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Introduction

L'importance des abeilles melliféeres pour l'environnement et les humains est
indéniable. En polonisant efficacement les plantes, elle permet de maintenir la diversité et
d’assurer une qualit¢ de fructification optimale. Elle fournit également aux humains les
produits de la ruche tels que le miel, le pollen, la propolis et la gelée royale (Adjlane et

Kouas, 2021).

Sa santé est devenue un véritable défi : l'affaiblissement et la perte de colonies
observés depuis une décennie peuvent étre le résultat de maladies causées par des facteurs
environnementaux, chimiques et biologiques. Des études récentes tendent a montrer un effet
synergique des pathogeénes (Vidal-Naquet, 2012). Parmi ces agents pathogeénes qui

provoquent des infections mycosiques, nous citons les champignons (Jensen et al, 2013).

Pendant trés longtemps, les humains ont été relativement impuissants face aux
maladies fongiques. Au cours des vingt dernieres années, une forte augmentation de ces
maladies, affectant un large éventail d'hotes, a été observée. Ces maladies sont causées par un
nombre ¢tonnamment €levé d'espéces fongiques (Hajji, 2016). Ces problémes ont incité des
initiatives visant a identifier des compos€s naturels qui ont une activité antifongique
importante et peuvent étre utilisés en toute sécurité pour le traitement et la prévention des

maladies (Gabriel et al, 2018).

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) constituent une richesse naturelle tres
importante dont la valorisation nécessite une parfaite connaissance des propriétés a mettre en
valeur. Les propriétés médicinales des plantes médicinales dépendent de la présence de
différents agents bioactifs et appartenant a différentes classes chimiques. Ces propriétés,
généralement dues a la fraction d'huile essentielle (HE), peuvent étre utilisées pour traiter les

infections fongiques (E1 Mansouri et Moutaj, 2013).

L’objectif principale de notre travail est de tester ’activité antifongique d’une huile
essentielle commercialisée vis-a-vis [’Aspergillus Niger et [’Ascosphaera Apis affectant

I’abeille domestique Apis mellifere.

Vu que I’extraction des huiles essentielles est difficile en plus de la longue durée
qu’elle nécessite. Nous avons pensé a utiliser une huile essentielle commercialisée comme un

produit alternatif thérapeutique, cela est di a sa disponibilité.



Introduction

Dans ce contexte nous posons les questions suivantes: est-ce que cette huile
essentielle commercialisée est efficace contre Aspergillus Niger ? Sur Ascosphaera Apis ?

Elle est efficace contre les deux souches ? Ou bien ne présente aucune efficacité ?
Ce manuscrit est divisé en deux parties :

La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique structurée en deux

chapitres.

» Chapitre 01 : Nous avons commencé par des généralités sur les champignons
pathogeénes
» Chapitre 02 : présente des généralités sur les huiles essentielles et leurs

activités antifongiques

La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui est divisée en deux chapitres, le
premier chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisés durant la manipulation de travail.
Le deuxiéme chapitre présentera les résultats obtenus et leurs discussions. Et en terminant par

une conclusion générale qui cloture notre travail.



Premiere Partie :
Synthese bibliographique



Chapitre I :
Géneralités sur

les champignons



Chapitre 1 Generalites sur les champignons

1. Définition

Les champignons, ou mycetes, sont des organismes eucaryotes unicellulaires ou
multicellulaires comprenant des espéces macroscopiques (macromycetes) et d'autres espeéces

microscopiques (micromycetes) filamenteuses ou de type levure (Chabasse et al, 2002).

Ce sont des micro-organismes eucaryotes, donc dotés d'un noyau avec des membranes
nucléaires, des chromosomes et un noyau. Ils se distinguent donc des bactéries et des

actinomycetes qui sont des procaryotes (Drillon et al, 2011).

IlIs possedent une paroi glucidique rigide constituée de chitine et une membrane
plasmique riche en stérols. Ils se développent grice a un systeme de mycélium appelé thalle

ou mycélium (Germaud et al, 2010).

1.1. Caractéres généraux des champignons
1.1.1. Morphologie et structure

L'organisation cellulaire de base des champignons est le thalle qui constitue 1'organe
végétatif. Il  se caractérise par une grande variété de structures, allant des formes
unicellulaires (levure). Chaque cellule possede un noyau, le plus souvent de forme
filamenteuse, constitué¢ d'hyphes ou cellules allongées sous forme de filaments tubulaires de 2

a 10 microns de diameétre.

Ces hyphes regroupent les organites classiques de la cellule : noyau, mitochondries,
cytoplasme, vésicules. Ils peuvent étre segmentés ou non, et leur union forme le mycélium

(Messaoud et Dhib, 2021).

Figure 1: Thalle unicellulaire (Messaoud et Dhib, 2021)
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Figure 2: Thalle filamenteux (Morin-Sardin, 2016)

1.1.2. Mode de vie

Presque tous les champignons vivent de la décomposition de la mati¢re organique, ils
sont le milieu naturel de récupération des minéraux et sont appelés "saprophytes". Dans
certaines conditions, de nombreux champignons microscopiques parasitent des organismes
végétaux ou animaux ou méme d'autres champignons (c'est le cas de Penicillium rugulosum,
qui infecte la téte d'Aspergillus Niger, sur laquelle des groupes de Penicillium se forment et
finissent par entrainer sa mort). D'autres coexistent avec différentes formes de vie dans le

cadre d'un bénéfice mutuel ou d'une soi-disant «symbiose». (Kachour, 2005).

