gjoutés a 1L d eau distillée stérile. Le mélange a été homogénéise.

v Préparation du standard Mc Ferland 0,5
Lestandard Mc Ferland 0,5 a été préparé en gjoutant 9,95ml d’ acide sulfurique (1%) a0,05ml
de chlorure de baryum (1%). Le mélange des deux composeés forme un précipité de sulfate de
baryum, ce qui rend la solution trouble. L’ absorbance a 625nm a été mesurée et est comprise
entre 0,08 et 0,1 équivalent a une charge bactérienne de 1,5.10° (UFC)/ml) (Lee et al 2010).

v Préparation del’inoculum fongique
Dans le but de revivifier la souche fongique, 1ml de cette derniére a été gouté a 9ml de
bouillon nutritif. Aprés 48h d'incubation a 27°C un ensemencement sur milieu solide s est fait
a I’aide d'une pipette Pasteur dans le but d’ obtenir une culture jeune qui servira a préparer

I’inoculum microbien. Les boites de Pétri ont été incubées pendant 48h a27°C.

L’inoculum fongique a été préparé en raclant quelques colonies de Candida albicans avec
une pi pette Pasteur puis en le déposant dans un tube stérile contenant 5ml d’ eau physiol ogique.
Le mélange a été homogenéisé et I’ absorbance a 625 nm a été mesurée. Une turbidité ainsi

gu’ une absorbance égale a celles du standard Mc Ferland doivent étre obtenues.
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Les solutions testées ont été préparées comme I’indique le tableau 11. Une série de dilutions a
été réalisée a partir d’ une solution mere.
Tableau |1 : Différentes dilutions.

Test Solution
Antifongique Extrait Lyophilisat Acide caféique
éthanolique

Sur milieu solide

Concentration 1 3 mg/ml 100 mg/ml 1 mg/ml
Concentration 2 2 mg/ml 50 mg/ml 0,5 mg/ml
Concentration 3 1 mg/ml 25 mg/ml 0,25 mg/ml
Sur milieu liquide
Concentration 1 64 pg/ml 10 mg/ml 50 pg/ml
Concentration 2 32 pg/ml 5 mg/ml 25 pg/ml
Concentration 3 16 pg/ml 2,5 mg/ml 12,5pg/ml
Concentration 4 8 ug/ml 1,25 mg/ml 6,25ug/ml
Concentration 5 4 pg/ml 0,63 mg/ml 3,13pg/ml
Concentration 6 2 pg/ml 0,31 mg/ml 1,56ug/ml
Concentration 7 1 pg/ml 0,16 mg/ml 0,78ug/ml
Concentration 8 0,5 pg/ml 0,08 mg/ml 0,39ug/ml
Concentration 9 0,25 pg/ml 0,04 mg/ml 0,20pg/ml
Concentration 10 0,125 pg/ml 0,02 mg/ml 0,08pug/ml
Tableau |11 : Différentes concentrations appliquées dans le test des spots.
Concentration1 | Concentration2 = Concentration = Concentration4 = Concentration 5
3b

Pommade 48 mg/ml 24 mg/ml 12 mg/ml 6 mg/ml 3 mg/ml

Excipient

Cire

d abeilles

Huile

d oléastre

Huile / /

essentielle

[1.2.3. Test sur le milieu solide
[1.2.3.1. Diffusion sur disque

Les boites de Pétri ont été préparées ; pour chague extrait (éthanolique et aqueux), ses
derniéres ont été ensemencees avec I’ inoculum standards al’ aide d’ un écouvillon afin d’ obtenir

un tapi bactérien.

Chaque boite est répartie en trois compartiment chaque compartiment est consacré pour une
concentration (Img/ml, 500ug/ml et 250pg/ml) de substance a tester (antifongique, acide
caféique, éhanol (témoin négatif del’ extrait é&hanolique) ou d’ eau distillée (témoin négatif de
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I’ extrait aqueux et fluconazole). Par la suite des disques stériles ont été déposes dans chague

compartiment de boites de Pétri avec un disque pour le solvant au milieu de la boite de Pétri).

Les boites ont été mises au frigidaire pendant 2 heures afin de permettre aux substances de
diffuser avant que | es bactéries ne commencent a se multiplier puis, elles ont été incubées dans
I’ étuve a 27°C pendant 48heures. Lalecture des résultats a été faite apres 48heure.

11.2.3.2. Méthode des spots : méthode de dilution sur milieu solide
Lapommade ou I’ excipient (3, 6, 12, 24, ou 48 mg dans un ml de gélose) a é&é homogénéisé
dans du tween 80 avant d’ étre gjoute aux différents tubes contenant la gélose. Les différents
excipients ont aussi été testés séparément par la méme méthode. La cire d'abeilles, I'huile
d'oléastre ainsi que |” huile essentielle ont été gjoutés a la gél ose préal ablement homogénéi sée

dans du tween 80 afin de faciliter le mélange.

Ce dernier est verse dans des boites de Pétri ; pour chacune des boites 3 spots de 2 ul de la
suspension bactérienne ont é&é déposés. Contre deux boites témoin préparés avec gélose et
Tween 80 et la gélose. Les boites ont été mises au frigidaire pendant 2 heures pour une pre-
diffusion, puis dans |’ étuve a 27°C pendant 48heures. La lecture des résultats a éte faite apres
48 h d'incubation.

