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INTRODUCTION




Introduction

Depuis trés longtemps, ’Homme s’est trouvé relativement désarmé devant les maladies
causees par les champignons, parmi lesquelles on trouve la candidose causee par les levures
de genre Candida plus fréqguemment. Elles peuvent étre de localisations superficielles ou
toucher certains organes et tissus plus profonds et deviennent d’une forme invasive. Ces
infections touchent prés d’un milliard de personnes dans le monde et elles sont caractérisées
par une mortalité attribuable de I’ordre de 40% (Gudlaugsson et al., 2003, Tortorano et al.,
2004, Pagano et al., 2006).

Les infections fongiques invasives touchent plus particulierement les patients dont la prise
en charge est déja lourde et exposes a certains facteurs de risque, également des populations
fragilisées par leurs pathologies sous-jacentes, tels que les prématurés, les grands brulés, les
patients polytraumatisés ou les patients admis dans les unités de réanimation

médicales/chirurgicales (Kauffman, 2006).

En raison de la difficulté de diagnostic et la forte résistance de Candida sp. face aux
antibiotiques synthétiques, les chercheurs se dirigent vers un reméde naturel, on effectue des
études sur I’exploration des ressources naturelles, notamment les plantes médicinales qui
apparaissent comme une piste prometteuse, car elles constituent une grande réserve de
substances actives, elles sont facilement accessibles et largement utilisées dans la médecine
traditionnelle contre différentes pathologies difficiles a traiter par les médicaments
disponibles sur le marché (Hajji, 2016).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée dont fait partie les especes de
genre Centaurea. De nombreuses espéces de ce genre sont utilisées en médecine traditionnelle
et ont montré plusieurs activités biologiques, tels que: anti-inflammatoire, diurétique,
antipyretique, cytotoxique et antimirobiennes. Ces diverses activités pourraient étre dues aux
nombreux composés d'intérét biologique qu’elles contiennent, tels que les flavonoides et les

lactones sesquiterpéniques (Arif et al., 2004 ; Toribio et al., 2004).

La valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne nous a conduits a s’intéresser
a Dactivité antimicrobienne de Centaurea calcitrapa. Dans ce contexte s’inscrit le présent
travail dont le but principal est de rechercher une probable activité antifongique des extraits

des feuilles de Centaurea calcitrapa sur la souche fongique Candida albicans.
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Introduction

Notre présent manuscrit est divisé en trois parties :

Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique regroupant des généralités
sur ’espéce Vvégétale et ses caractéristiques. De plus, nous présentons un apercu sur les
antifongiques, leur mode d’action et les types de résistance contre les antifongiques et enfin,

nous décrivons les principales caractéristiques de I’espece fongique, C. albicans.

Le deuxiéme chapitre est dédié a la présentation du matériel et des protocoles
expérimentaux réalisés par des chercheurs pour ’extraction, la recherche de leurs activités

antifongiques vis-a-vis du germe fongique C. albicans.

Le dernier chapitre illustre les résultats obtenus et leurs discussions, ce manuscrit se
termine par une conclusion générale résumant les principaux acquis de ce travail et enfin,

souligner quelques perspectives a cette étude.
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Chapitre | Synthese bibliographique

1.1 Généralités sur Centaurea calcitrapa

1.1.1 Famille des Astéracées

La famille des Astéracées ou ce qu’on appelle composées (connue sous le nom de famille
des asters, des marguerites ou des tournesols) (Rahman, 2013) est parmi les familles
botaniques les plus vastes sur terre en terme de nombre d’espéces avec environ 1600 genres et

25000 especes répandus a travers le monde entier (Nikoli¢ et Stevovi¢, 2015).

Le nom «Asteraceae», est dérivé du genre type Aster ; qui est un mot grec signifiant étoile,
en relation avec la forme de la fleur, tandis que «Compositae», un nom plus ancien mais
toujours valide et qui  se réfere a l'inflorescence caractéristique (Rahman, 2013), qui se
traduit en forme de téte, capitulum, qui ressemble a une grande fleur unique, souvent cette
inflorescence se compose de dizaines a centaines de fleurs individuelles qui sont spécialisées
dans la structure et la fonction (Tahtiharju et al., 2012). Elle est considérée comme une
famille monophylétique ; il y a une énorme quantité de variabilité entre les membres au sein
de la famille, ou ils peuvent varier d’herbes annuelles et vivaces a arbustes ou méme arbres et
ils poussent dans presque tous les types d’habitat, quel que soit le climat (Benamara-
Bellagha, 2015).

1.1.2 Présentation du genre Centaurea

Les especes appartenant a ce genre se caractérisent par une morphologie florale ou leurs
fleurs s’entourent d’un involucre, ce dernier constitué¢ de petites bractées qui se chevauchent
comme des bardeaux mais par contre, il y a certaines espéces caractérisées par des bractées
frangées ou légerement poilues, tandis que d’autres sont entieres. Leurs couleurs varient entre
le rose, le violet et le pourpre. Le réceptacle est tapissé d’une soie abondante. Les antheres
sont soudées a la base ; le style est une branche courte, avec des glands a feuilles persistantes
ou bien caduques. Ce genre est assez proche des chardons, mais s’en distingue par des feuilles

polymorphes alternes non épineuses (Khammar et Djeddi, 2012).

Le genre botanique Centaurea fait partie de I’un des genres les plus importants de la
famille Astéraceae (Zengin et al.,, 2016) ; il inclut 800 espéces qui se répartissent
principalement dans les régions méditerranéennes, et I'Asie du Sud-Ouest et surtout elle

possede le taux le plus élevé d’endémicité qui se trouve en Turquie (Aydin et al., 2013).
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Chapitre | Synthese bibliographique

1.1.3 Preésentation de I’espéce Centaurea calcitrapa

Une cinquantaine d’espéces du genre Centaurea poussent en Algérie, parmi lesquelles on
trouve Centaurea calcitrapa, connue aussi sous le nom de BouNeggar. (Kitouni et al.,
2015). Le nom scientifique calcitrapa vient du mot « catrop », qui est une arme ancienne
munie des pointes saillantes et qui a été utilisée contre les guerriers pour leur barrer le
passage (Roche et Roche, 1998). C’est une plante qui agit parfois comme annuelle a vivace
de courte durée (Figure 01), ses fleurs sont entourées par des épines longues et pointues qui
lui permettent de se protéger. Les plantes matures ont une hauteur de 0,2 a 1,2m (Pitcairn et
al., 2002). Elles ont une racine pivotante robuste qui est rigidement ramifiée avec des tiges
dressées, et les feuilles sont pourvues de poils fins. Les feuilles inferieures sont profondément
devisées en segments oblongs et linéaires, tandis que les feuilles supérieures sont étroites et
non devisées et s’effilent a I’extrémité. Elles forment des rosettes dans leur premiére saison de
croissance avec des feuilles pennées et lobées qui ont des poils gris sur leur surface. Par
contre, celles qui vieillissent ont des cercles d’épines au centre. Cette plante produit de
nombreux capitons. Les bractées du capitule sont terminées par une épine rigide de couleur
paille, d'environ 1,5 cm de long. Les fruits de cette souche violette (akeéne) sont d’environ 1/8
de pouce de long et n’ont pas de soies, ils sont de couleur paille et tachetée de brun foncé

(Roche et Roche, 1998).

Figure 01 : Photographies originales de C. Calcitrapa.
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Chapitre | Synthese bibliographique

I.1.4 Classification de Centaurea calcitrapa
Selon Quezel et Santa (1963), la classification de Centaurea Calcitrapa est la suivante :

e Regne : Plante

e Embranchement : Angiospérmes
e Classe : Dictotylédpnes

e Ordre : Asterale

e Famille : Astéracées

e Sous-famille : Tubiflores

e Tribu: Cynarées

e Genre : Centaurea

e Espeéce : Centaurea calcitrapa

1.1.5 Utilisation de la plante
1.1.5.1 Médecines anciennes

La santé a toujours eu une grande importance pour tous les étres vivants, c'est la base de
notre existence. En effet, l'utilisation de plantes pour le traitement, était connue chez les
animaux qui les utilisent naturellement dans leur alimentation, ainsi pour I'Homme primitif,

de la est née la médecine traditionnelle.

La relation humaine avec les plantes est une relation ancienne, et son usage médicinal est
lié aux cultures et aux croyances religieuses des peuples. De ce fait, on leur attribuait des
pouvoirs surnaturels, ou ils étaient habitués a les utiliser dans la magie pour exorciser le mal

qui est la maladie selon leur croyance (Vinel et al., 1976).

Avec l'évolution de I'Homme, les modes d'emploi des plantes médicinales dans les
diverses civilisations anciennes ont également été développés. La médecine chinoise ancienne
se base sur la phytothérapie qui est fondée sur des lois universelles et sur une perception
intime de la nature humaine (Triadou et al., 2011). Egalement dans les civilisations connues
pour leur riche contribution aux connaissances scientifiques dans le domaine de la médecine
du monde antique, la médecine grecque, romaine et arabe ont ensuite développé leur propre
recherche, observations chimiques et expérimentations, dans les domaines de la médecine et
de la pharmacie (Zgheib, 2020). En fait, la phytothérapie reste un fruit d’une longue
coopération transfrontaliere sur notre terre plancte, et jusqu’a aujourd’hui, les plantes sont

encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
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Chapitre | Synthese bibliographique

1.1.5.2 Usage traditionnel de Centaurea calcitrapa

En raison de la grande diversité des plantes médicinales et de leur usage dans divers
domaines médicaux, elles ont une importance sublime dans la vie quotidienne des algériens,
et parmi les plantes médicinales connues en Algérie, on trouve le genre de Centaurea qui est
largement réparti dans des régions différentes, et qui se caractérise par sa capacité a s’adapter
a des endroits différents (Bloued, 1998; Baba Aissa, 1999).

Les especes du genre Centaurea possédent plusieurs vertus thérapeutiques et ont montré
des activités stimulantes, antipyrétiques, dimétiques, cholérétiques, anti-inflammatoires, et
antibactériens (Arif et al., 2004).

L’espéce Centaurea calcitrapa, qui a fait objet de plusieurs études actuelles, est utilisée
dans l'alimentation, soit comme matiére premiere, soit sous forme transformée, en médecine
populaire pour le traitement de diverses maladies (Dimki¢ et al., 2020). En Afrique du nord,
la plante entiére est amere-astringente, antifébrile et stomacale. Dans la flore algérienne,
Centaurea calcitrapa est connue sous le nom de ‘hassak’ et ‘bounaggar’ et est utilisée pour la
fievre intermittente et les maladies oculaires. De plus, les racines et les fruits sont diurétiques

et les graines sont utilisées pour les calculs rénaux (Reda et al., 2021).