1.1.2.1.  Les saprophytes

C'est I'un des trois principaux modes de champignons hétérotrophes, les saprophytes
utilisent la matiere organique morte, ce qui provoque (avec l'aide de bactéries) la

décomposition (Berdi ez al, 2009).

1.1.2.2.  Les parasites

Certains champignons passent d'un état saprophyte a un état parasitaire occasionnel
puis a un état strictement parasitaire, qui a dii apparaitre il y a longtemps, lorsqu'ils ont trouvé
des conditions de croissance plus favorables chez les organismes vivants. Le parasitisme des
champignons sur les animaux et les plantes est di au fait que la taille des filaments de ces

derniers est beaucoup plus petite que celle de I'hote parasite (Laamarie ef al, 2009).
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1.1.2.3. Les symbiotes

Selon la morphologie de I'organe résultant de I'union végétative - symbiotique avec
des champignons, on distingue différents types de champignons mycorhiziens. Les
ectendomycorhizes (caractérisées a la fois par la présence d'un revétement d'hyphes et la
croissance d'hyphes intracellulaires et extracellulaires), les endomycorhizes (caractérisées par
l'absence de tubules filamenteux externes et l'infiltration d'hyphes dans les cellules) et les
ectomycorhizes (ou le champignon se développe principalement autour de la base) sont les

plus fréquentes et les plus étudiés (Duponnois ef al, 2013).

1.2. Classification des champignons

Le régne fongique contient des sous-groupes appelés divisions ou embranchements.
Le nom de chaque département se termine par Mycotina, la tribu est divisée en classes, ce
dernier nom se termine par Mycetes, le suffixe "ale" est utilisé pour indiquer l'ordre et le
suffixe "aceae" signifie famille. Chaque famille contient les genres et les especes qui forment
la base de la classification. Par conséquent, chaque champignon, comme tout autre composant
vivant, est identifi¢ par une nomenclature binomiale qui commence par le genre et se termine

par l'espece (Chabasse, 2008).

1.2.1. Zygomycota ou zygomycetes

Espece a cellules sceurs (ou siphoniques), ou les cellules ne sont pas compartimentées
(plusieurs noyaux coexistent dans le méme "siphoning"), spores non flagellées. La taille de

ces especes est microscopique. Il répertorie :

1.2.1.1. Les champignons mucors

Auxiliaires industriels (chimiques ou pharmaceutiques), phytopathogenes, et parfois
parasites humains (agents zygomycoses) (Rapior ez Fons, 2006).
1.2.1.2. Les Entomophthorales

Parasites végétaux ou animaux, parfois agents de lutte biologique contre des insectes
nuisibles connus (porteurs de maladies parasitaires, herbivores, etc.) (Kiffer et Morelet,
1997).

1.2.2. Ascomycota ou ascomycetes

Ces champignons ont un thalle filamenteux cloisonné ou levroid avec des structures
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caractéristiques appelées ascus, qui sont des sporanges spécialisés formés lors de la
reproduction sexuée (Botton er al, 1990). Ces ascomycétes, généralement des octospores,
seront soit libres (Ascomyces ou Hemiascomycétes) soit produits au sein d'organes
protecteurs de forme variable appelés Ascomycétes (Vrais Ascomycetes ou Eucomycetes)

(Chabasse et al, 2002).

1.2.3. Basidiomycota ou basidiomycétes

Espéces qui ont un thalle compartimenté et produisent des spores sexuées (=
basidiospores) en dehors des cellules fertiles, appelées basides. Par conséquent, la
basidiospore développe une cicatrice appelée pointe d'aiguille a partir de ce point d'attache
aprés sa libération. La présence de la pointe de l'aiguille distingue les basidiospores qui

doivent étre dérivées des ascospores (Ripert, 2013).
1.2.3.1. Les homobasidiomycétes

Sont les champignons les plus évolués. Ils forment la plupart de ce qu'on appelle les
"gros champignons" en raison de leurs grandes fructifications (Després, 2012).
1.2.3.2. Le groupe de transition

Unit le genre avec les Calocera divisés longitudinalement de maniere incompléte
(Rapior ef Fons, 2006).
1.2.3.3. Les Phragmobasidiomycétes

Représentent environ 500 espeéces dont la baside reste cloisonnée. Cette classe
comprend deux ordres (Tremella yeux, Tremella : baside médiastin ; oreilles, yeux,

champignon : baside septum transverse) (Després, 2012).

1.2.3.4. Les téliomycétes

Sont des parasites des plantes. Cette classe comprend deux ordres (Urédinales,
Champignon de la rouille ; Ustilaginales, Champignon de la carie dentaire et Champignon du

charbon) (Kiffer et Morelet, 1997).

1.2.4. Chytridiomycotina ou chytridiomycetes

Ce sont les champignons les plus anciens (James et al, 2000).Ils sont les seuls
champignons possédés, Spores monoflagellées (zoospores) (Jennings et Lysek, 1996). La

présence de spores flagellées semble confiner ces organismes aux milieux aquatiques et aux
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sols humides (James et al, 2000). Les organismes de ce phylum sont généralement
microscopiques, mais peuvent également produire du mycélium. La plupart des chytrides sont
saprophytes, aérobies ou anaérobies ; ils sont capables de dégrader un grand nombre de

substrats (Powell, 1993 ; Shearer et al, 2007).