[1.2.4. Test milieu liquide
[1.2.4.1. M éthode de micro-dilution

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées a I'aide des

,,,,,,

le décrit le tableau II. L’inoculum a 106 UFC/ml a été dilué pour avoir une concentration de

10° UFC/ml.
Sur lamicroplague a 96 puits une répartition de groupe de tests a été effectuée comme suit :

v Groupe témoin négatif : un volume de 100ul de bouillon Sabouraud dextrose a été
déposé.

v Groupe témoin positif : 100ul de bouillon et 100ul de suspension fongique ont été
déposés

v Groupe Blanc de solvant : un volume de 80ul de bouillon, de 20ul de solvant et de 100pl
de suspension fongique a été rgjouté

v Groupe Blanc de I’ extrait : contient 100ul de bouillon et 100ul d extrait.

19



Matériel et méthodes

v Groupe test : 160ul de bouillon, 40ul d' extrait et 100ul de la suspension fongique ont
été déposes

Des dilutions de moitié ont été effectué a partir du premier puits jusqu’au 10™ puits (en prélevant
100ul du puits précédent et I’ajouter au suivant). Apresincubation des plaques dans |’ étuve pendant
24-48heures les CMI ont été déterminées comme la plus faible concentration pour laquelle la
croissance microbienne n'est pas observée a I’ il nu afin de calculer des pourcentages de
croissance et d'inhibition de candida sp en fonction de concentrations.

[1.3. Analyse statistique

L’ analyse statistique des résultats a été effectuée al’ aide de Graph pad version 06 « ANOVA
», en appliguant le test multiple comparaison, et la différence considérée significative (p<0,05),
hautement significatives (p<0,01), tres hautement significatives (p<0,001) ; ou le p est la
puissance de test (p-value). Les valeurs qui portent un nombre différent d'étoile sont

significativement différentes (p<0,05), chagque valeur représente la moyenne + écart type.
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[11. Résultats et Discussion

[11.1. Résultats

[11.1.1. Rendement del’ extraction hydro-éthanolique et I’ extraction aqueux

Le rendement des deux extractions hydro-éthanolique et aqueuse a é&té calcul € aprés une série
de procédé faite sur notre plante « bourgeons de Populus nigra » en utilisant deux solvant
d’extraction, I'éhanol 70% pour |’extraction hydro-éthanolique et |’eau pour I’ extraction

aqueuse.
Voici les résultats d'extraction :

» Masseinitide: ¢’ est la masse des bourgeons de peuplier noir avant I’ extraction (100g)
» Masse de bourgeons de peuplier noir extraite : (175,44mg)

Le rendement de |’ extrait éthanolique de bourgeons de peuplier noir : 17,544 %
Le rendement de |’ extrait aqueux de bourgeons de peuplier noir : 0,7 %

Les résultats obtenus montrent que le meilleur rendement est enregistré avec | extrait hydro-

éthanolique de 17,544 % par contre |’ extrait aqueux est tres faible de 0,7 %.

Les extraits obtenus avaient une consi stance semi-solide plus ou moinsvisqueux dont I’ extrait
éthanolique (EE) qui a donné une couleur foncée (figure 21) avec un rendement de 17,544 %,
tandis que I'extrait aqueux (Eag) a donné une couleur marron clair (figure 20) avec un

rendement plus faible qui est 0,7 %,

Figure 06 : Image de I’ extrait aqueux (Eaqg). Figure 07 : Image del’ extrait éthanolique (EE)
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111.1.2 Activité antifongique

Notre étude de I’ activité antimicrobienne de |’ extrait de bourgeons du Peuplier noir a été
réalisée sur un modele d’ antibiogramme qui S effectue soit en milieu solide (gélosé) par la
méthode de diffusion sur disgue, en déterminant leszonesd’ inhibition, ou bien en milieu liquide
en déterminant la concentration minimale inhibitrice CM1 ; la méthode des spots a aussi été
utilisée afin d' évaluer I’ effet antimicrobien des métabolites secondaires d’une formulation

pharmacol ogique a base de bourgeons de Populus Nigra.
e Méthode dediffusion sur disque

L’ effet antimicrobien de I’ extrait éhanolique, de I’ extrait aqueux des bourgeons du Peuplier
noir ainsi que de |’ antifongique « Fluconazole » et du standard « acide caféique » a été évalué

par latechnique de diffusion sur |’ agar.

Les résultats obtenus montent que I’ extrait éthanolique et |’ extrait agueux (le lyophilisat de
Iinfusion) n'ont montré aucun effet sur la souche C. albicans a des concentrations de
1mg/disque, 500 pg/disque et 250 pg/disgue par cette méthode (figure 5).

Figure 08 : Photographies des zones d'inhibition de la croissance de C. albicans induites par
I’ extrait éthanolique et le lyophilisat de I infusion apres incubation de 48h.