Par ailleurs, dans le sud de I'ltalie (région des vautours), les jeunes pousses et les feuilles
de C. calcitrapa sont consommeées fraiche dans les salades et bouillies avec d'autres plantes
herbacées non cultivées. Traditionnellement en Italie, Centaurea calcitrapa était utilisée pour
traiter les yeux, les fievres communes, la jaunisse, les troubles digestifs et les problemes
dermatologiques (Senator et al., 2006 ; Dimki¢ et al., 2020).

En Syrie, les graines et les racines de C. calcitrapa sont utilisées comme stimulateur
d'appétit et pour la diarrhée. Dans la médecine traditionnelle turque, ses fleurs sont employées
dans le traitement de la fievre, alors que les racines et les fruits ont un pouvoir diurétique, et
I'infusion du végétal entier est utilisée comme laxatif et apéritif (Seghiri, 2007 ; Reda et al.,
2021). Ces vertus naturelles de C. calcitrapa médicalement bénéfiques et dépourvues des
effets secondaires avérées, sont probablement dues a sa richesse en composants biochimiques

actifs.
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Chapitre | Synthese bibliographique

1.1.6 Métabolites secondaires des plantes

Les plantes, une véritable usine chimique, produisent un grand nombre de composés
chimiques qui jouent des roles différents pour la plante ; en défenses, protections, les
interactions biologiques avec leurs environnements. Ces composés phyto-chimiques ne sont
pas produits directement lors de la photosynthese, mais résultent des réactions chimiques
ultérieures. On les appelle donc des métabolites secondaires, qui sont indirectement
essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires qui alimentent les

grandes voies du métabolisme basal (Hartmann, 2007).

Les métabolites secondaires sont en trés grand nombre, répartis dans les divers parties de la
plantes ; racines, tige, feuilles, fleurs. L’activité de ces substances dépend principalement de
leur nature chimique et de leur concentration. Chaque composé de ces métabolites secondaires
peut présenter plusieurs activités biologiques. Ils sont classés en 3 grandes catégories ; les

terpénes, les composés phénoliques et les alcaloides (Hartmann, 2007).

Les laboratoires pharmaceutiques sont toujours préts a I'élaboration de nouveaux composés
actifs, a l'identification, a la caractérisation des molécules naturelles et a la mise au point des
médicaments qui ont pour origine des substances naturelles et de s'inspirer de leurs structures

moléculaires pour imaginer de nouveaux médicaments (Hartmann, 2007).

1.1.7 Composition chimique de C. calcitrapa

Plusieurs études sont encore en cours de recherche pour découvrir de nouvelles activités
aux moléecules naturelles. Les recherches qui sont réalisees sur C. calcitrapa, ont démontré la
présence des composés de deux classes essentielles de métabolites secondaires ; les terpénes

(sesquiterpenes- lactones) et les polyphénols (flavonoides) (Toribio et al., 2004).

1.1.7.1 Flavonoides

Les composés phénoliques correspondent a une grande variété de substances posseédant un
groupe phénol « anneau aromatique avec au moins un groupe hydroxyle ». lls ont été isolés
par le scientifique Eugéne Chervreul en 1814, mais n'ont été réellement découverts qu’en
1937, par Albert Szent-Gyorgyi (Nijveldt et al., 2001). Le terme flavonoide provenant du
latin "flavus", signifiant "jaune" sont généralement de couleurs jaunes. Ils constituent I’un des
grands groupes des polyphénols, tres répandus dans les végétaux supérieurs et les plantes
vasculaires, a I’exception des algues. On les trouve essentiellement dans les feuilles et les

fleurs. Mais ils sont également signalés dans les racines, le bois, I'écorce, le pollen, le nectar,
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les baies et les grains. Sont présents en quantités importantes dans une grande variété de fruits

et de légumes consommés quotidiennement par I’Homme (Markham, 1982).

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles, Méme si le terme flavonoide signifie jaune en latin, les couleurs des flavonoides
varient. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un effet attracteur sur les
insectes et les oiseaux pollinisateurs. 1ls peuvent jouer un réle dans la protection des plantes
contre les insectes par leur go(t désagréable, en interagissant avec les diverses hormones
végeétales de croissance. lls accentuent la résistance des plantes aux stress environnementaux,
en assurant la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet. Lors
d’une infection causée par des champignons ou par des bactéries, Certains d’entre eux jouent
également un rdle de défense, phyto-alexines, par un exces de synthéses (Bénard, 2009;
Seghiri, 2009).

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les
plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les
isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins. Ces
diverses substances existent a la fois sous forme libre ou sous forme glycosylés (les
hétérosides, les flavonoides glycosylés). lls peuvent avoir plusieurs différents substituants
(Seghiri, 2009).

e Lastructure de base des flavonoides

Les flavonoides possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de
deux cycles phényles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 qui est communément
cyclisée pour former le cycle C (Figure 02). lls possedent tous le méme élément structural de

base, Car ils dérivent d’une origine biosynthétique commune (Bruneton, 1999).

Figure 02 : Structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).
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Les flavonoides présents dans C. calcitrapa sont : Apigénine (1), Apigénine7-
Omethylglucuronide (2), Luteoline (3), Hispiduline (4), Hesperidine (5), Jaceosidine (6),
Pictolinarigenine (7), Vitexine (8), Jaceine (9), Centaureine (10), Kaempferol (11),Quercétine
(12), Rutine (13), Morine (14), Naringenine (15), Fisétine (16), Dihydroquercetine (17),
Astragaline(18),Helichrysine, Quercetin 3-O-glucoside (19), Kaempferol-3-O-glucoside(20),
Kaempferol 6-methylether 7-Oglucoside(21), Kaempferol 6-methylether 3-Oglucoside (22),
Kaempferol 3-O-rutinoside (23), Kaempferol6-methylether(24) (Kitouni, 2009). Les

structures de ces composés sont illustrées dans la Figure 03.
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Figure 03: Les différentes structures des flavonoides de Centaurea calcitrapa (Kitouni, 2009).

1.1.7.2 Sesquiterpénes-lactones

Les lactones sesqui-terpéniques sont des métabolites secondaires des végétaux qui dérivent

de la famille des terpénes. Ils constituent un groupe numériquement important des substances,
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plus de 3000 structures ont été identifiées (Bruneton, 1999). lls ont une distribution
botanique assez sporadique, présentes chez les angiospermes (Apiaceae, Lauraceae,
Menispermaceae) et tres majoritairement chez les astéracées (Bruneton, 1993), d’ou des
études effectuées sur les différentes familles des plantes qui montrent que prés de 90% des
lactones ont été isolées a partir de la famille des Composées (Fischer et al., 1979). Chez ces
derniéres, les lactones sont fréquemment localisées dans les poils sécréteurs situés au niveau
des feuilles, des tiges et des bractées de I’inflorescence et dans les racines (Bruneton, 1993).
Ils ont été reconnus comme étant des principes amers (Bruneton, 1999), biologiquement
actives et présentent des propriétés cytotoxiques, antimicrobiennes, antifongiques, anti-
parasitaire et antibactérienne (Parket al., 1998).

Suivant la structure du noyau, on peut les subdiviser en plusieurs types : guaianolides,
germacranolides, eudesmanolides, xanthanolides, pseudoguaianolides, élemanolides, séco-

eudesmanolides, éremophilanolides et bakkenolides (Fraga, 1998).

Les sesquiterpénes-lactones présentes dans C. calcitrapa sont : Salotenolide (1), Cnicine
(2), I’acétoxycnicine (3), 11, 13 dihydrosalonitenolide (4), 11a,13dihydro salonitenolide (5),
15-hydroxy-8 a-(1°,2° dihydroxyethyl)acryloxyelemal,3,11(13)-trien,12olide  (Kitouni,
2009). Les structures de ces composés sont illustrées dans la Figure 04.

R
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Figure 04 : Les différentes structures des sesquiterpenes lactones de C.Calcitrapa (Kitouni, 2009).

1.1.8 Activités biologiques de Centaurea calcitrapa

De nombreuses especes de genre Centaurea possédent des propriétés pharmacologiques
remarquables grace a leur richesse en composés bioactifs, révélés par plusieurs études ayant
exhibé différentes activités biologiques. Des recherches antérieures ont été également menées
sur différents extraits de 1’espéce C. calcitrapa, qui ont montré une gamme d’activités
(Dimki¢ et al., 2020), parmi lesquelles on cite: ’activité antioxydante (Kaskoos, 2013 ;
Trabsa et al., 2020), activité anticancéreuse (Larocca et al., 1994) et [Dactivité

antimicrobienne notamment 1’activité antifongique (Aboody et Mickymaray, 2020).
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En effet, ils ont trouvé que les métabolites secondaires de C. calcitrapa, tel que les
flavonoides qui se sont révélés étre des agents antifongiques, prometteurs, efficaces et
rentables pour I’inhibition des infections fongiques. Ils inhibent souvent la croissance
fongique selon divers mécanismes sous-jacents en renforcant la perturbation de la membrane
plasmique et le dysfonctionnement mitochondrial, et inhibe la formation de la paroi cellulaire,
la division cellulaire, la synthese des protéines et le systéme de pompage médié par 1’efflux
(Aboody et Mickymaray, 2020). De méme, il a été prouvé que certaines lactones
sesquiterpéniques ont des propriétés antimicrobiennes, particuliérement reconnues au sein de
la famille des Asteraceae, par modification de la membrane cellulaire de 1’organisme

agresseur (Picman, 1986).

1.2 Antifongiques

Les antifongiques sont des substances chimiques produites par des microorganismes ou par
synthese chimique & partir de molécules dérivant de composés naturels des plantes, qui ont
constitué une bonne source d'agents anti-infectieux et servent de mécanismes de défense
contre la prédation par les micro-organismes. Ces agents antifongiques sont capables d'inhiber
spécifiqguement les différents champignons isolés en mycologie meédicale et responsables de
mycose (Cowan, 1999 ; Iwu et al., 1999). On distingue les molécules fongicides, qui vont
détruire le champignon pathogéne et les molécules fongistatiques, qui vont limiter le
développement du mycete qui sera ensuite éliminé lors du renouvellement tissulaire.
La plupart des antifongiques utilisés pour les infections fongiques sont des fongistatiques
(Brans, 2015).