1.3. La reproduction des champignons
1.3.1. Asexuée

Les champignons se reproduisent de maniere asexuée par fragmentation
,bourgeonnement ou sporulation. Les fragments de mycélium peuvent développer de
nouvelles colonies. La fragmentation des hyphes se produit lorsque le mycélium se divise en
plusieurs morceaux, chaque composant se développant en un mycélium séparé. Les cellules
somatiques de levure forment des pousses. Pendant le bourgeonnement (un type de cellule),
un renflement se forme sur le coté de la cellule, le noyau se divise par mitose et le bourgeon

finit par se séparer de la cellule mere (Naili ez al, 2021).

1.3.2. Sexuée

Les champignons a reproduction sexuelle peuvent se combiner en fusionnant leurs
hyphes ensemble dans un réseau interconnecté appelé synapse. La reproduction sexuée
commence lorsque les hyphes haploides de deux champignons se rencontrent et fusionnent.
Bien que les cellules de chaque organisme fusionnent, les noyaux restent séparés. Les hyphes
produits par cette union, appelés dicaryon, ont deux noyaux distincts. Dicaryon forme des
sporanges sexuels, dans lesquels les noyaux fusionnent en un seul. La cellule subit ensuite une
méiose pour former des spores haploides et le cycle se répete. Certaines especes de
champignons n'ont pas de stade diploide a I'exception du sporophyte sexuel, tandis que

d'autres perdent compleétement la capacité de se reproduire sexuellement (Samanta, 2015).
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Figure 3: Cycle de vie des champignons (Adjimi, 2019)
1.4. Les principaux champignons pathogénes

Tableau 1: Les principaux champignons pathogenes

Organisme
Infection Champignons pathogénes Pathologies
infecté
Genre Aspergillus Aspergillose (Parra et
Aspergillus flavus Ramos, 1998 ;
Aspergills fumigatus Garrett et al, 1999).
Infection Aspergillus Niger
Abeilles profondes Nosemaspp : Nosémose
(invasives) N.apis et N.ceranae (Higes et al, 2013).
Le couvain platré
Ascosphaera Apis (ascosphaerose)
(Bailey, 1996 ;Gilliam, 1986).
, ) Les leyures du genre Condidose disséminées
L’humain Condida :
. . (Hochard et al, 2008).
. Condida albicans)
Infections - - -
rofondes Aspergillose invasives
P . . (Agbo-godeau et Guedj,
(invasives) Aspergillus 2005)
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Cryptococcus Cryptococcose
Néoformans (Adoubryn et al, 2006)
) Dermatophytes
Infection
) Microsporum Dermatophytoses
superficielle
Trichophyton (Ouraini et al, 2007)
cutance
Epidermatophyton
Infection Magnaportheoryzae La pyriculariose du riz(Ou,
cutané 1980).

Plantes muqueuse Botrytis cinerae La pourriture
grise(VanBaarlen et
al,2007).

Fusarium oxysporum ... Le flétrissement vasculaire
(Villa-Martinez et al,2015) .
Dermatophy Dematophytoses
teszoophiles Epidermophytose circinée
(rare)
Trichophyton
equinum
Infection Microsporum Epiderrnophytose circinée,
Animaux superficiels canis ... teigne (tineacapitis)
cutanée Microsporid Encéphalitozoonose, micros
ies : poridiose neurologique,
Encephalitoz disséminée
ooncuniculi
Enterocytozo Entérocytozoonose,
onbieneusi ... microsporidiose intestinale,

respiratoire (Polack et al,

2015).
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1.5. Quelque maladies fongiques
1.5.1. L'ascosphaerose de I’abeille
1.5.1.1. Définition et agent causal

L’ascosphérose étant une maladie de ’abeille et également une forme de mycose
due & un champignon hétérothallique a reproduction sexuée Ascosphaera Apis (Jensen et al,

2013 ; OIE, 2014 ; Hemmerlé, 2015).

Elle est également connue sous le nom de couvain calcifi¢, de couvain rustique ou de

maladie fongique (Bamford et Heath, 1989).

1.5.1.2. Symptomes

Au fond de la ruche ou au petit matin avant le trou de mouche se trouvent des larves
momifiées : larves d'abeilles mortes et séches, recouvertes d'un mycélium blanc (rarement

noir grisatre) (Fluri ez al, 1998).

Au couvain, il apparait clairsemé, "mosaique" et non serré avec une répartition
aléatoire des larves a différents ages. Cette pathologie provoque également la formation
autour de la larve d'une masse filamenteuse cotonneuse blanche occupant les alvéoles

(Adjlane, 2012).

1.5.1.3. Dégits

L'dscosphérose affecte les géniteurs non cultivés. Elle n'est dangereuse que lorsque la
colonie est affaiblie par d'autres facteurs, notamment en cas de manque de nutrition (Flores e?

al, 2005).

Elle tue rarement les abeilles. Cependant, cela peut entrainer un retard de la croissance
printaniere, ainsi qu'une diminution de la force de la ruche a mesure que le miel coule,

entrainant éventuellement une mauvaise récolte (Colin, 1989).

1.5.2. L’aspergillose
1.5.2.1. Définition et Agent causal

L’aspergillose est une maladie du couvain trés rare des abeilles, causée par plusieurs
champignons du genre Aspergillus. Aspergillus Flavus a été le plus souvent signalé, suivi de
A. Fumigatus, mais d’autres especes incluant A. Niger peuvent tuer les abeilles melliferes

Aspergillus est capable d’infecter I’hote par le biais de I’intestin si les spores sont ingérées;

10
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par conséquent, tout comme pour Ascosphaera Apis (couvain platré), les larves et les adultes

peuvent étre infectés (Jensen et al, 2013).