D’ autre part, apres une incubation de 24h, I’ antifongique « Fluconazole » a montré des zones
d’inhibition trésimportantes sur la souche Candidas al bicans, 1a concentration 1mg/ml adonné
une zone d’inhibition de 21 mm de diamétre par contre la concentration 2mg/ml a donné une

zone plus grande de 26 mm de diamétre et pour la plus grande concentration de fluconazole,
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une zone de 28 mm de diameétre a été notée (Figure 6), (tableau 1V). Cependant aprés 48h
d’incubation, une croissance de Candida albicans sur les zones d’ inhibition obtenues aprés 24h

a été observée (figure 7).

Tableau 1V : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance fongique induites par Fluconazole.

Concentration de Fluconazole par disque 1mg 2mg 3mg

Diamétre de la zone d’inhibition par millimétre 21 26 28

Figure 09 : Photographie des zones d’inhibition Figure 10 : Photographie des zones d'inhibition
de lacroissance de C. albicans induites par la croissance de C. albicansinduites par Fluconazole
aprés 24h d’incubation. Fluconazole aprés 48h d’incubation.

Concernant I’ acide caféique, selon les résultats obtenus apres 24h d’'incubation, des zones
d’inhibition ont été observées. La concentration 250 pg/ml donne une zone de 11, et la
concentration 500 pg /ml a monté une zone de 14 mm, et la concentration 1000 pg/ml adonné
une zone d'inhibition 12 mm (figure 8 et 9) (Tableau V).
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Tableau V : Diametres des zones d’inhibition de la croissance fongique induites par |’ acide caféique.

Concentration de I’ acide caf éique par disque 250 pg 500 pg 1000 pg

Diamétre de zone d’inhibition par millimetre 11 14 12

Figure 11 : Photographie des zones d'inhibition  Figure 12 : Photographie des zones d’inhibition
de lacroissance de C. albicans induites pas de lacroissance de C. albicans induites pas
I’ acide caféique apres 24h d’incubation. I’ acide caféique apres 48h d’incubation.

e Méthode des spots

Afin d’ évaluer I’ effet antimicrobien de la pommade réalisée a base de I’ extrait éthanolique,
et d'un I’excipient (lacire d abeilles, huile d oléastre, ainsi que |” huile essentielle) |la méthode

des spots a été utilisée. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau VI :
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Tableau VI : Diamétres de la zone de croissance de C. albicans apres 48h d' incubation.

Concentrations Diameétre de la zone de croissance fongique (mm)
Pommade Excipient Cire Huile Huile
d abeilles d oléastre essentielle

48mg/ml 8 9 25 22 20
24mg/ml 9 8 20 20 11
12mg/ml 11 14 10 12 10
6mg/ml 11 16 12 10 /
3mg/ml 13 16 14 15 /

Selon letableauV 1, lesrésultats montrent que | e diametre de zone de croissance de C. albicans
obtenu pour la pommade est de 8 mm pour la concentration 48mg/ml, 9mm pour la
concentration 24mg/ml, 11 mm pour les dux concentration 12 et 6mg/ml, et 13 mm pour la
concentration 3 mg/ml. Suggérant que |I’augmentation de la concentration est inversement
proportionnelle aux diamétres de zone de croissance, soulignant ainsi gue la pommade a une
activité sur C. albicans (figure 10).

Figure 13 : Photographies des zones de croissance de C. albicansinduites par lapommade de différentes
concentrations (48,24,12,6,3 mg/ml) apres incubation de 48h.

Alors que, les resultats obtenus pour I’ excipient est de 9 mm pour la concentration 48mg/mil,
8mm pour 24mg/ml, 14 mm pour 12 mg/ml, et de 16 mm pour la concentration 6 et 3 mg/ml.

L’excipient montre également que |’augmentation de la concentration est inversement
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proportionnelle aux diametres de zone de croissance, ces résultats soulignent que notre

excipient possede une activité sur C. albicans (figure 11).

Figure 14 : Photographies des zones de croissance de C. albicansinduites par I excipient de différentes

concentrations (48,24,12,6,3 mg/ml) aprés incubation de 48h.

Concernant la cire d abeille les résultats obtenus sont de 25 mm pour la concentration 48 mg/ml, 20
mm pour 24 mg /ml, 10 mm pour 12 mg/ml, 12 mm pour 6 mg/ml, et de 14 mm pour la concentration
de 3 mg/ml. D’aprés ces résultats on Suggere que |I’augmentation de la concentration est
proportionnelle aux diamétres de zone de croissance, déduisant ainsi que les concentrations 3
et 6 mg/ml delacire d abeille aune activité sur C. albicans (Figurel2)

Figure 15 : Photographies des zones de croissance de C. albicans induites par la cire d' abeille de

différentes concentrations (48,24,12,6,3 mg/ml) aprés incubation de 48h.

Encore pour I huile d oléastre les résultats montrent des zones de croissance de la souche C. albicans
de 22 mm a la concentration 48 mg/ml, 20 mm pour 24 mg/ml, 12 mm pour 12 mg/ml, 10 mm pour

6mg/ml et 15 mm pour mg/ml.
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Cesrésultats montrent que I’ augmentation de la concentration de |’ huile essentielle est proportionnelle
aux diamétres de zone de croissance. On déduire que I’ huile d’ ol éastre aun effet sur C. albicans (Figure
13).