1.2.1 Mécanismes d'action antifongiques

1.2.1.1 Altération de la structure de la paroi fongique

La paroi cellulaire fongique a une structure rigide qui est constituée d’un large panel de
polysaccharides. Le (1; 3)-B-D-glucane est le principal constituant de la paroi fongique.

L’inhibition de cette derniére perturbe l'intégrité de la paroi cellulaire (Bernard et al., 2001).
1.2.1.1 Troubles de la perméabilité membranaire

Les membranes plasmiques des champignons sont principalement composées d’ergostérol.
Certains antifongiques inhiber la synthése de 1’ergostérol par blocage de la déméthylation (14-
demethylase) du lanosterol ou interaction directe avec I’ergostérol et entraine des

changements structurels de la membrane lipidique, augmentant sa perméabilité par la
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formation de pores aqueux a travers lesquels les matieres cytoplasmiques essentielles

s’infiltrent et détruisent ainsi le gradient de protons pouvant causer la mort cellulaire (Nigam,

2015).

1.2.1.3 Perturbation de divers métabolismes

Des antifongiques inhibent le métabolisme énergétique des cellules fongiques, en
empéchant la captation et l'incorporation des substrats (ions métalliques, phosphates et
potassium) nécessaires a la croissance de la cellule et en chélatant le fer indispensable au
fonctionnement de nombreuses enzymes (action fongistatique). De plus, elles bloguent la
synthese de I'ATP mitochondrial (action fongicide), ce qui perturbe de fagon irréversible les

fonctions respiratoires de la cellule fongique (Brans, 2015).

1.2.1.4 Altération du cycle cellulaire

Par I’inhibition de la synthése des acides nucléiques (ADN, ARN) ou protéine; altere le
fonctionnement des microtubules de la cellule fongique en bloguant sa mitose, ce qui inhibe la

croissance du champignon (Brans, 2015).

1.3 Candida albicans

Les Candida sont des champignons levuriformes polymorphes qui se reproduisent par
bourgeonnement. C’est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie, diploide pouvant
mesurer de 3 a 15 um. Elles sont fréquemment retrouvées dans les muqueuses et sur la peau,
c’est pourquoi elles sont décrites comme des microorganismes commensaux. Il s’agit d’une
levure cosmopolite, opportuniste eucaryote dont la phylogénie, selon (Berkhout, 1923), est
la suivante:

e Reégne : Fungi

e Phylum : Ascomycota

e Classe : Hemiascomycetes
e Ordre : Saccharomycétales
e Famille : Candidaceae

e Genre : Candida
e Espéce : Candida albicans

L’espéce la plus représentative de ce genre est Candida albicans, une levure commensale,
qui fait partie du microbiote humain sain, colonisant le tube digestif (Gl), I’appareil
reproducteur, la cavité buccale et la peau de la plupart des humains. Chez des individus avec

un systeme immunitaire sain, C. albicans est souvent inoffensif, maintenu en équilibre avec
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autres membres du microbiote local. Cependant, les perturbations de cet équilibre délicat
causées par 1’utilisation croissante d'antibiotiques et d'immunosuppresseurs, la transplantation
d'organes et de moelle osseuse, le traitement des maladies auto-immunes ou chez les patients
atteint du VIH-SIDA, qui dd au changement dans la réponse immunitaire de I'h6te ou des
variations de I'environnement local, changement de pH ou limitation des nutriments induisent
une compétition entre les bactéries et les champignons, ce qui peut permettre a C. albicans de

proliférer et de provoguer une infection (Nobile et Johnson, 2015).

Les infections peuvent étre superficielles, impliquant la cavité buccale et cavités auditives,
organes génitaux, peau et ongles (le muguet, I'érytheme fessier et les infections vaginales a
levures). Ces infections restent relativement simples a diagnostiquer et a traiter contrairement
aux infections profondes qui recouvrent les septicémies a Candida et les affections viscérales
profondes initiées le plus souvent par une dissémination hématogéne. Elles surviennent
surtout chez des patients hautement fragilisés (Patients SIDA, sous-chimiothérapie
anticancéreuse ou thérapies d'immunosuppression, et les personnes ayant des dispositifs
médicaux) (Nobile et Johnson, 2015).

Afin d'établir une infection, les agents pathogenes opportunistes doivent échapper au
systéeme immunitaire, survivre et se diviser dans l'environnement héte et se propager a de
nouveaux tissus par un ensemble des facteurs qui lui permettent d’effectuer leurs
pathogeénicites.

1.3.1 Facteurs de virulence

Candida albicans exprime plusieurs facteurs de virulence qui sont strictement associés
avec I'état pathogene de l'organisme. Selon furman (1983), ces facteurs sont définis comme
étant ’ensemble des caractéres requis pour établir la maladie. Les sections suivantes décriront

les attributs les plus importants pour l'interaction de Candida avec son hote.

1.3.1.1 Adhésion

L'adhérence de C. albicans aux cellules hétes est considérée comme une étape précoce
essentielle pour initier et maintenir I’interaction hodte/levure. Les adhésines peuvent étre
définies comme des biomolécules qui initient I’adhérence de C. albicans aux cellules ou aux
ligands de I’hote. Le meilleur groupe d'adhésines étudié est 1'Als « agglutinin-like sequence ».
L’ALS3, qui s'exprime spécifiquement sur les hyphes, favorise directement lI'adhésion, tandis
qu’ALS1-4 comporte les adhésines spécifiques des tubes germinatifs et des hyphes. Une autre

molécule Hyphal Wall protéine 1 (Hwpl) associée aux hyphes, joue également un rdle
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important dans la médiation a I’adhésion des cellules épithéliales de 1’hote avec la paroi
cellulaire de C. albicans par une intégration de maniére covalente avec plusieurs ligands de
matrice extracellulaire (ECM) (Hofs et al., 2015).

Les hyphes sont généralement considérés comme la morphologie la plus adhérente de
C.albicans, la formation d’hyphes étant induite aprés le premier contact avec la surface d'une
cellule héte. Cependant, une fois les hyphes formés, les adhésines exprimées exclusivement
sur la surface des cellules hyphales sont d'une importance majeure pour d'autres processus
d'adhésion (Hofs et al., 2015).

1.3.1.2 Enzymes lytiques sécrétées

Apres adhésion a la surfaces de la cellule hote et croissance des hyphes, ces derniers
peuvent sécréter des hydrolases, qui ont été associées a 1’invasion dans les cellules hétes.
Trois différentes classes d'hydrolases sécrétées sont exprimées par C. albicans : La famille
des protéases aspartiques sécrétées (Saps) composée d’une dizaine de génes, SAP1 a SAPI10,
Sap1-8 sont sécrétées et libérées, tandis que Sap9 et Sapl0 restent liées a la surface cellulaire.
Ces enzymes sont des facteurs de virulence clés de la pathogénése des Candida par
dégradation de protéines humaines et modulation de la virulence, ainsi que par leurre du
systeme immunitaire. La famille des phospholipases se compose de quatre classes différentes
(A, B, C et D), seuls les cing membres de la classe B (PLB1a 5) sont extracellulaires et
peuvent contribuer a la pathogénicité par perturbation des membranes de I'n6te. Cependant, la
troisieme famille d'hydrolases sécrétées, les lipases, se composent de 10 membres (LIP1-10)

dont leur mécanisme reste pas claire (Mayer et al., 2013).

1.3.1.3 Morphogenese

C.albicans est un champignon diploide polymorphe capable de changements
morphologiques majeurs allant de la forme levure unicellulaire ovoide (blastospores) a la
forme filamenteuse soit pseudohyphes, composée d’un assemblage de cellules mises bout a
bout pour simuler un filament mycélien ou hyphes vrai correspondant a un champignon
filamenteux hautement polarisé avec des bords paralleles. De tous les Candida spp,, seuls
C.albicans et Candida dubliniensis peuvent former des mycéliums vrais qui favorisent
I’invasion des tissus et des organes de I’hdte. La formation des mycéliums et certains
blastoconidie peuvent aboutir a la formation des chlamydospores, qui sont des structures
mesurant deux fois et plus la taille d’une blastospore et possédent une paroi plus épaisse
(Staib et Morschhauser , 2006 ; Mayer et al., 2013).
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Un certain nombre de conditions environnementales favorisent ces transitions
morphologiques, tel que la température, le CO, et le pH, dont a faible pH (< 6), les cellules de
C. albicans prédominent et se trouvent sous forme de levure, tandis qu'a un pH élevé (> 7) la

croissance des hyphes est induite (Mayer et al., 2013).

1.3.1.4 Quorum sensing

Le quorum sensing est le phénomene de signalisation ou de communication entre les
cellules chez les micro-organismes. Il est également un outil de communication chez Candida
albicans entre eux et qui se traduit par une signalisation a I’aide des molécules de détection de
quorum solubles ou des auto-inducteurs qui sont sécrétés dans l'environnement, afin de
réguler la croissance des levures. La premiére molécule découverte est le farnesol qui inhibe
la transition levure-hyphe. Tandis que, le tyrosol a un effet antagoniste, il stimule plutot la

formation du tube germinatif dans les cellules de levures (Mallick et Bennett, 2013).

1.3.1.5 Formation de biofilms

Les biofilms microbiens sont des communautés de cellules qui adhérent a des surfaces
solides ou sont présentes aux interfaces liquide-air, et ils sont considérés comme I'état de
croissance le plus courant pour de nombreuses espéces microbiennes. Les cellules des
biofilms ont des propriétés différentes de leurs homologues planctoniques ; par exemple, elles
sont souvent plus résistantes aux médicaments et aux perturbations. Cependant, ces biofilms
ont été observes dans des environnements aquatiques, sur des structures industrielles
artificielles, sur des dispositifs médicaux implantés et sur des tissus de plantes et de
mammifeéres. Bien que de nombreux micro-organismes soient capables de former des biofilms
mono-especes, il est beaucoup plus courant de trouver deux ou plusieurs espéces bactériennes
et/ou fongiques dans un biofilm (Lohse, 2018). En général, le processus de développement du

biofilm de C. albicans peut étre divisé en quatre étapes principales :

L’adhésion a une surface : Les micro-organismes entrent en contact avec une surface
solide, ce qui entraine la formation d’une couche basale de cellule d’ancrage et induire un
changement physiologique profond dans les cellules qui va les faire passer vers la seconde
étape du développement de biofilm (Pereira et al., 2021).