Cette maladie, peu contagieuse, est répandue en Europe et en Amérique.

L’aspergillose touche aussi bien les abeilles adultes que les larves (Oie, 2014).

1.5.2.2. Dégits

Les mauvaises conditions climatiques (trop humides ou trop froides), les carences
alimentaires et 1’exces de pollen transporté dans les hausses hativement sont les principaux

facteurs favorables au développement de I’aspergillose (Fernandez et Coineau, 2007).

La plupart des especes d'Aspergillus produisent des aflatoxines qui ont été la cause

principale de la mort des abeilles melliféres infectées le piétin (Seyedmousavi ef al, 2015).

1.6. L’antifongigramme
1.6.1. Définition

L’antifongigramme est un apport indéniable options de traitement pour les cliniciens,
mais ce derniers doivent doit étre accompagné d'une piece d'identité décrire précisément la
nature du champignon et tester utilisé car pour un méme antifongique, la CMI Il peut y avoir
différentes interprétations selon le test (par exemple CLSI ou EUCAST) et dépend de l'espéce
(ex. Candida albicans ou Candida glabrata) (Paugam, 2010).

La carte antifongique est un test concu pour déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) d'une souche fongique contre divers agents antifongiques. Par définition, la
concentration minimale inhibitrice est la concentration la plus faible d'un agent antifongique
capable d'inhiber complétement la croissance d'une souche donnée apres une certaine période
d'incubation. La fiabilité de la carte antifongique est affectée par de nombreux parameétres qui

doivent étre étroitement contrdlés (Bourouda, 2010).

1.6.2. Fiabilité des tests de sensibilité aux antifongigramme

De toute évidence, la réalisation de tests de sensibilité est incontestable pour identifier
les champignons résistants aux médicaments et déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) des souches fongiques, mais surtout pour prédire I'évolution clinique du
traitement. Cependant, leur fiabilité est limitée par diverses difficultés, parmi elles on peut

citer. Tout d'abord, rappelez-vous que les champignons sont des eucaryotes. De ce fait, leur

11
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biologie est beaucoup plus complexe que celle des bactéries, et la compréhension du

phénomene de résistance aux médicaments anti-infectieux reste incompléte.

Les résultats de ’antifongigramme obtenus in vitro dépendent de nombreux facteurs
liés a l'agent antifongique lui-méme (propriétés physicochimiques treés différentes parmi les
trois classes d'agents antifongiques : polyénes, azolés, fluoropyrimidines), a la méthode
(méthode de macro dilution ou méthode de microdilution , méthode de diffusion sur gélose),
conditions opératoires (pH et composition du milieu, température et durée d'incubation,
densité de l'inoculum), stade des champignons testés (spores/pseudomycélium de levure,

spores/mycélium de moisissure).

Ces variations affectent fortement l'interprétation et la reproductibilité des résultats,
non seulement d'un laboratoire a l'autre, mais aussi au sein d'un méme laboratoire. Pour
I'amphotéricine B, l'effet des conditions opératoires est relativement limité, et pour la 5-
fluorocytosine ces parameétres sont actuellement bien maitrisés. Pour les azolés, en revanche,
ces variables ont un impact significatif sur les résultats. Jusqu'a ces derni¢res années, les

quelques études qui lui ont été consacrées n'ont pas permis d'aborder ces difficultés.

Enfin, un manque de corrélation est souvent constaté entre les résultats in vitro et in
vivo. Compte tenu des limites liées aux tests in vitro impliquant notamment les azolés, des
efforts considérables ont été faits en recherche clinique pour développer des modules
d'infections fongiques expérimentales. Actuellement, c'est le moyen le plus fiable d'évaluer et
de prédire l'efficacité et la tolérabilit¢ des agents antifongiques avant leur utilisation chez

I'homme (Grillot,1996 ; JD,2007).

1.6.3. Tests de sensibilité d’antifongigramme

Quelle que soit la technique utilisée, le critere de sensibilité optimal reste la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI). Les seuils définissant la
sensibilité ou la résistance ne s'appliquent qu'aux levures (Paugam, 2010).

Deux méthodes ont été validées par le National comitee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS) aux Etats-Unis : E-test (AB Biodisk) et Fungi test (Bio-Rad).

1.6.4. E-test (AB Biodisk)

C'est une méthode par diffusion a partir d'une bandelette imprégnée d'un gradient de

concentration antifongique, qui est secondairement déposée sur la gélose, permettant une
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lecture directe de la CMI effective. Il s'agit de la technique la plus proche de la méthode de
référence développée par le NCCLS. Il permet de tester tous les antifongiques systémiques
contre les souches de Candida, Cryptococcus neoformans, Aspergillus, Fusarium et Mucor

(Paugam, 2010).

v L'interprétation

Lecture de la concentration minimale inhibitrice (CMI).Une fois la période
d'incubation écoulée, lorsque la croissance devient apparente et que le point final est clair,
lisez la valeur CMI a l'intersection entre la région d'inhibition et la bande E-test. D'autre part,
lorsque différentes combinaisons d'inhibition de croissance ont été observées, les illustrations
disponibles dans la lecture expérimentale E-test ont été utilisées pour sélectionner avec
précision le point final CMI. Lorsque la croissance se produit sur toute la bandelette, c'est-a-
dire qu'aucune ellipse d'inhibition n'est observée, la CMI doit étre indiquée comme étant
supérieure a la valeur la plus élevée indiquée sur 1'échelle de la CMI. Lorsque I'ellipse
d'inhibition se situe en dessous de la bande, c'est-a-dire qu'il n'y a pas de croisement bande-
bande d'inhibition, la CMI doit étre déclarée inférieure au minimum sur I'échelle des CMI

(Bourouda, 2010).