Figure 16 : Photographies des zones de croissance de C. albicans induite par I'huile d' oléastre de
différentes concentrations (48,24,12,6,3 mg/ml) aprés incubation de 48h.

Selon le tableau VI, les résultats montrent que le diametre de zone de croissance de C. albicans
obtenu pour I’ huile essentielle est de 20 mm pour la concentration 48 mg/ml, 11 mm pour 24
mg/ml, et de 10 mm pour la concentration 12 mg/ml. Suggérant que |I’augmentation de la
concentration est proportionnelle aux diamétres de zone de croissance, soulignant ainsi que

aussi | huile essentielle a une activité sur C. albicans (Figurel4).

Figure 17 : Photographies des zones de croissance de C. albicans induite par I’huile essentielle de

différentes concentration (48,24,12 mg/ml) aprés incubation de 48h.
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e Méthode de micro-dilution

Cet a étérealise afin de mieux définir I’ activité inhibitrice de la croissance bactérienne
induite par |’ extraite éhanolique, agueux, |’ antifongique « Fluconazole » et |’ acide caféique.

Selon I’ observation al’ ceil nu, laformation des dépdts a été observée, montrant la croissance
de C. albicans et cela au niveau de la colonne 12 (témoins positif) et au niveau des colonnes

testées pour Ac et EE, apres48H |e volume de dépbts augmente par contre pour I’ Eag le volume

des déplts reste le méme (Figure 15).

Figure 18 : photographies des microplagues de la micro-dilution de I’ antifongique « fluconazole »,

extrait éthanolique, infusion et |’ acide café que aprés incubation 24h et aprés 48h.

Des pourcentages de croissance et d’inhibitions de C. albicans en fonction de différentes

concentrations des substances testées a savoir |’ extrait éthanolique, I’ extrait agueux, |’ acide
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caféique et le fluconazole, ont été calculés, apres 24 et 48h heures d’incubation. Et une analyse
statistique a été faite avec Graph pad version 06 « ANOVA », (figurel6 17 18 et 19).

D’ apres les résultats obtenus, apres 24h d'incubation, I’ effet de I’ extrait éhanolique des
bourgeons de Populus nigra aux concentrations (0,02/ 0,04/ 0,08/ 0,16/ 0,31/ 0,63/ 125/ 2,55
mg/ml) s’est révélé (P> 0,05) par apport au témoin positif, alors que la concentration (10
mg/ml) a exhibé une différence trés hautement significative (P< 0,001). Déduisant que la

concentration 10 mg/ml possede un effet sur la croissance de C. albicans.

L’ effet del’ extrait aqueux de bourgeons de Populus nigra aux concentrations (0,08/ 0,16/ 0,31/
0,63 mg/ml) s'est révélé significatif (P< 0,05) par apport au témoin positif par contre les
concentrations (0,02/ 0,04/ 1,25/ 2,5/ 5/ 10 mg/ml) sont non significatifs (P> 0,05). Déduisant

gue I’ Eaq de notre plante possede un effet sur la croissance de C. albicans.

Par ailleurs, | effet de standard, acide caféique, a une concentration de 12,5 pg/ml, a donné
une variation significative mais aux concentrations de 25 et 50 pg/ml, cette différence s est
révél ée tres hautement significative aors que pour les autres concentrations (0,08/ 0,20/ 0,39/
0,78/ 1,56/ 3,13/ 6,25 pug/ml) aucune différence statistiquement significative (P< 0,05), par

rapport au témoin positif N’ a été notée.

Concernent I’ effet de I’ antifongique « fluconazol e » testé aux concentrationsde 8 ; 16 ; 32/ ;
et 64 pg/ml, une tres haute différence significative (P< 0,001), a été notée statistiquement, par
rapport au témoin positif. Par contre pour les autres concentrations (0,125/ 0,25/ 0,5/ 1/ 2/ 4
pg/ml) les pourcentages de croissance s’est révélé non significatif (P> 0,05) par rapport au
témoin positif. Suggérant que |’augmentation des concentrations des standards, I'acide
caféique, et I’antifongique « fluconazole » induit un meilleur effet sur la croissance de C.
albicans. Retenant de ce fait, que les deux standards ont une activité sur la souche pathogene

C. albicans.
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Par ailleurs, aprés 48h d'incubation, I’ extrait éthanoligue des bourgeons de Populus nigra
testé aux concentrations croissantes (01,25/ 0,25/ 0,5/ 1/ 2/ 4/ 8/ 16/ 32¢et 64 pg/ml) aenregistré
des pourcentages de croissance non significatifs (P > 0,05) par rapport au témoin positif. Ce qui
indique clairement que notre extrait de notre plante n’a aucun effet sur la croissance de C.

albicans apres 48 heures.

Alors que I’ effet antifongique de I’ extrait agueux a de faibles concentrations (0,02 et 0,04
pg/ml) a noté des taux de croissance avec une différence significative. Et hautement
significative ades concentrations de 0,16 et 0,31ug/ml, sans aucune variation significative pour
les autres concentrations (0,08/ 0,63/ 1,25/ 2,5/ 5/ 10 pg/ml) (P > 0,05) comparativement au
témoin positif.