La prolifération : Cette étape implique la formation de filaments, ou les cellules de levure

commencent a s'étirer et a se développer en hyphes filamenteux (Pereira et al., 2021).
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La maturation : La maturation du biofilm, qui donne lieu a un réseau complexe de
plusieurs couches de cellules polymorphes, y compris des cellules hyphales (chaines de
cellules cylindriques), des cellules pseudohyphales (cellules ellipsoidales jointes bout a bout)
et des cellules de levure rondes, enfermées dans une matrice extracellulaire, ce qui donne au
biofilm un aspect épais et structuré et le protege des blessures chimiques et physiques (Gulati
et Nobile, 2016).

Le Détachement — Dispersion : Enfin, au stade de la dispersion, les cellules de levures
sont libérées du biofilm mature et peuvent se propager a des endroits éloignés pour démarrer

un nouveau cycle de formation de biofilm (Pereira et al., 2021)

1.3.2 Résistances chez C. albicans

La résistance d'un micro-organisme est sa faculté a s'opposer a l'action d'un médicament.
Deux types de réesistances sont a distinguer : la résistance intrinseque ou naturelle qui est une
caractéristique propre a l'espece et la résistance acquise qui correspond au développement
d'une résistance a un traitement d'une espéce habituellement sensible. Elle apparait

progressivement apres exposition a ce traitement (Dannaoui, 2013).
1.3.2.1 Résistance aux antifongiques

e LesPolyenes

Les résistances aux polyenes sont assez rares car ces Composés n'‘ont pas besoin de pénétrer
dans les cellules fongiques pour exercer leur effet. Le principal mécanisme de résistance
observé est l'absence de la cible ergostérol, qui est un composant majeur de la membrane

plasmique fongique, en formant des pores a son niveau (Guerineau, 2015).

e Les Echinocandines

Les résistances aux échinocandines sont relativement rares. Le seul mécanisme démontré
de la résistance acquise aux eéchinocandines chez Candida correspond a la présence de
mutations au niveau des genes fks qui codent pour la cible de cette classe d’antifongiques, la

béta-1-3-D-glucane synthase (Dannaoui, 2013).

e Les Dérives azolés
Les mécanismes de résistance fongique aux dérives azolés sont les plus étudiés. En effet,
de nombreux cas de résistance ont été décrits des 1980, de part l'utilisation massive de ces

molécules. Cependant, les mécanismes de résistance aux azolés sont variés et peuvent étre
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répartis en trois grands groupes ou on constate une diminution de I'affinité des azolés pour
leur cible par une mutation ponctuelle du gene ERG11, se traduisant par une modification de
la séquence en acides aminés de la lanostérol 14a déméthylase, suffit & empécher la liaison
entre l'antifongique et l'enzyme. De plus, cette résistance peut également résulter d’une
multiplication du nombre de copie de la 14-alpha-déméthylase. Dans cette situation, les azolés
ne sont pas en quantité suffisante pour inhiber totalement la conversion du lanostérol en stérol
140. Ainsi, la surexpression du gene ERG11, par duplication chromosomique ou modification
du promoteur, comme l'augmentation de la demi-vie des ARNm, peut aboutir a la résistance.
Enfin le phénomene d’efflux par surproduction de transporteurs, entrainant une diminution de

la concentration intracellulaire de I’antifongique (VVandeputte, 2008).

e Lesanalogues de la pyrimidine

La résistance acquise a la 5-fluorocytosine peut apparaitre rapidement au cours d’un
traitement d’une infection a Candida, ce qui ne permet pas d’utiliser cette molécule en
monothérapie. De ce fait, la 5-fluorocytosine est indiquée uniquement en association avec un
autre antifongique, le plus souvent 1’amphotéricine B ou plus récemment aux dérives azolés.
La résistance est intrinseque (C. tropicalis) ou acquise (concerne 7 a 8 % d'isolats résistants
pour le genre Candida). Les mécanismes mis en jeu sont le plus souvent un exces de cible ou
une mutation d'un géne codant une enzyme impliquée dans le métabolisme (Guerineau,
2015).

1.3.2.2 Résistance par formation de biofilm

Au sein de biofilm, plusieurs mécanismes de résistance entrent en jeu. Une diffusion
altérée des antifongiques au sein du biofilm est mise en évidence notamment a cause de la
surexpression des pompes a efflux. Cependant, ces pompes contribuent a la résistance
seulement dans les premieres phases de formation du biofilm. Par ailleurs, il a été observé une
modification de la composition en stérols de la membrane des cellules fongiques impliquées
dans le biofilm. Au cours des phases intermediaires et matures du biofilm, les concentrations
en ergostérol diminuent, ce qui augmente la résistance aux azolés, I'ergostérol étant leur cible.
(Guerineau, 2015).
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1.4 Activité antifongique des plantes médicinales

Les plantes médicinales connues par leurs richesses en composés bioactifs qui servent
comme un antibiotique stocké dans les cellules des plantes comme des formes liées inactives,
mais qui sont facilement convertis en antibiotique biologiquement actif par hydrolyse

enzymatique (glycosidases) en réponse a une attaque pathogéne (Lattanzio et al., 2006).

Les métabolites secondaires exercent la plupart de leurs effets a travers des interactions
avec les enzymes ou les protéines. Tandis que, certains de ces composés agissent en tant que
substrats au niveau des récepteurs et imitent les substances endogénes dans I’organisme cible,
d’autres perturbent les interactions protéine-protéine nécessaires pour la fonction normale de
cellules (Boulenouar, 2011). Par conséquence, on observe une demande importante de
nouveaux antifongiques présentant des structures moléculaires variées, une meilleure
sélectivité d’action sur de nouvelles cibles biologiques et avec moins d’effets secondaires. Les
composés antifongiques issus des plantes peuvent répondre a cette demande du fait de leur
grande diversité structurale, et de la permanence de I’exposition des végétaux aux attaques

fongiques (Basset, 2001).

Notre recherche bibliographique a fait appel a des intéréts croissants pour 1’utilisation de
produits naturels a base des plantes, ou Centaurea calcitrapa offre un remede naturel pour de
nombreux maux grace a ses composés bioactifs. D’ou découle I’objectif de cette étude qui est
d’évaluer I’effet antifongique des extraits éthanoliques des feuilles de Centaurea calcitrapa
vis-a-vis de 1’espece Candida albicans par des techniques d’antibiogrammes en milieu solide

et liquide.
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Chapitre 11

Matériel et méthodes

1.1 Matériel
11.1.1 Matériel biologique

11.1.1.1 Choix de la plante

Notre choix s’est porté sur Centaurea calcitrapa; une plante connue par sa large utilisation

grace a ses effets bénéfiques rapportés dans la recherche bibliographique. La plante a été

récoltée au mois de juin 2021, dans la région de Iheddaden, Wilaya de Bejaia, Algérie.

11.1.1.2 Choix de la souche fongique

La souche de levure testée, Candida albicans, est connue par sa forte résistance vers les

agents antimicrobiens. Elle nous a été fournie par le laboratoire DJAMA-Béjaia. Ce germe a

¢té isolé d’un ECBU patients provenance du service des maladies infectieuses du CHU de

Bejaia.

11.1.2 Matériel non biologique

Tableau I : Liste des produits chimiques et matériel de laboratoire utilisé

< ° e Bouillon Sabouraud Dextrose
2 e 3 e Gélose Sabouraud
S 3 e Bouillon nutritif
e Chlorure de Sodium (NaCl) e Ethanol (C,Hs0)
& e Acide sulfurique (H,SO,) e Meéthanol
§ e Chlorure de Baryum (BaCl,) e Eaudistillée
2 e Lestandard Mc Farland 0,5 e Eaude javel
e Quercitine
e Bécher Cuve de e Ecouvillons
@ e Spatule spectrophotometre e Becbunsen
= e Pince Flacons e Tubes a essai
g e Pipettes Pasteur Erlenmeyer o Microplaques stériles
2 e Micropipette Entonnoir e Tubesde
2 e Boites de pétri Papier filtre centrifugations
s ¢ Ballon a fond rond Papier film e Papier Whatman
e Eprouvette graduée Papier d'aluminium o Eppendorfs
o Autoclave, Balance, e Broyeur,
@ e Sonicateur, Etuve, e Tamiseur,
_‘=_Es e  Spectrophotometre, Vortex e Centrifugeuse,
% e Bain-marie, Plaque chauffante, e Rotavapeur,
<% pH-métre
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11.2 Méthodes
11.2.1 Méthode de préparation des extraits
11.2.1.1 Broyage et extraction a partir des feuilles fraiches

A T’aide d’un mortier en porcelaine, la maticre végétale a ét¢ broyée en rajoutant de
I’éthanol, ensuite, elle est filtrée afin de récupérer les feuilles au-dessus du filtre. La méme
procédure a été refaite une seconde fois. Apres le broyage, I’extrait éthanolique obtenu est
évaporé a température n’excédant pas 40 °C par un rotavapeur et séché complétement a

I’étuve a 37C°. L’extrait sec obtenu a été conservé a -20°C.

11.2.1.2 Préparation de la poudre

Les feuilles de la plante C. calcitrapa ont été séchées dans une étuve a 37°C, broyées a
I’aide d’un broyeur électrique, puis tamisées afin d’obtenir une poudre de 63um de diamétre.
La poudre obtenue a été conservée a I’abri de ’air et de la lumiére dans un flacon en verre

hermétiquement fermé.

> Extraction :

La poudre déja préparée est pesée avant d’ajouter 1’éthanol avec un rapport de 1/5 : m/v, le
mélange est mis sous agitation dans un sonicateur pendant 2 heures, puis centrifugé a
3000rpm/15min. Apres centrifugation, le surnageant est récupéré et les mémes étapes

précédentes ont été reprises sur le culot.

L’ensemble des surnageants récupérés ont été homogéneisées, puis séchees par un

rotavapeur a 40C°. Enfin, I’extrait sec a été récupéré pour conservation a 4C°.