1.6.5. Fungitest (Bio-Rad)

Cette technique évalue la croissance des levures en milieu liquide et en présence de six
agents antifongiques testés a deux concentrations différentes. Les six principes actifs utilisés
dans cette technique sont: Sfluorocytosine, amphotéricine B, miconazole, kétoconazole,

itraconazole et fluconazole (Linas ef Cassaing,2001).

La microplaque Fungitest comporte 16 puits, dont deux sont destinés au contrdle
négatif et deux autres puits au controle positif, tandis que les 12 puits restants contiennent les

six agents antifongiques a deux concentrations différentes sous forme déshydratée (JD, 2007).

v L'interprétation

L'interprétation se fait en fonction de la couleur des 2 cupules pour chaque
antifongique
Bleu—Bleu: absence de croissance : souche inhibée par I’antifongique
Rose -Bleu : faible croissance : souche intermédiaire

Rose-Rose: croissance: souche non inhibée par 1’antifongique in vitro (Bourouda, 2010).
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1. Historique

Les premicres preuves de la fabrication et de l'utilisation des huiles essentielles
remontent a 3000 avant cette époque. Ainsi, les huiles essentielles semblent avoir

accompagné la civilisation humaine depuis ses origines les plus reculées (Belkhiri, 2015).

I1 est difficile de savoir quand les premicres huiles essentielles ont été extraites ; en
effet, les écrits anciens parlant d'eau distillée a des fins médicinales ne décrivent pas avec
précision les procédés utilisés. Le premier document décrit un procédé de distillation datant

du IXe siecle, lorsque les Arabes ont introduit les huiles essentielles (HE) en Europe.

Au XVle siecle, le concept d'huiles essentielles et d'huiles grasses, et la méthode de
séparation des essences des eaux aromatiques, sont devenus bien connus. A I'époque, les
huiles essentielles étaient commercialisées a des fins industrielles, thérapeutiques et
cosmétiques. A la fin du 19¢éme siecle, les chimistes ont réussi a isoler, séparer et répliquer les
molécules actives des huiles essentielles en parfumerie, thérapeutique et autres industries

(Malik, 2019).

2. Définition

Il existe plusieurs facons de définir les huiles essentielles, également appelées «
essences » ou « huiles volatiles » (Chouitah, 2012), qui sont des mélanges naturels
complexes de métabolites secondaires volatils, lipophiles et généralement liquides ; extraits
des plantes par vapeur ou hydro-distillation et par expression a froid (Guinoiseau et al,

2015).

Ils sont prélevés sur les feuilles, les graines, les bourgeons, les fleurs, les branches,
I'herbe, 1'écorce, le bois, les racines ou les fruits (Abed, 2018). Il est important de faire la
distinction entre les huiles essentielles et les essences. Ces derni¢res sont des sécrétions
naturelles produites par des organismes végétaux, tandis que les huiles essentielles sont le

résultat de l'extraction d'essences (Benmeggoura et al, 2021).

3. Répartition et localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont des sécrétions naturelles produites par les plantes,
contenues dans des cellules ou des parties de plantes telles que les fleurs (rose), les sommités
fleuries (lavande), les feuilles (citronnelle), 'écorce (cannelle), les racines (iris), les fruits

(vanille), bulbes (ail), rhizomes (gingembre) ou graines (muscade) (Boukhatem, 2019).
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Les huiles essentielles sont synthétisées a partir de plantes aromatiques en tant que
métabolites secondaires. Ces plantes se caractérisent par la présence de structures sécrétoires
d'huiles essentielles trés spécifiques, telles que des poils sécrétoires (Lamiacées), des sacs
sécrétoires (Myrtacées, Rutacées) et des canaux sécréteurs (Apiacées, Astéracées) des cellules
a huiles essentielles (lauracées, Zingibéracées). lls interviennent également dans le stockage

des huiles essentielles (Brunechon, 1987 ; Bouyahya et al, 2018).

4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont caractérisées par la propriété d’étre liquides et volatiles a
une température ambiante. Ils sont généralement de couleur claire et dégagent une forte
odeur. Leur densité est sous l'eau. Ils sont extrémement insolubles dans I'eau, mais peuvent
étre emportés par la vapeur d'eau. En revanche, I'HE est soluble dans les solvants organiques

courants et est donc qualifiée de liposoluble (Kamatou et al, 2013).

Ils sont principalement formés de composés asymétriques qui leur conférent la
capacité de tourner. Ceux a haute teneur en mono terpénes ont une faible densité et un indice
de réfraction €levé, par contre une teneur €levée en dérivés contenant de I'oxygene aura l'effet
inverse. Les huiles essentielles doivent étre conservées a l'abri de l'air et de la lumiére car

elles sont sensibles a I'oxydation et ont tendance a polymériser (Guezil, 2012).

5. Composition chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées d'un mélange complexe de composants,
généralement parlant, la plupart ont un a cinq. Parmi les innombrables substances présentes

dans les huiles essentielles, on retrouve celles présentes dans le tableau 2.