Concernant |’ effet de I’acide caféique sur la croissance, il reste le méme aprés 48h. Aux
concentrations faibles croissantes (0,08/ 0,20/ 0,39/ 0,78/ 1,56/ 3,13/ 6,25/ 1,25/ 25 pug/ml) la
croissance s’est révélée non significative (P > 0,05) par rapport au témoin positif, alors que la
concentration 50 pg/ml a induit un taux de croissance tres hautement significatif. Déduisant
gue le standard Ac a une concentration de 50ug/ ml, possede une activité sur la croissance de

C. albicans.

Pour |’ effet de fluconazole sur C. albicans, aux concentrations faibles (0,125/ 0,25/ 0,5/ 1/ 2
pg/ml), les résultats montrent absence de croissance exhibée par une variation de non
significative (P > 0,05) par rapport au témoin positif. A partir de la concentration 4 pg/ml la
croissance se lance avec une différence significative pour atteindre des taux de croissance
hautement significatifs (P < 0,01) comparativement au témoin positif a des concentrations plus
élevées (8/ 16/ 32/ 64 pg/ml) Cerésultat démontre quel’ antifongique aun effet sur la croissance
deC. albicans.
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[11.2. Discussion

Dans |’ optique de valider I’ utilisation des bourgeons de Peuplier noir dans la médecine
traditionnélle, I’ effet antifongique a été testé.

La préparation des extraits de plantes médicinales est une étape tres importante et cruciale,
certaines plantes peuvent étre cueillies toute I'année, mais la plupart doivent étre récoltées aun
moment précis de leur croissance afin de conserver |’ efficacité des principes actifs, pour étre
utilisées immédiatement ou conservées (Gurib-Fakim, 2006), et pour les bourgeons de
Populus nigra, ils ont été récoltés en mois de Mars avant de fleurissons ou leurs métabolites

secondaires soient actifs.

Le séchage des bourgeons de Populus nigra a été effectué juste aprés la récolte, il permet de
réduire lateneur en eau afin de limiter les dégéts dus aux enzymes et autres agents biologiques
tels que les moisissures et lesmicrobes. |1 doit étre rapide et dans un endroit bien aéré et al’ abri
de lalumiére (Berton, 2001). Aprés, la matiere séchée peut étre conservée pendant 1 a5 ans
dans de bonnes conditions. Au-dela de cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et
I”action thérapeutique disparait. C’est pourquoi il faudra assurer le stock des plantes dans de

bonnes conditions (Berton, 2001).

Par |a suite, une étape trés importante a é&é entreprise, il s agit de |’ extraction des composés
phénoliques a partir de la poudre des bourgeons de Populus nigra. Le solvant d’ extraction est
le paramétre qui conditionne le type d’ ééments qui vont étre extraits. Si le solvant est polaire,
seuls les @ éments hydrophiles comme : les sels minéraux, les composés ioniques, |es composés
organiques polaires et |es polyphénols vont sextraire. A I'inverse, s'il est apolaire, le solvant
vaextraire les é éments hydrophobes (M our e et al., 2000).

Pour cela, nous avons opté pour deux extractions a partir de la poudre des bourgeons de
Populus nigra : une extraction hydro-éthanolique et uneinfusion. Lapoudre était d’ un diamétre
inférieur ou égale a 64 um, afin d augmenter la surface de contact entre la poudre et e solvant

permettant ainsi une meilleure libération des principes actifs.

La différence entre les deux solvants réside dans le degré de polarité. L’ eau est tres polaire,
elle permet I’ attraction des composeés polaires, tandis que |’ extraction hydro-éthanolique permet
avec une trés grande efficacité de mettre en solution les éléments plus ou moins hydrophobes
tels que les tanins, les flavonoides, les composés phénoliques, |es huiles essentielles...etc. Cela
est di au caractere chimique de I’ é&hanol qui est un solvant polaire ayant une partie apolaire.

Lefait d’ gjouter une quantité d’ eau vaaugmenter lapolarité du solvant et permettre |’ extraction
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des minéraux de la plante, les sels et la plupart des vitamines hydrophiles mais aussi les

composés phénoliques de polarité moyenne (Moure et al., 2000).

Le rendement obtenu est meilleur avec |’ extraction hydro-éthanolique (EE 17,544%) que
celui de la méthode de I'infusion (Eaq 0,7%). Cela peut étre expliqué par les propriétés du
solvant utilisé notamment le degré de polarité, la composition et la structure chimique des
composes extraits, larichesse des bourgeons en composes polaires (Naczk et Shahidi., 2004),
Suggérant également que les bourgeons de Populus nigra ont plus riches en composés

hydrophobes plutét gu’ en composés hydrophiles.

L’ activité antifongique a été évaluée par plusieurs tests. Le test des extraits (éthanolique et
agueux) n’a montré aucun effet antifongique sur la souche C. albicans, cela peut étre expliqué
d’'une part, par le probleme de diffusion des extraits sur disque, d autre part par la non
concentration des composés hioactifs responsables de cet effet dans les extraits testés.

Par contre les standards (acide caféique et Fluconazole), ont montré un effet antifongique sur

cette souche, avec des zones d’inhibition avec un diamétre significatif (11-28 mm).