11.2.1.3 Rendement des extractions

Les rendements des extractions sont exprimés en pourcentages et déterminés par le rapport

entre le poids du matériel végeétal et celui de I’extrait sec, selon la formule suivante :

(%)= [(P1-Po)] / E x 100

Ou: Py=1’ensemble de poids des boites pétri vides (g)

P, = I’ensemble de poids des boites pétri contenant 1’extrait aprés évaporation du
solvant (g)

E = poids de la matiére végeétale initiale (g).
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11.2.2 Dosage des polyphénols totaux
e Principe
Le dosage des polyphénols totaux est basé sur la quantification de la concentration totale
des groupements hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif de Folin Ciocalteau est

constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1204O) et d’acide

phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un

mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue obtenue est
mesurée au spectrophotomeétre a 725-750 nm, I'absorption étant proportionnelle a la quantité
de phénols présents (Ribéreau-Gayon et al., 1968).

e Mode opératoire

- Préparation des extraits :

L’extrait sec est préparé dans du MeOH/H,0 (50/50) a Img/ml, puis dilué comme suit :
CM : 1000pl/ml
C;1:300ul de CM en lui rajoute 300ul de MeOH/H,0 (50/50).
Cz.200ul de CM en lui rajoute 200pl de MeOH/H,0 (50/50).
- Dosage :

Une quantité de 0,02ml de I’extrait éthanolique de C. calcitrapa est introduite dans des
tubes a essais, a laquelle on ajoute 0,1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Apres 3 a
5 minutes, on ajoute 0,08 ml de carbonate de sodium a 7,5%. Les tubes sont agités et incubés
pendant 10 minutes 25 C°. L’absorbance est mesurée a 735 nm a l’aide d’un
spectrophotomeétre. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes
conditions opératoires en utilisant I’acide café¢ique comme molécule de référence. Les
résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide caféique par cent grammes de

maticre seche (mg EAC/g d’extrait sec).
11.2.3 Méthode microbiologique
11.2.3.1 Préparation des milieux de cultures

» Préparation de milieu SDA (Gélose Sabouraud Dextrose)

Pour la préparation de la gélose Sabouraud on introduit 65g de la poudre dans un
erlenmeyer auquel est ajoutée 1L d’eau distillée, le mélange obtenu est mis sous agitation

continue et laissé bouillir jusqu’a solubilisation totale du milieu, qui sera réparti dans des
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flacons en verre. Ce milieu a été préparé pour le but du repiquage des souches fongiques et
d’évaluation de I’activité antimicrobienne.
» Préparation de milieu BN (Bouillon nutritif)

Le bouillon nutritif a été préparé pour le but de la réactivation et I’entretien des souches
fongiques par 1’ajout de 20 g de BN déshydraté a 1L d’eau distillée sous agitation pendant
quelques minutes, la solution sera ensuite répartie par volumes de 10 ml dans des tubes a
essais microbiologiques pour autoclavage.

» Bouillon Sabouraud Dextrose

On dissout 30g de poudre du milieu déshydraté dans un litre d’eau distillée, puis bien
mélanger et chauffer jusqu’a dissolution et répartir dans des flacons en verre, ce milieu est
préparé pour le test de sensibilité aux antimicrobiens en milieu liquide.
> Préparation de I'eau physiologique

L’eau physiologique est préparée pour la préparation des inocula standards de la souche
fongique. Ceci par solubilisation de 0,9g de NaCl dans 100ml d’eau distillée avec agitation

pendant quelques minutes, puis autoclavage.

11.2.3.2 Stérilisation de matériel (Autoclavage)
Les milieux de culture liquide et solide, 1’eau physiologique, les tubes a essai et les pinces
ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes et les disques en papier Wattman

(6 mm de diamétre) ont été stérilisés au four Pasteur.

11.2.3.3 Préparation de la solution Mc Farland

Un étalon de Mc Farland est préparé par 1’ajout de 0,5 ml d’une solution a 0,048 mol/L de
BaCl;, (1,175% p/v BaCl,-2H,0) dans 99,5 ml d’une solution de 0,18 mol/L (0,36 N) de
H.SO, (1% v/v) et agiter vigoureusement. Le mélange de ces deux composés forme un
précipité de sulfate de baryum, ce qui rendre la solution trouble.

La densité de la suspension est ensuite vérifiée a I’aide d’un spectrophotométre.
L’absorbance a 625 nm doit étre comprise entre 0,08 a 0,10 équivalente & une charge
bactérienne de 1 & 5,10° (UFC)/ml) selon ESCMID. La solution Mc Farland obtenue est
distribuée dans des tubes et conservée a °4C et a I’abri de la lumiére. Avant usage, la solution

est mélangée vigoureusement a 1’aide d’un vortex.

11.2.3.4 Préparation de I’inoculum fongique
Apres la stérilisation de la zone de travail, la souche fongique C.albicans a été réactivee

dans 10 ml de bouillon nutritif (BN) et incubée dans 1’étuve a 27°C pendant 48h. La souche
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fongique a été repiquée par la méthode des stries sur gélose nutritive (GS) en boite de pétri a
I’aide d’une pipette Pasteur, puis incubée dans I’étuve a 27°C pendant 24 a 48 heures. Afin
d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées, qui vont servir a préparer 1’inoculum
microbien. Quelques colonies bien isolées et identiques de la souche fongique a tester sont
alors raclées, déchargées dans un tube stérile contenant 5 ml de 1’eau physiologique puis

homogénéisées a I’aide d’un vortex.

La lecture de la densité optique de cette suspension fongique a une longueur d’onde de 625
nm doit étre comprise entre 0,08 et 0,10, ce qui est équivalent & McFarland 0,5. 11 s’agit de

diluer la suspension initiale ou bien la concentrer en ajoutant des colonies.
11.2.3.5 Préparation des solutions d’extraits et de molécules standards a tester

Les extraits des feuilles (seches et fraiches) de Centaurea calcitrapa ont été solubilisés
dans le méthanol, selon la méthode suivante :
La solution mére (SM) a été préparée par 100 mg d'extrait dans 1 ml de méthanol
(100mg/ml), puis filtrée dans le but de stériliser 1’extrait. Des dilutions ont été ensuite

préeparées a savoir T% (50mg/ml) et T% (25mg/ml).

La solution mére de la Quercétine a été préparée par 1mg de la substance dissoute dans 1 ml
de méthanol (1mg/ml), on filtre et on dilue également pour obtenir des concentrations de

0,5mg/ml et 0,25mg/ml.

Préparation des temoins (Positif et negatif) : La préparation des témoins a été réalisée pour
étudier I’effet du fluconazole (un antifongique comme témoin positif) et du méthanol
(véhicule de I’extrait comme témoin négatif) sur la souche étudiée et les comparer avec 1’effet
des extraits de Centaurea calcitrapa. L’antifongique a également été prépare dans I’eau
distillée et a été testé a trois concentrations différentes (Img/ml, 2mg/ml, 3mg/ml).
11.2.3.6 Ensemencement des tapis fongiques

Aprés la préparation des boites de pétri, on réalise I’ensemencement des levures sur un
milieu solide stérile. On fait tremper un écouvillon stérile dans la suspension fongique, puis
frotter 1’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, de haut en bas, en stries serrées.
Répéter ’opération trois fois en tournant la boite de Pétri et finir I’ensemencement en passant

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Page 23



Chapitre 11 Matériel et méthodes

11.2.4 Méthode d’évaluation d’activité antifongique
11.2.4.1 Technique de diffusion en milieu solide

e Méthodes de diffusion sur disques
La technique utilisée pour ce test s’agit de la diffusion sur gélose dont le principe est la
détermination de la sensibilit¢é ou la résistance des souches microbiennes vis-a-vis des

différents extraits.

A I’aide d’une pince stérile, les disques de papier Whatman (6 mm) ont été déposés a la
surface de la gélose inoculée. Ensuite, 10ul de chaque solution d’extrait, d’antifongique, de
quercétine ainsi que de méthanol (témoin négatif des extraits) et d’eau distillée (témoin
négatif de Fluconazole) ont été déposés sur les disques a 1’aide d’une micropipette

préalablement autoclavée.
e La méthode de diffusion a partir de puits

Elle repose sur le méme principe que la méthode des disques. Elle consiste a réaliser des
puits de 2mm de profondeur dans I'épaisseur de la gélose. La surface de la plaque de gélose
est inoculée et en réalise un creux d'un diamétre de 6 a 8 mm est percé de maniere aseptique.
Une goutte de gelose est ajoutée dans chaque puits, pour que 1’extrait ne se diffuser pas sous

la gélose, puis chaque puits recoit 10ul d’extrait.
e Incubation et lecture

Aprés dép6t des extraits, les boites sont mises au réfrigérateur pendant 30 min pour
permettre une pré-diffusion du contenu de chaque puits/disque, ensuite transférées pour

incubation dans une étuve a 27°C pendant 24 a 48 heures.

La lecture des antibiogrammes a ¢té faite a 1’aide d’une régle en mesurant le diametre de la
zone d’inhibition en millimétre et comparés avec celui du méthanol comme contréle négatif et
d’un antibiotique comme contréle positif.

L’effet des extraits et de I’antifongique Se sont traduit par 1’apparition d’une zone
transparente autour du disque correspondant a 1’absence de la croissance fongique. La
sensibilité de la souche est proportionnelle au diamétre de la zone d’inhibition.
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11.2.4.2 Technique de dilution en milieu liquide

La méthode de micro-dilution, a pour but de déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) d'une souche microbienne vis-a-vis de divers antibiotiques. La méthode de

micro-dilution est effectuée en milieu liquide sur microplaque a 96 puits.

Pour une microplaque ’extrait éthanolique des feuilles fraiches et des feuilles seches de
C. calcitrapa a été testé. Cette technique repose sur la mise en culture d’un inoculum fongique
standardisé (0,5 & 2,5.10° UFC/ml) en présence de séries de dilutions des différents extraits et

de I’antifongique a partir d’une solution meére, il est réalisé selon les étapes suivantes :
v' La 11°™colonne représente le contrdle négatif (bouillon BSD uniguement).

v La 12°™colonne représente le contrle de croissance (suspension fongique

uniguement).

v Les lignes A et E contiennent le bouillon et ’extrait, elles correspondent aux blancs
des deux extraits.

v' Le test des deux extraits a été réalisé dans les lignes B, C et D pour I’extrait
¢éthanolique des feuilles séches et dans les lignes F, G et H pour ’extrait éthanolique des
feuilles fraiches. Ces lignes comprennent 160ul de BSD, 40ul d’extrait et 100ul de la
suspension fongique, la méme procédure est effectuée avec ’acide caféique et le fluconazole.

v Pour le blanc des extraits, FLC et AC et leurs tests, des dilutions de moitié ont été
effectuées a partir du premier puits jusqu’au 10°™ puits (en prélevant 100ul du puits
précédent et 1’ajouter au suivant) de sorte a obtenir une gamme de concentration d’extrait
allant de 2 mg/ml a 0,020 mg/ml, une gamme de 64pg/ml a 0,125ug/ml pour le FLC et de
50ug/ml a 0,08ug/ml pour 1’acide caféique.