Tableau 2: Famille des composés présentant dans les huiles essentielles (Tolba, 2017)

Famille Structure

Phénols

Thymol, carvacrol,eugénol

Thymol Carvacrol
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Alcools terpéniques =
Linalol, géraniol, thuyanol, bornéol,
menthol linalool
Alcools sesquiterpéniques
Bisabolol ,viridiflorol, nérolidol :
Viridiflorol
Aldéhydes terpénique CHy
Néral,géranial citronnellal X0
Citronellal
Cétones terpéniques
Menthone,thuyone,cryptone,carvone 0
Menthone
Oxydes terpéniques 1
» O
1,8Cinéole, ascaridole
1.8 cinéole
Terpénes A
;'...,
Paracymene,limonéene,myrcene e
limonéne

6. Procédés d’extraction des huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles (HE) est une opération complexe et délicate. En
effet, il vise a capter et collecter les produits les plus volatils, délicats et fragiles issus des

plantes, sans en altérer la qualit¢é (Lahlou, 2004 ; Richter et Schellenberg, 2007).
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Différentes méthodes sont employées pour l'extraction des essences végétales, cette diversité
étant due a la variété des matieres premieres et a la grande sensibilit¢ de leurs certains

composants (Ibtissam et Benchercher ,2021).
7. Les principales méthodes d’extraction

e Hydrodistillation
e [’Entrainement a la vapeur d'eau
e L'hydro diffusion

e ['expression a froid

Quel que soit le type d’extraction utilisé, Les étapes de 1’extraction des huiles
essentielles d’origine végétale restent identiques. Il est nécessaire dans un premier temps
d’extraire de la maticre végétale les molécules aromatiques constituant 1’huile essentielle, puis

dans un second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation (Lucchesi, 2005).

7.1. Extraction par Hydrodistillation

Ce procédé consiste a plonger la matiére premiere dans un bain-marie et a porter
l'ensemble a ébullition (Figure 4). Ce procédé est généralement réalisé a pression
atmosphérique. La distillation peut étre réalisée avec ou sans cohobage de l'eau aromatique
obtenue lors de la décantation. Ce procédé présent des limites principalement dues a 1’action
de la vapeur ou de l'eau bouillante (Farhat, 2010).Cependant, le contact direct des
constituants de I'HE avec 1'eau provoque des réactions chimiques entrainant des modifications

des constituants finaux de l'extrait (Lamamra, 2018).

Les conditions opératoires et surtout le temps de distillation ont un effet significatif sur
le rendement et la composition en HE. C'est pourquoi des modéles mathématiques sont
actuellement développés qui peuvent optimiser au mieux ces conditions pour générer des HE
de maniere reproductible. L hydrodistillation a des limites. Un chauffage fort et prolongé
provoque la dégradation de certaines plantes et la dégradation de certaines molécules

aromatiques (Bruneton, 1999).
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Figure 4: Schéma du montage d'hydrodistilation de type clevenger (originale)

7.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La distillation a la vapeur est I'un des procédés d'extraction les plus anciens pour
obtenir de I'HE. Dans ce systéme d'extraction, la matiére végétale est soumise a un flux de
vapeur ascendant ou descendant sans traitement préalable. Cette technique ne permet pas de
contact direct entre I'eau et les plantes, évitant ainsi une certaine hydrolyse ou décomposition
pouvant affecter la qualité de 1'huile (Chenni, 2016). De plus, les parfums des HE sont
obtenus plus délicatement et la distillation, plus réguli¢re et plus rapide, fait que les notes de

téte sont riches en esters (Raaman, 2006).

La partie dite "de téte", un ardme trés volatil dii aux molécules légeres, apparait en
premier. Typiquement, une demi-heure recueille 95 % des molécules volatiles (Kaloustian e?

Hadjiminaglou, 2012 ; Masango, 2005 ; Gavahian ef Chu, 2018) (Figure 5).
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Figure 5: Montage d'entrainement a la vapeur d'eau (EI haib, 2011)

7.3. Hydro-diffusion

Cette technique relativement récente, consiste a faire passer du haut vers le bas et a

pression réduite la vapeur d’eau a travers une matrice végétale (figure 6). L’avantage de cette

technique est traduit par 1’amélioration quantitative et qualitative de I’huile essentielle

(Touhami, 2017).

regulation de
la vapeur

condenseurs

Figure 6: Schéma d'extraction par hydro diffusion (Eddine, 2017)
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7.4. Expression a froid

Cette technique est la plus simple, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont 1’écorce
des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Cela concerne les citrus (orange,
citron, mandarine, bergamote...). Cette méthode se fait sans chauffage et consiste a dilacérer
(brise mécaniquement)les péricarpes ou «zestes» en exergant une forte pression a 1’aide d’une
presse hydraulique (figure 7). Cela permet de faire sortir l'essence contenue dans les sacs
oléiferes, qui tapissent 1'écorce du fruit, et de récupérer cette derniére par un procédé physique

(Laurent, 2017).

T iy e

<~ IHHuile exs=enntiell e

~— T @

Figure 7: Schéma d'expression a froid (Mnayer, 2014)

8. Role des huiles essentielles

Les huiles essentielles jouent un role important dans la protection des plantes. Ils
contiennent divers métabolites secondaires qui peuvent inhiber ou ralentir la croissance
bactérienne (Bouyahya et al, 2017). Ils sont responsables de l'odeur caractéristique des
plantes aromatiques, importante pour attirer les insectes pollinisateurs des graines. De plus,
les huiles essentielles ont des effets défensifs contre les prédateurs et les maladies (Moro et
al, 2018).

Bousquet, (1972) pensait que certains de ces produits seraient des composés
intermédiaires du métabolisme et qu'ils seraient libres pendant certaines périodes liées a
l'activité végétative de la plante.