Le Fluconazole, est I'antifongique le plus couramment prescrit utiliser pour la plupart des
infections a C. albicans, un membre de la classe des antifongiques azolés (Pfaller et al., 2010),
connu pour son effet inhibiteur de la synthése de |’ ergostérol et les échinocandines inhibent la
synthése des 1-3-béta-glucanes de la paroi cellulaire (Oxaman 2010). Mettant le point sur, le
fait que I'antifongique a un effet fongistatique sur cette souche qui est une souche
multirésistante. En effet de nombreuses études ont documenté la capacité de Candida a
développer une résistance de haut niveau aux antifongiques azolés (Oxaman 2010), les
infections causées par C. albicans sont associées a des niveaux variables de résistance au

fluconazole selon le type d'infection, déduisant qu’apres 48h la souche C. albicans repousse.

Afin de pousser I’ évaluation de I’ activité antifongique, une forme pharmacol ogique qui est la
pommade et son excipient, ont été testés par une méthode des spots. La pommade préparée est
constituée de I’excipient et |’extrait éthanolique, cet excipient contient de la cire d’ abelille,
utilisé pour solidifier et cristaliser le mélange, d' huiles (essentielle, oléastre) rajoutées pour

homogeneése le mélange et donner I’ odorat ala pommade.

Chagque compose testé a montré un résultat déférent, avec un effet plus remarquable exhibé
par la pommade qui a donné plus d’ effet par apport a son excipient, ce résultat peut expliquer

par la présence de I’ extrait des bourgeons de Populus nigra dans la pommade et non pas dans
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I’ excipient, signifiant que notre extrait é&hanolique a un effet antifongique sur cette souche C.

albicans.

Pour " huile essentielle a faible concentration, €lle inhibe la croissance de cette souche, ces
résultats sont comparables a ceux de plusieurs rapportés dans lalittérature (Uribe et al. ; 1985
; da Silvaet al., 2008 ; Cleff et al. 2013).

Uribe et al. (1985) qui ont annonce que les faibles concentrations en huile essentielle ont un
effet inhibiteur pour la croissance des souches fongiques. De méme, Une récente réalisée par
Cleff et al. (2013) a démontré un puissant effet inhibiteur de croissance de Candida spp par les

huiles (thymole et carvacrole) extraites a partir d' Origanum vulgare.

De nombreuses huiles essentielles ont été testées pour leur activité antimycosique in vitro et
certains se sont avérées des agents antifongiques potentiel's. Leurs mécanismes d'action ont été
décrits principalement sur la membrane cellulaire fongique, perturbant sa structure en
provoquant des fuites et lamort cellulaire; mais aussi en bloquant la synthése membranaire;
I"inhibition de la germination des spores, la prolifération fongique et la respiration cellulaire
et celaen raison de leur haute volatilité et leur caractére lipophile, qui leur conférent la facilité
d’ attachement et de pénétration danslamembrane cellulaire pour exercer leur effet antifongique
(da Silva et al., 2008).

Laméthode de micro-dilution appliquée dans cette éude, est une méthode plus simple et plus
économique que la méthode de macro-dilution au bouillon. Elle est maintenant considérée
comme la méthode internationale de test de sensibilité de référence (Schwalbe et al., 2007).
Cette technique repose sur |’ utilisation d’un émulsifiant ou un solvant dans le milieu d'essai
pour assurer |e contact entre les microorganismes d'essai et |'agent pour ladurée de I'expérience.
Les agents les plus utilisés sont le tween 80. Aprés 24-48h d'incubation, la mesure de la
turbidité peut étre déterminée visuellement, ou par spectrophotomeétrie (Wilkinson, 2006 ;
Elshikh et al.,2016).

Ce test consiste a évaluer la CMI (concentration minimale inhibitrice) pour calculer les
pourcentages de croissance et d inhibition des substances testées (EE, Eag, Ac, Fluco) sur la

souche C. albicans.

Apres |’ analyse statistique des résultats obtenus (figure n°16,17,18,19), les standards testés a
savoir |’ acide caféique et |’ antifongique (Fluco) ont donné des meilleurs résultats par apport
aux extraits (EE, Eaq) apres 24h et 48h d'incubation. Ces deux standards (Ac et Fluco) ont
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inhibé la croissance de C. albicans a des grandes concentrations, soulignant un effet
antifongique sur cette souche aprés 24h et 48h. Pour |I'Ac une diminution de son effet
antifongique a été notées apres 48h expliqué par |’ effet fongistatique de se standard et par la

multirésistante de cette souche.

Par ailleurs, les résultats obtenus pour les deux extraits testés (EE, Eag) ont montré que I’ EE
a donné une inhibition de croissance de cette souche a des concentrations éevées apres 24h
sans aucun effet inhibiteur aprés 48h, cela peut étre expliqué par la résistance de cette souche
et par I’ effet fongistatique de |’ extrait I EE des bourgeons de Populus nigra. Par contre, |’ extrait
Eag des bourgeons de Populus nigra, a exhibé les meilleurs résultats par rapport al’ extrait EE
aprés 24h et 48h. Il a induit une inhibition de croissance de cette souche a de faibles
concentrations (0,02 ;0,04,0,08 ;0,16 ;0,31 ;0,63 mg/ml), cette différence de résultats exhibée
par nos extraits est peut-étre due au facteur de polarité et la nature des composeés de I’ Eaq qui
diffusent plus que ceux de I’ extrait ' EE, déduisant que I’ extrait agueux a un effet antifongique
contre lasouche C. albicans.