Les microplaques ont été recouvertes et incubées a 27°C pendant 24h et 48h. La lecture des
résultats s’est faite par une évaluation visuelle aprés 24h d’incubation puis apres 48h, suivie
de lectures des densités optiques au lecteur de microplaques & une longueur d’onde de 630
nm.

11.2.5 Analyse statistique
Les histogrammes sont tracés et analysés statistiquement par 1’analyse de la variance one

way ANOVA du logiciel GraphPad Prism version 5.3. Les résultats des tests effectués in vitro

sont exprimés en moyenne + écart-type. Les valeurs de P<0,05 sont considérées significatives.
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Chapitre 111 Reésultats et Discussion

111.1 Méthodes d’extraction et taux des extraits

L’étude est faite sur I’espéce Centaurea calcitrapa de la famille astéracee, dont on a réalisé
deux extractions (solide-liquide) pour les deux états des feuilles avec le méme solvant

d’extraction qui est 1’éthanol 96%.

- Extraction par macération pour la poudre des feuilles seches.

- Extraction par macération et broyage manuel des feuilles fraiches.
Les rendements des extractions sont montrés dans le tableau suivant :

Tableau I : Les rendements des deux extraits éthanoliques de Centaurea calcitrapa

Matiére végétale R Solvan.t ,Method.e Rendement
d’extraction d’extraction (%)
Feuilles de C.calcitrapa Macération a base de 14.21%
séches (FCS) poudre seche :
- - Ethanol 96% — —
Feuilles de C.calcitrapa Macération du végétal 6.9%
fraiches (FCF) frais ’

Selon les pourcentages des rendements dans le tableau ci-dessus, on constate une
différence entre les feuilles seéches et fraiches, ceci est lié a 1’état de la matrice végétale

initiale et la méthode d’extraction utilisée.

L’extraction par macération du végétal sec a présenté un taux élevé, et ceci revient a la
méthode qui est pratiquement utilisée dans la plupart des procédures d’extraction des
molécules bioactives et le solvant choisi, I’éthanol 96%, qui est un solvant volatile organique
qui a pour avantage d’épuiser la matiere végétale en molécules extractibles, il est miscible a
I’eau et posséde une partie polaire et apolaire qui lui permet de dissoudre des substances
hydrophile et d’autres moins polaires. La poudre fine des feuilles séches a facilité la diffusion
de molécules actives dans I’éthanol et ¢a revient a la surface de contact entre la poudre et le

solvant organique (Goalard, 2005).

Tandis que le taux d’extraction des feuilles fraiches s’est révélé moindre malgré
I’utilisation de méme solvant et ¢a peut revenir a I’état des feuilles fraiches grossi¢rement
broyées, ce qui a diminué la surface de contact et a constitué un obstacle face a I’absorption

de solvant par la matiere végétale.

Cette méthode d’extraction solide- liquide permet d’extraire le maximum des composants
bioactifs et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dans les bonnes conditions

dont la température €élevée provoque 1’inactivation de certains composés bioactifs, tandis que
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la diminution de leur rétractibilité dans le solvant, aussi affecte leur quantification. De plus
I’extraction des composants est liée au volume et au type de solvant utilisé ainsi que la durée

du contact solvant matrice végétale.

En effet, ’extrait obtenu est sous forme visqueuse d’une couleur verte foncée apres
¢vaporation de I’éthanol. Il est considéré comme étant le mélange de différents composés
chimiques extraits a partir des feuilles de C. calcitrapa, incluant la chlorophylle qui est une

molécule soluble dans les solvants organiques.

Ce type d’extraction vise principalement les composés phénoliques, et par conséquent un
dosage des phénols totaux est effectué, afin d’estimer les teneurs en polyphénols extraites par
ces deux méthodes d’extraction a partir de deux matrices végétales différentes de la méme

plante, C. calcitrapa.
I11.2 Résultats de dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, nous donne une estimation globale de la teneur en
différentes classes des composés phénoliques contenus dans 1’extrait éthanolique des feuilles
de Centaurea calcitrapa. Les extraits préparés ont été analysés quantitativement par

spectrophotometre UV visible, pour leurs contenus en polyphénols totaux.

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols sont exprimés en pg équivalent acide
caféique par g d’extrait (ug Eq AC/ g d’extrait), en utilisant 1’équation de la régression
linéaire (Y= 0,0061X + 0,0409) de la courbe d’étalonnage d’acide caféique (figure 05).

1.2 y = 0,0061x + 0,0409
R?=0,99027
1

P

Absorbance 3 735 nm
o [¢3]
\

0 50 100 150 200 250
Concentration d'acide caféique en ug/ml

Figure 05 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols totaux réalisée par différentes
concentration de I’acide caféique.
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Les résultats obtenus par la méthode de Folin-Ciocalteu pour les deux extraits éthanoliques
de Centaurea calcitrapa sont représentés dans la Figure 06. On constate une différence

importante entre les teneurs des feuilles séches et celui des feuilles fraiches.

—_— EEFS
EEFF

Taux en polyphénols
(mg Eq. Acide caféique/g d'extrait)

Figure 06: Teneurs en composés phénoliques pour les deux extraits de Centaurea calcitrapa.
*: significatif, ns : non significatif (P< 0.05).

D’aprés nos résultats, nous remarquons que pour les extraits phénoliques de C.calcitrapa
obtenus, ’extrait éthanolique des feuilles seches a présenté un taux élevé des polyphénols

totaux par rapport a 1’extrait éthanolique des feuilles fraiches.

Ainsi que, la teneur la plus élevée en polyphénols totaux est enregistrée pour 1’extrait des
feuilles séches avec une moyenne de 48,868+5,89mg EAC/ g extrait. Par contre, un taux
inférieur des polyphénols a été enregistré pour D’extrait des feuilles fraiches avec
35,221+4,89mg EAC/ g extrait.

Les extraits bruts éthanoliques des feuilles fraiches ne sont pas les plus riches en
polyphénols totaux comparativement aux autres fractions d’extraits des feuilles séches. Cela
peut étre explique par la solubilité différentielle des biomolécules extraites a partir de la
matiére végétale a cause de 1’état de la plante et ceci est indiqué par le taux de rendement

d’extraction ou on a trouvé un moindre taux d’extraction également.

Le contenu phénolique dépend du type d’extrait également, c’est a dire de la polarité du
solvant utilisé dans I’extraction. La solubilité¢ élevée des phénols dans les solvants polaires
donne la concentration élevée de ces composés dans les extraits obtenus en utilisant les

solvants polaires pour 1’extraction (Stankovi¢, 2011).
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L’évaluation du contenu en composés phénoliques dans les feuilles séches et fraiches de
Centaurea calcitrapa, peut-étre un indicateur trés pertinent de changements d’états dus aux
différentes conditions environnementales ou une réponse a des conditions de traitement

particulier.

111.3 Résultats des tests antifongiques
111.3.1 Test de diffusion sur milieu solide

De nombreux travaux de recherches ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des
produits d’origine naturelle en particulier, les plantes médicinales (Amegawi, 1993). C’est
dans ce contexte que notre étude a été orientée en vue de suivre ’effet des principaux
composés actifs d’une plante médicinale trés largement répandue en Algérie vis-a-vis de la

souche fongique, Candida albicans.

Lors de cette ¢tude, nous avons testé 1’action des extraits ethanoliques des feuilles fraiches
et séches de 1’espece végétale Centaurea calcitrapa vis-a-vis la souche pathogéne Candida
albicans, qui a été évaluée selon la méthode de diffusion sur milieu solide par disque et puits
avec l'utilisation de I’antifongique classique fluconazole comme témoin positif et méthanol
98% comme témoin négatif, ainsi que ’action antifongique d’un composé bioactif parmi les

flavonoides de référence, la quercétine (figure 07).

Le tableau Il reprend les résultats du test de sensibilité et les diametres des zones
d’inhibitions (mm) de Candida albicans autour d’un disque et puits aprés 24h et 48h
d’incubation sous 1’action des différentes concentrations des extraits ¢thanoliques des feuilles

de C.calcitrapa.
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Tableau 111 : Résultats d’évaluation de I’activité antifongique selon la technique de la diffusion en

milieu solide.

Les concentrations

Les zones d’inhibitions en (mm)

Méthode des disques Meéthode des puits
(mg/mb) Apres 24h Apres 48h Aprés 24h Aprés 48h
Extrait EFF 100 0(-) 0() 0(-) 0(-)
50 0() 0() 0() 0()
25 0() 0() 0() 0()
Témoin (-) Méthanol 0(-) 0(-) 0(-) 0(-)
Extrait EFS 100 0(-) 0(-) 0(-) 0(-)
50 0() 0() 0() 0()
25 0() 0() 0() 0()
Témoin (-) Méthanol 0(-) 0() 0() 0()
Fluconazole, 3 32 (+++) 21 (+++)
témoins (+) 2 30 (+++) 19 (++)
1 25 (+++) 15 (++)
Teémoins (-) Eau distillée 0(9) 0()
Quercétine 1 13 (+) 07 (-)
0,5 10 (+) 06 (-)
0,25 09 (+) 03 (-)
Témoin (-) Eau distillée 0(-) 0()

Selon Ponce et al. (2003) la sensibilité des microorganismes a été classée par le diameétre

des halos d’inhibition comme suit

: non sensible (-) pour les diamétres moins de 8mm ;

sensible (+) pour les diamétres de 9 a 14 mm ; tres sensible (++) pour les diametres del5 a 19

mm et extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de 20 mm.

Figure 07 : Les zones d’inhibitions de Candida albicans sous I’action de la quercétine.
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Fluconazole

Figure 08 : Photographies originales montrant le pouvoir antifongique des extraits des feuilles
séches est fraiches de I’espéce végétale Centaurea calcitrapa comparés aux témoins antifongique, le
fluconazole. EEFS : Extrait éthanolique des Feuilles de C.calcitrapa seche. EEFF : Extrait
éthanolique des feuilles de C.calcitrapa fraiche.

D’aprés les résultats illustrés sur le tableau précédent, on remarque que les extraits
éthanoliques des feuilles séches et fraiches de C. calcitrapa a différentes concentrations n’ont
montré aucune activité inhibitrice vis-a-vis de la souche fongique dans les deux méthodes de
diffusion sur gélose ou on observe une absence totale des zones d’inhibition, ¢’est ce que
montrent les images de la Figure 08, ce qui nous permit de révéler la forte résistance de
C.albicans.