Les monoterpenes et les sesquiterpenes peuvent jouer des rdles différents car ils sont

importants dans la relation des plantes a leur environnement. Par exemple, le 1,8 cinéole et le
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camphre ont inhibé la germination d’organes infectés ou la croissance d'agents pathogenes a
partir de ces organes (Boueiz, 2016). Enfin, un développement de Croteau, (1986) suggere
que les huiles volatiles auront bien un réle dans la mobilisation de 1'énergie lumineuse et des

thermostats au profit de la plante.

9. Méthodes d’analyses des huiles essentielles

Il existe de nombreuses techniques pour I’analyse des huiles essentielles et les

extraits végétaux, on peut distinguer les techniques chromatographiques de séparation

des composants chimiques, les techniques spectroscopiques et les techniques de couplage

(Benazzouz, 2011).

9.1. Chromatographie en phase gazeuse

La GC est une méthode d'analyse par séparation et convient aux composés gazeux ou
aux composés qui s'évaporent facilement par chauffage sans se décomposer. Les progres
technologiques dans les colonnes capillaires, les phases stationnaires et les détecteurs ont

rendu la caractérisation GC de I'HE essentielle (Bouchonn ef Libong, 2002).

L'unit¢ GC se compose de trois parties : I'injecteur, la colonne et le détecteur, qui sont
combinés dans un cadre. La phase mobile qui entraine 1'échantillon dans la colonne est un gaz
appelé gaz porteur. L'analyse commence au moment ou une trés petite quantité d'échantillon
liquide ou gazeux (1pl) est introduite via un micro-injecteur dans une seringue qui a la double
capacité d'amener 1'échantillon a I'état de vapeur et d'amener le flux de gaz vers le haut de la
colonne. Celui-ci est logé dans une enceinte a température réglable (four) et contient la phase

stationnaire Figure 8 (Labidi, 2021).

Les différentes molécules contenues dans la phase gazeuse vont se séparer une a une et
quitter la colonne vers le détecteur selon leur affinité avec la phase stationnaire (Al-Alam,

2017).
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Figure 8: Schéma du principe d'un systéme CPG (Labidi, 2021).

9.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(GC-MS)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est
aujourd'hui l'une des techniques les plus utilisées en chimie analytique. Le principe de cette
technique est de transférer des composés séparés par chromatographie en phase gazeuse a
travers une phase mobile (gaz vecteur) dans un spectrometre de masse pour les scinder en
ions de masse variable dont la séparation sera basée sur leur masse. La principale difficulté
rencontrée dans ce procédé de couplage est due a la grande différence de pression (Bendif,

2017).

En fait, la spectrométrie de masse nécessite des niveaux de pression tres bas, tandis
que la chromatographie en phase gazeuse nécessite des niveaux de pression plus élevés.
L'identification est ensuite effectuée en comparant l'indice de rétention et le spectre de masse
des composants individuels a ceux des produits de référence contenus dans une bibliotheque

informatisée contenant des milliers de spectres (Ounoughi et Ramdani, 2021).

Mode d’action des huiles essentielles

Les huiles essentielles et leurs constituants ont des mécanismes d'action divers et tres
ciblés, affectant notamment les membranes cellulaires et le cytoplasme, et dans certains cas
altérant complétement la morphologie cellulaire, voire affectant 1'expression des genes

(Bouyahya et al, 2017).

Les HE sont des molécules lipophiles, ce qui leur permet de se répartir dans les lipides

des membranes cellulaires bactériennes et de les désintégrer, augmentant ainsi leur
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perméabilité (Oussalah ef al, 2006). Les bactéries Gram-négatives agissent légeérement
différemment : les composés hydrophobes de I'HE sont capables d'atteindre leur périplasme

directement a travers les porines (Helander et al, 1998).

De manicere générale, leurs actions se déroulent en trois étapes (Chouitah, 2012) :
v' L'attaque de la paroi bactérienne entraine une perméabilité accrue.

v" Acidification a l'intérieur des cellules, entravant la production d'énergie.

v' Détruire le matériel génétique qui cause la mort cellulaire

11. Activité antifongique de quelques huiles essentielles

Les huiles essentielles constituent une source potentielle de nouveaux médicaments
antifongiques, soit sous forme pure, soit sous forme de dérivés des composés originaux pour
optimiser 1'efficacité thérapeutique, la rendre plus efficace et plus stire (Peralta et al, 2015).
Les huiles essentielles ou leurs composés actifs peuvent étre utilisés comme agents
protecteurs contre les champignons et les micro-organismes entrant dans les aliments (Juarez

et al,2016).

Les extraits les plus étudiés dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques sont
principalement obtenus a partir des plantes suivantes (Menthe, Thym, Lavande, Romarin, etc.)

En effet, ils sont riches en composés phénoliques (Saliha ez Ahlem, 2018).

11.1. Activité antifongique de I’huile d’olive

L'activité antifongique de cette huile est trés puissante. Certains chercheurs révelent
qu'elle est en grande partie due a ses acides gras tels que les acides linoléique, oléique et

linolénique (Kesari et al, 2010).