Il est connu que cette plante est tres riche en composés phénoliques, les études menées par
plusieurs groupes de chercheurs (Dudonné et al.,2010 ; Debbache et al.,2013 ; Kis, 2020),
ont montré que Populus nigra précisement les bourgeons ont une grande variété de composes
phénoliques tels que les acides phénoliques (acide caféique, acide férulique et leurs dérivés
...€tc.), les phénylpropanoides les flavonoides ((flavones : apigénole et crysine), flavanones ,
pinocembrine et pinostrombine)) mais aussi des terpénoides (monoet sesquiterpénoides) ..etc.,
qui sont probablement, responsables de cet effet antifongique noté le long de cette étude.

De multiples études bibliographiques et expérimentales in vitro et in vivo se sont focalisées,
ces dernieres années, sur l'intérét des thérapies aternatives par |'utilisation des extraits de
plantes riches en polyphénols, dans la thérapie antifongique. Ainsi les études relation entre
activité antifongique — structure activité des composés phénoliques ont été rapportées afin de
mieux comprendre les mécanismes d’ action antifongique des substances bioactives (Teodoro
et al., 2015; Sun et al., 2017 ; Simonetti et al., 2020).

En effet, L’ acide caféique et ses dérivés ont été révél és comme de pui ssants agents fongicides
contre C. albicans, soit isolés (Teodoro et al., 2015 ; Simonetti et al.,2020) soit en association
avec le fluconazole (Sardi et al., 2016 ; Sun et al., 2017). (Simonetti et al. 2020) ont signalé
gue |'acide caféque inhibe I'enzyme isocitrate lyase qui est I'une des enzymes clés du cycle du

glyoxylate considérée comme un facteur de virulence important pour C. albicans. Ils ont aussi
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rapporté que I'gjout de 2 a 8 atomes de carbone dans la molécule d'acide caféique induit
I augmentation de son activité anti-Candida. Aussi, parmi les composés synthétisés, le carbone
C3 amontré une meilleure activité par rapport avec d'autres dérivés de I'acide caféique (C4 et
C6), montrant a de faibles concentrations une activité fongicides contre la plupart des souches.
D’ autre part, le dérivé méthylé de I’ acide caféque isolé de la plante Solanum torvum a montré
une activité antifongique contre C. albicans et Aspergillus flavus. Simonetti et ses
collaborateurs dans une autre étude ont démontré une corrélation significative entre I’ activité
anti-Candida et la teneur en flavan-3-ols, avec un degré de polymérisation 4. Certains auteurs
ont rapporté le mécanisme de I'activité antifongique des stilbenes, tels que le ptérostilbéne et
resvératrol. L'activité du ptérostilbéne était liée ala régulation négative de la voie Ras’AMPc
et la biosynthése de I'ergostérol chez C. albicans (Simonetti et al., 2020).

Aussi, il aété déemontré que le resvératrol est un inducteur de |'apoptose chez |e champignon
pathogéne humain C. albicans en activant la métacaspase et en favorisant la libération du
cytochrome c. Par ailleurs, d autres auteurs ont rapporté |'activité antimicrobienne de
épigallocathéchine-3-gallate (EGCG). Et celapar divers mécanismes antifongiques a savoir, la
réduction de la biosynthése de I’ ergostérol qui est corrélée al’inhibition des voies du folate et
I'inhibition de la biosynthése de I'ergostérol. Ce dernier est, la cible des deux acides galliques
et quercitrine. En particulier, l'acide galique qui réduit l'activité du stérol 14 -
démeéthylasseP450 (CY P51) et la squal ene époxydase chez C. albicans, alors que la quercétine
réduisait I’ expression de 'ERG6 chez T. rubrum. Aussi, latrans-chalcones et la quercétine ont
pu baisser |'expression du gene de la synthase des acides gras et réduire la teneur en ergostérol
chez le dermatophyte pathogene humain.

Les pro anthocyanidines se sont avérées capables de réduire les propriétés d'adhérence de C.
albicans en atténuant la réponse inflammatoire, interférant avec I'activation de NF-B p65 et |a
phosphorylation de kinases intracellulaires (Simonetti et al., 2020).

L’ ensembl e des résultats obtenus peuvent étre justifiés par larichesse des extraits de Populus
nigra en composés phénoliques qui chague éément exerce un effet antifongique seul en
synergie avec d’ autres composés via des mécanismes d’ action antifongiques contre la souche
étudié C. albicans. Appuyant de ce fait les rapports de Dudonné et al. (2010) ; Debbache et
al. (2013) ; Debbache et al. (2018) ; Kis (2020), qui ont suggéré que la plupart des activités
biologiques et pharmacologiques des bourgeons de Populus nigra L, notamment |’ activité
antifongique sont en relation avec cette diversité et richesse en métabolites secondaires.