Tandis que les diamétres d’inhibition générés par le fluconazole lors de la premiere
observation est importante, alors qu’ils sont diminués apreés 48h de ’essai d’environs 10 mm
pour chaque concentration, ce qui indique que I’effet de fluconazole est un inhibiteur de la
croissance de la levure C.albicans (effet fongistatique) et cette derniére peut reprendre
croissance apres la dégradation de médicament comme un mécanisme de resistance et

I’élimination de leur effet.
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Candida albicans est responsable de la plupart des infections fongiques de I’Homme, la
résistance de C.alicans aux antifongiques continue de croitre et d’évoluer et de compliquer la
prise en charge des patients, malgré I’introduction de nouveaux agents antifongiques
(Pfaller., 2012). Comme on savait que les champignons améliorent constamment leurs
mécanismes de défense. Ces mécanismes peuvent étre brisés par des composants
antifongiques, comme le fluconazole I'un des agents thérapeutiques contre ces mécanismes de
défense fongiques. Selon Martin (1999), le fluconazole, appartenant a la classe des
antifongiques triazolés, est un agent antifongique de premier choix pour le traitement et la
prophylaxie des infections localisées et systémiques a C.albicans, en raison de son efficacité
et de son profil d’innocuité bien connus et peut étre utilisé chez la plupart des patients infectés
par C.albicans, y compris les enfants, les personnes agées et les immunodéprimées.
Cependant, ils ont aussi des effets secondaires a long terme d’utilisation, représentés par la
turbulence de la microflore bactérienne existante et ce qui facilite la prolifération fongique sur

les surfaces des muqueuses (Van de Veerdonk et al., 2010).

Cette grande performance pourrait s’expliquer par le fait que le fluconazole est constitué
des molécules purifiées, contrairement aux extraits végétaux utilisés qui sont encore a 1’état
brut. Ces résultats sont similaires a ceux observé par Dimki¢ et al. (2020), selon lesquelles
tous les extraits brute de C.calcitrapa étudier sur Candida albicans sont moins actifs que le

nystatin, qui est un fongicide de référence utilisé contre ce champignon.

En comparant nos résultats avec ceux obtenus par d'autres auteurs, par exemple celui de
Guven et al. (2005), ou ils ont testé I’activité antifongique des extraits éthanoliques de
différentes especes de genre Centaurea vis-a-vis Candida albicans, qui ont été évalués par
essai de diffusion en puits d’agar et ces résultats montrent que ces cing especes de Centaurea
L. collectées en Turquie présentaient une large gamme d'activités antimicrobiennes a des
degrés divers, en particulier I’activit¢ antifongique et ca peut confirmer que [’activité
antifongique des extraits de plantes dépend d’un certain nombre de facteurs tels que, la
période de récolte, les conditions climatiques, la méthode d’extraction, la composition
chimique ainsi que les types de microorganismes testés et les conditions d’expérimentation.
Par ailleurs, Centaurea calcitrapa est rapportée par d’autres auteurs, tel que Yordanov
(2008), comme une plante médicinale a potentialité antifongique. Ils ont révélé que la
présence des composés actifs, tel que les polyphénols, est responsable de ’effet antifongique
de la plante. Plus évidement, le dosage des polyphénols qu’on a effectué dans ce travail a

démontré la présence des polyphénols dans C.calcitrapa.
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Dans notre étude 1’effet antifongique des polyphénols reste une hypothése fondée sur les
recherches précédentes et il s’est confirmé par le test de la quercétine, qui est une molécule
bioactive isolée présente dans les composantes polyphénoliques de C.calcitrapa, selon le
Tableau Il et la Figure 08, qui a montré des zones d’inhibitions avec un pouvoir inhibiteur
moyen de la quercétine, contrairement aux extraits ou l’effet inhibiteur était faible et ca
revient a la présence de plusieurs composés bioactifs mais en faible quantité, donc
probablement insuffisante pour inhiber ce champignon. 1l est également probable que
I’absence de zones d’inhibitions soit due a une mauvaise diffusion des extraits a partir du

disque a travers la gélose.

111.3.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

D’apreés les résultats obtenus précédemment nous nous SOmmes intéresses a évaluer cette
activité antifongique des extraits brut des feuilles de Centaurea calcitrapa, afin de pallier aux
inconvénients de la méthode de diffusion sur milieu solide et de déterminer la concentration
minimale inhibitrice dans le cas ou une inhibition sur milieu liquide soit révélée.

La CMI est définie comme la plus faible concentration du composé antimicrobien qui
inhibe complétement la croissance fongique invisible a la fin de la période d’incubation. Etant
donné que I’objectif de ce protocole est d’avoir une méthode rapide pour dépister les
antifongiques potentiels, tout puits avec un milieu clair similaire au puits blanc indique une
absence de croissance fongique et considéré donc comme un résultat positif, tandis que tout
puits présentant une turbidité équivalente aux puits témoins de croissance fongique est
considéré comme un résultat négatif indiquant une absence d’inhibition de la croissance
fongique (Figure 09).

Aprés 24h Aprés 48h

Figure 09 : Résultats sur microplaque montrant la CMI pour la souche fongique Candida albicans
apreés 24h et 48h d’incubation.
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Ces figures donnent une illustration de la capacité antifongique des extraits vis-a-vis de
Candida albicans, ou nous remarquons a 1’ceil nu aprés 24h d’incubation 1’apparition d’un
aspect clair pour 1’extrait des feuilles fraiches qui présente un effet plus prononcé que celui
des feuilles seches et dans d’autres puits un dép6t indiquant une croissance fongique, mais
apres 48h on constate la reprise de croissance fongique dans certains puits, ce qui peut

indiquer que I’effet exercé par 1’extrait vis-a-vis de Candida albicans est fongistatique.

Les résultats des effets des extraits de C. calcitrapa en fonction de concentrations, réalisés
dans I’objectif de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI), comparées aux

effets du fluconazole et de I’acide caféique, sont présentés dans les histogrammes ci-dessous :
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Figure 10 : Histogramme des pourcentages de croissance de C.albicans en présence de différentes
concentrations des extraits de C.calcitrapa, le fluconazole et I’acide caféique apres 24h d’incubation.

*: significatif, ns : non significatif (P< 0.05).

La croissance microbienne dans les microplaques a été observée apreés 24h d’incubation et
les résultats sont présentés par la figure 10, qui indique la présence d’une croissance non
significative par rapport au témoin de croissance maximale pour les deux extraits a partir
d’une concentration de 250ug/ml pour I’EEFF (CMI=250ug/ml) d’une moyenne de
28,40814,94 et de 500pug/ml pour I’EEFS (CMI=500pg/ml) d’une moyenne de 91,096+5,81.
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Tandis que pour le FLC et I’acide caféique, la croissance a été¢ a 100% a partir de 4pg/ml
avec une moyenne de 102,059+7 pour le FLC (4<CMI<8) et 6,25ug/ml avec une moyenne de
82,635+12,20 pour I’acide caféique (CMI=125).

Cependant, aprés 48h d’incubation, C.albicansa résisté a I’effet inhibiteur des deux extraits
et de la substance phénolique (figure 11), ce qui a fait diminué la CMI a 500ug/ml pour
I’EEFF avec une moyenne de croissance de 62,898+18,40,et 1000pg/ml avec une moyenne de
28,027+10,065 pour EEFS et 50ug/ml pour 1’acide caféique d’'une moyenne de 70,158+27,95.
Alors que pour le FLC la croissance de Candida albicans a continué de diminuer plus apres
48h d’incubation. L’effet inhibiteur de I’antifongique de référence a duré plus longtemps par

rapport a I’effet des extraits.
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Figure 11 : Histogramme des pourcentages de croissance de C.albicans en présence de différentes
concentrations des extraits de C.calcitrapa, le fluconazole et I’acide caféique aprées 48h d’incubation.

*: significatif, ns : non significatif (P< 0.05).

Aprés 24h d’incubation 1’acide caféique inhibe & 95% la croissance de C.albicans a

50pg/ml pour une valeur de 95,363+0,46 alors que pour I’antifongique on note une inhibition
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qui varie entre les concentrations de 64pg/ml a 8ug/ml pour un pourcentage d’environ 70%,
ou le taux d’inhibition est non significatif pour le reste des concentrations par rapport aux
extraits, ou nous remarquons une inhibition a des concentrations allant de 2000ug/ml a
1000pg/ml pour I’EEFS, tandis que pour I’EEFF I’inhibition varie entre la concentration de
2000ug/ml a 250ug/ml (Figure 12).
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Figure 12 : Histogramme de pourcentage d’inhibition de C.albicans en présence de différentes

concentrations des extraits de C.calcitrapa, le Fluconazole et I’acide caféique aprés 24h d’incubation.
*: significatif, ns : non significatif (P< 0.05).

Apres 48h d’incubation, le pourcentage d’inhibition diminue d’une fagon notable pour
I’acide caféique et les deux extraits EEFS et EEFF qui ont gardé la méme différence du
pouvoir antifongique entre eux, tandis que le fluconazole marque une baisse moyenne, cette
diminution due au développement d’une résistance aux agents antifongiques par Candida
albicans, mais on remarque 1’apparence d’inhibition pour les concentration de 4pg/ml a
0,125ug/ml et ca signifie que le fluconazole a besoin de temps pour exercer son effet

inhibiteur (Figure 13).
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Figure 13 : Histogramme de pourcentage d’inhibition de C.albicans en présence de différentes
concentrations des extraits de C.calcitrapa, le Fluconazole et I’acide caféique aprés 48h d’incubation.

*: significatif, ns : non significatif (P< 0.05).

Les résultats de tests de micro-dilution ont révélé la présence de la sensibilité de Candida
albicans vis-a-vis des extraits des feuilles de C.calcitrapa, a des concentrations précises et
¢galement la résistance de Candida dans d’autres concentrations, contrairement aux résultats
de diffusion en milieu solide dont les extraits n’ont présenté aucune activité antifongique pour
la souche C.albicans qui a été trés résistante. Ceci peut étre lié aux conditions de la micro-
dilution qui a été effectuée dans un milieu liquide, comme étant un milieu favorable pour une
meilleure diffusion de 1’extrait éthanolique, ce qui lui permet de diffuser et de réagir pour

inhiber le champignon.