37



38

Résultats et discussion
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Conclusion et per spectives

L es plantes médicinal es restent toujours la source fiabl e des principes actifs connus pour leur
propriété thérapeutique. Dans le but d’ évaluer I’ activité antifongique (Candida albicans) des
extraits d’ une plante, nous avons sélectionné les bourgeons de Peuplier noir (Populus Nigra),
une plante médicinale locale largement utilisée dans la médecine traditionnelle.

Les résultats de la méthode de diffusion sur gélose qui consiste a tester les deux extraits
éthanolique et aqueux, I'antifongique « fluconazole » et un standard « acide caféique » ont
révélé que ce dernier est le seul qui adonné un effet sur C. albicans alors que |’ antifongique a
montré un effet fongistatique suggérant que la prolifération de C. albicans est inhibée mais

N’ est pas tuées annoncant de ce fait que notre souche est multirésistante.

Par lasuite, afin de mieux évaluer |’ effet antifongique par |es bourgeons de Populus nigra, la
méthode des spots a éte utilisée sur une forme pharmacol ogique « pommade » compose d’ un
excipient (huile essentielle, huile d’oléastre, cire d’'abeille) et de I’extrait éhanolique. Les
résultats ont montré que la pommade a base de I’ extrait éthanolique des bourgeons de Populus
nigra qui adonné un meilleur effet sur C. albicans.

Enfin la méthode de micro-dilution sur microplaque a été réalisée afin de mieux définir
I’ activité inhibitrice de la croissance bactérienne induite par I’ extraite éthanolique et aqueux,
par I’ antifongique « fluconazole » et par |’ acide caféique. Le fluconazole s’ est marqué par une

meilleure activité inhibitrice sur C. albicans.

L’ ensemble de ces résultats obtenus n’est qu’une étape préliminaire dans la recherche de
substances d’ origine naturelle biologiquement actives. D’ autres études sont souhaitables, pour
obtenir une vue plus approfondie sur les activités antifongiques des extraits de cette plante. Et
cela par des études complémentaires approfondies a travers, un isolement, une identification
suivie d’'une caractérisation fine des composés bioactives responsables de cet effet, en vue
d établir une relation structure-activité et cerner lesinteractions moléculaires des extraits testés
de notre plante envers leur cible C. albicans. Par la suite, tester I'effet de ces molécules
bioactives isolées seules en en association avec d’ autres agents antifongiques afin d'améiorer
I'efficacité, la puissance, la sécurité, la tolérance et de réduire les colts de production des
antifongiques et les effets secondaires, par conséquent remédier aux problemes du

dével oppement d'une résistance et une durée de traitement potentiellement plus courte.
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Il serait intéressant de tester, aussi, d’autres méthodes d’ évaluation antifongique comme la
méthode de micro-dilution sur microplague avec la résazurine, afin de mesurer la viabilité
cellulaire.

Etablir d’'autres formules pharmacologiques a base des extraits de notre plante et tester leur
activité antifongique par diverses méthodes sur cette souche ou bien d’ autres souches... etc.
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Résumé

Les extraits des plantes médicinales sont des substances naturelles ayant une activité intéressante, envers
les microorganismes responsables de différentes infections. C’est dans ce contexte, nous nous sommes
intéressés, dans cette étude, a évaluer Iactivité antifongique de 1’extraits éthanolique (EE) et aqueux
(Eaq) préparés a partir des bourgeons de Populus nigra envers une souche pathogéne humain

candida albicans.

L’évaluation du pouvoir antifongique de I’EE et Eaq par la méthode de diffusion dans un milieu
solide a montré que les deux extraits n’ont aucune activité sur notre souche par cette méthode.
Comparativement a 1’antifongique, fluconazole, qui a noté un effet fongistatique sur C.
Albicans. Par ailleurs, I’acide caféique (Ac) s’est révélé la seule substance qui a donné une
activité sur notre souche par cette méthode de diffusion sur disque. Aussi, par la méthode des
Spots, la pommade préparée a base d’un excipient et I’EE a montré une activité antifongique
sur C. albicans. Alors que notre extrait éthanolique testé par la méthode micro-dilution montre
un effet moins comparativement aux substances testées (I’Eaq, Ac et fluconazole) qui ont

marqué une meilleure activité inhibitrice sur C. albicans.

Mots clé : C. albicans, Populus nigra, activité antifongique,
Abstract

Extracts of medicinal plants are natural substances with interesting activity towards
microorganisms responsible for different infections. In this context, we were interested in this
study to evaluate the antifungal activity of ethanolic (EE) and aqueous (Eaq) extracts prepared

from Populus nigra buds towards a human pathogenic strain candida albicans.

The evaluation of the antifungal power of EE and Eaq by the diffusion method in a solid
medium showed that both extracts have no activity on our strain by this method. Compared to
the antifungal agent, fluconazole, which showed a fungistatic effect on C. albicans. On the other
hand, caffeic acid (Ac) was found to be the only substance that gave activity on our strain by
this disc diffusion method. Also, by spot method, the ointment prepared on the basis of
excipient and EA showed antifungal activity on C. albicans. While our ethanolic extract tested
by micro-dilution method shows less effect compared to the tested substances (Eaq, Ac and

fluconazole) which marked better inhibitory activity on C. albicans.

Key words: C. albicans, Populus nigra, antifungal activity.