La méthode de diffusion en milieu solide est une technique peu colteuse, rapide et simple
qui est facilement applicable dans les laboratoires cliniques de routine, qui doit é&tre suivie par
un test qui peut confirmer ses résultats, tel que la microdilution ou il a été révélé dans 1’étude
de Budzynska et al. (2009) que cette technique est plus fiable que la méthode de diffusion en
milieu solide et elle offre de meilleures précisions et reproductibilité des résultats. Par ailleurs,
d’autres études ont affirmé le choix de diffusion en milieu liquide pour évaluer I’activité
antifongique. Selon Castro et al. (2010), le test de diffusion sur disque peut ne pas

représenter une alternative pour déterminer la sensibilité aux antifongiques testés. Ces
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résultats ont été confirmés par Florencia et al. (2016) sur les limites des tests de sensibilité
lors de l'utilisation de la méthode de diffusion sur disque et la résistance doit étre confirmée

en utilisant la technique de microdilution en bouillon.

Nous pouvons constater que le choix de la technique de détermination de la sensibilité
antimicrobienne a un impact sur les données de sensibilité et de résistance. Dans notre étude,
les résultats de sensibilité discutés seront ceux obtenus par la microdilution manuelle, étant

donné qu’il s’agit de la méthode de référence.

Les principes actifs, qui sont des molécules solubles dans 1’éthanol, pourraient étre soit des
terpénes, soit des alcaloides, soit des huiles végétales ou tout autres substances actives qui
sont mieux extraits par les solvants organiques. Il a été rapporté que les extraits végétaux d’un
certain nombre de plantes contiennent des composés, tels que les tanins, les flavonoides et les
alcaloides qui sont dotés de propriétés fongicides. Ces molécules justifient 1’utilisation de ces

plantes dans la pharmacopée traditionnelle (Mohammedi et al., 2013).

L’activité antifongique des deux extraits vis-a-vis de C.albicans a révélé que I’extrait avec
un faible taux des polyphénols (EEFF) a présenté une activité antifongique plus remarquable
que I’extrait riche en polyphénols (EEFS). Ceci peut étre expliqué par le caractére qualitatif
que quantitatif des composés phénoliques et d'autres composants présents dans les extraits et
la relation structure activité. Selon Bruneton (2009), I’efficacité des composés phénoliques

dépend de leurs hétérogénéités structurales.

Par ailleurs, notre étude a mis en évidence une activité antifongique pour tous les extraits
testés sur la souche fongique Candida albicans. Cette activité semble étre liée aux composés
bioactifs de C.calcitrapa, en effet, il est apparu dans plusieurs études que Centaurea
calcitrapa est largement utilisée pour leur propriétés antimicrobiennes, comme illustré dans la
synthese bibliographique, ou de nombreuses études ont examiné les effets potentiels des
polyphénols contre les agents pathogénes des infections fongiques, en particulier, Candida
albicans (Seleem et al., 2016).

Une étude in vivo et in vitro a démontré I’effet inhibiteur de certains composés des
polyphénols trouvés dans Centaurea calcitrapa (Ahmed et al., 1970 ) sur les mécanismes de
pathogénicité de C.albicans, cette étude effectuée par Yordanov (2008) ou ils ont testé
I’influence de 1’apigénine et du kaempférol sur I’activité” enzymatique de la levure in vitro.

Les substances ont révélé des effets suppresseurs complexes sur les processus d’adhérence
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aux cellules épithéliales, I’activité aspartyl-protéase sécrétée et le taux de glycosylation des
protéines de la paroi cellulaire. L’apigénine et le kaempférol ont ét¢ administrés lors d’une
infection systémique par C. albicans, le nombre de survivants étant augmenté avec le
kaempférol. L’application des quatre substances lors d’une infection cutanée a supprimé les
symptomes et a accéléré 1’élimination du champignon du site d’inoculation. D’une fagon
générale, plusieurs auteurs ont suggéré que 1’activité antifongique de certaines plantes, telles
Marrubium vulgar chez Candida albicans varie significativement de 1’extrait flavonoique
testé ainsi que de sa concentration et du type de la souche fongique étudiée (Bouterfas et al.,
2016).

Le mécanisme d’action de I’extrait riche en principaux composés phénoliques est lié
essentiellement a la structure de la paroi et a la perméabilité membranaire de la levure.
L’extrait d’une plante riche en constituants bioactifs exerce son pouvoir antimicrobien par son
interférence avec la bicouche lipidique du germe grace a sa propriété hydrophobe, ce qui
entraine 1’augmentation de la perméabilit¢ puis la perte des constituants cellulaires ;
I’acidification de I’intérieur du germe bloquant la production de I’énergie cellulaire, ainsi que
la synthése des composants de structure et la destruction du matériel génétique, conduisant

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

L’effet antifongique de 1’acide caféique pourrait étre di au groupement hydroxyle présent
dans cette molécule. En effet, Cowan (1999) a montré que 1’augmentation de I’hydroxylation
induit ’augmentation de la toxicité, d’ou le rdle antifongique joué par cette hydroxylation.
L’acide caféique est connu pour son grand pouvoir antifongique et [’explication du
mécanisme d’action responsable de la toxicité antifongique des acides phénols tient peut-étre
a D’inhibition par les composés oxydés des enzymes fongiques a travers une réaction avec les
groupements sulfhydryl ou bien par des interactions non spécifiques avec les protéines
fongiques (Cowan, 1999).

En effet, ces composés majoritaires sont souvent responsables de 1’activité¢ antifongique
des extraits de plantes et non seulement les polyphénols, il y’a également les sesquiterpenes
qui se trouvent dans I’extrait éthanolique et contribueraient a 1’activité globale de 1’extrait,
dont des études in vitro ont démontré que ces substances bioactives provenant de diverses
especes végétales a intérét médicinal présentent un spectre large d’activité antifongique sur
C.albicans (Lee et al., 1977).Cependant dans une autre étude, Panagouleas et al. (2003) ont
testé 1’activité antifongique des composés isolés de C.raphania, a savoir les sesquiterpenes

lactone, parmi lesquels seule la cnicine s’est avérée active contre tous les champignons testés.
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Conclusion et perspectives

L’intérét accordé a 1’étude scientifique du pouvoir thérapeutique des plantes médicinales
n’a cess¢ d’augmenter durant ces derni€res années afin de rechercher de nouvelles alternatives
aux drogues chimiques, et qui sont sans effets néfastes pour la santé humaine et de

I’environnement.

Parmi les plantes en cours d'étude, nous trouvons en particulier les plantes du genre
Centaurea et notamment I’espéce Centaurea calcitrapa. C’est l'une des plantes les plus
répandues dans le monde et qui ont été sélectionnées pour les tests d’évaluation d’activités
antifongiques, réalisés avec les extraits éthanoliques des feuilles seches et fraiches sur

I’inhibition de la croissance de Candida albicans.

La quantification des phénols totaux a été effectuée sur les extraits éthanoliques des
feuilles (séches et fraiches) a montré la présence d’un taux important de composes
phénoliques dans les extraits de Centaurea calcitrapa.

Cependant, des sensibilités plus importantes ont été notées avec les extraits éthanoliques
des feuilles fraiches qui semblent exercer un effet de type fongistatique sur la croissance du
Candida albicans. L'efficacité d'inhibition du développement de la prolifération de cette
levure a été en fonction de la composition chimique des extraits des feuilles séches et fraiches
de la plante étudiée. Il est possible que cette activité observee dans ce travail dépend non
seulement de la teneur en polyphénols ; mais aussi a d'autres substances inconnues ayant la

méme activité.

Enfin, ce travail est une étude préliminaire dans le cadre de la valorisation des plantes
médicinales algériennes, plus particulierement Centaurea calcitrapa pour ses vertus
antifongiques. Il serait donc intéressant d’élargir I’étude a d’autres levures a I’origine d’autres
maladies infectieuses, d’évaluer la contribution dautres substances a [lactivité
antimicrobienne exhibée chez Centaurea calcitrapa et donc réaliser une purification du
principe actif de cet extrait, afin d’ouvrir la voie au développement de nouveaux médicaments

potentiels pour traiter des infections fongiques opportunistes résistantes.
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Résumé :

Les plantes médicinales restent de nos jours une source fiable des principes composés bioactifs connus pour
leurs aptitudes thérapeutiques avérées contre plusieurs maladies infectieuses. La flore médicinale dans les
différentes régions de 1’Algérie est trés diversifiée. Centaurea Calcitrapa a été sélectionnée dans la présente
étude pour les tests d’évaluation d’activités antifongiques, contre Candida albicans, in vitro, des différents
extraits préparés a partir de ses feuilles séches et fraiches. Cette activité a été évaluée par la méthode de diffusion
en milieu gélosé et en milieu liquide par microdilutions. Par ailleurs, la quantification des phénols totaux a été
réalisée par la méthode de Folin-Ciocalteu.

Les résultats ont révél¢ des teneurs en phénols totaux plus élevées pour 1’extrait éthanolique des feuilles
séches avec 48,868mg EAC/g extrait. Cependant, 1’évaluation de I’activité antimicrobienne a montré que
I’extrait éthanolique des feuilles fraiches est plus actif, ceci d’apres les résultats de tests de détermination de la
CMI. Cet effet s’est montré de type fongistatique & 1’égard Candida albicans.

En conclusion, dans les conditions expérimentales de ce travail, les résultats obtenus démontrent que
Centaurea calcitrapa présente une activité antifongique contre Candida albicans, qui peuvent étre considérés
comme trés prometteurs et justifient la poursuite des recherches, entre autres, sur I’identification des composants
anti-fongique de cet extrait actif.

Mots clé : Activité antifongique, CMI, Centaurea calcitrapa, Candida albicans, Fluconazole

Abstract:

Medicinal plants remain nowadays a reliable source of bioactive compound principles known for their proven
therapeutic abilities against several infectious diseases. The medicinal flora in the different regions of Algeria is
very diverse. Centaurea calcitrapa was selected in the present study for the evaluation tests of antifungal
activities, against Candida albicans, in vitro, of different extracts prepared from its dry and fresh leaves. This
activity was evaluated by the diffusion method in agar medium and in liquid medium by microdilutions. In
addition, the quantification of total phenols was performed by the Folin-Ciocalteu method.

The results revealed higher total phenol contents for the ethanolic extract of dry leaves with 48.868mg
EAC/g extract. However, the evaluation of the antimicrobial activity showed that the ethanolic extract of fresh
leaves is more active, this according to the results of MIC determination tests. This effect was fungistatic
towards Candida albicans.

In conclusion, under the experimental conditions of this work, the results obtained show that Centaurea
calcitrapa presents an antifungal activity against Candida albicans, which can be considered as very promising
and justify the continuation of the research, among others, on the identification of the anti-fungal components of
this active extract.

Key words: Antifungal activity, MIC, Centaurea calcitrapa, Candida albicans, Fluconazole