11.2. Activité antifongique de I’huile du Menthe poivrée

La menthe poivrée est riche en menthol, acétate de méthyle et menthone (Carlier-
Loy, 2015). Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations fongicides
(CMF) de Mentha sur Aspergillus Flavus €taient inférieures a toutes les valeurs rapportées
dans diverses études d'huiles essentielles étudiées, notamment Lippia alba (Shukla et al.,
2009), Cinnamomum glaucescens (Prakash et al, 2013), Cinnamomum jensenianum (Tian et

al, 2012) et Canangaodorata (Prakash et al, 2012) ainsi que des fongicides de synthése
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comme la nystatine (Prakash et al, 2010), ces informations confirment les recommandations
d'utilisation des huiles essentielles a des dosages plus faibles pour une économie remarquable

(Carlier-Loy, 2015).

11.3. Activité antifongique d’HE de lavande

L’huile essentielle de Lavande montre des activités fongistatique (inhibition de la
croissance fongique) a la concentration de 0,062 % et fongicide (par atteinte de la formation
de spores) contre les souches de Candida Albicans (Ozek, 2010). Les souches responsables
d’infections vaginales sont plus sensibles a I’huile essentielle de Lavande que celles
impliquées dans les infections oropharyngées (CMI 0,69 vs 1,04 %). Le linalol montre une
activité cytotoxique ¢€levée: a une concentration de 0,5%, toutes les cellules de C.Albicans
sont détruites en 30 secondes tandis que I’acétate de linalyle a la concentration de 2 % tue 93
% des cellules en30 min (D’auria et al, 2005). Le linalol est fongistatique tandis qu’a plus

forte concentration (150 pg/ml), il est fongicide.

Cette activité fongistatique a été observée contre divers Aspergillus tels A. Niger, A.
ochraceus et A. Fumigatus (Moon et al,2007).L’activité¢ fongicide des huiles essentielles de
Lavande et Lavandin surles mycéliums de Tineapedis, responsables du pied d’athléte, est

renforcée par la chaleur (Inouye et al, 2007).

11.4. Activité antifongique d’huile clou de girofle

L’huile essentielle de clou de girofle possédé une puissante activité antifongique
contre les pathogenes fongiques opportunistes, comme le Candidat albicans, le cryptococcus
néoformés ou [’Aspergillus fumigatus. Elle a été¢ particuliecrement efficace sur un modele

expérimental de vaginite murine sur un mode¢le animal (Goetz et al, 2010).

11.5. Activité antifongique de la nigelle

L'huile de nigelle est connue pour sa forte activité antifongique par rapport aux
fongicides classiques. Des études précédentes ont montré que différents composants de cette
huile avaient une activité importante contre les champignons pathogénes pour 1'homme,

notamment Aspergillus flavus et Aspergillus Niger (Asdadi et al, 2014).
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12. Méthodes d’évaluation de I’activité antifongique

12.1. Méthode de diffusion (I’aromatogramme)

Me¢éthode d'utilisation de disques de cellulose stériles (diamétre : 6 mm) imprégnés
d'huiles essentielles a tester. Ils sont déposés sur une surface gélosée stérile, fondue et coulée
aseptiquement dans une boite de Pétri ou sont ensemencés les microorganismes a tester a

raison de 107 a 10® germes/ml (Boulaghmen et al, 2018).

Le milieu utilisé pour les champignons est le PDA (Potato dextrose agar: milieu de

culture spécifique). L’incubation se fait a 28°C de 3 a 5 jours.

Deux modes d'incorporation des huiles essentielles sont possibles : sur un disque de
papier (Omer et al, 1998 ; Aboutabl et El-Sakhawy, 2000) ou dans le puits (trou) réalisé

dans le milieu agar (Ascensio et al, 1998 ; Baratta et al, 1998).

12.1.1. La technique des disques

Actuellement, cette méthode est la plus connue et la plus couramment utilisée
(Fontanay et al, 2015). Car elle permet d’accéder a des résultats essentiellement qualitatifs
(Hayes et Markovic, 2002). Elle implique l'utilisation de disque en papier imprégnés des
différentes substances a tester. Placer le disque sur la surface de la gélose et ensemencer
uniformément la suspension microbienne a étudier (Fauchere er Avril, 2002) .Pendant
l'incubation, la substance diffuse dans la gélose (en surface et/ou dans la masse), ce qui crée

un gradient de concentration selon la substance.

Lorsqu'une activité antifongique est observée, un halo d'inhibition se produit autour du
disque. Le diametre mesuré donne des données qualitatives sur l'inhibition, avec la régle
suivante : "Plus le diameétre d'inhibition est grand, plus l'activité antimicrobienne de

I'échantillon testé est importante" (Fontanay et al, 2015).

12.1.2. La technique de diffusion en puits

Il s'agit de créer une cavité dans la gélose. Cette cavité est ensuite remplie d'un volume
donné d'huiles essentielles qui diffusent dans la gélose (Rhayour, 2002 ; Wilkinson, 2006).
Apres incubation, des zones d'inhibition de la croissance microbienne (pour les huiles actives)

ont ¢été obtenues et mesurées (Dorman ef Deans, 2000).
Pour ces deux techniques, la sensibilité du germe testé peut étre appréciée en fonction
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du diametre de l'inhibition obtenue. En effet, la sensibilit¢ d’'un germe est nulle pour un
diamétre inférieur ou égal a 8 mm. Elle est limité aux diametres de 8 & 14 mm et moyen aux
diametres de 14 a 20 mm. Pour un diamétre supérieur ou €gale a 20 mm le germe est tres

sensible (Bouzeraa-Bessila, 2013).

12.2. Méthode de dilution de bouillon

La méthode de dilution en bouillon a également été utilisée pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice. Une gamme de dilutions d'huiles essentielles sont
ajoutées a une série de tubes contenant des milieux de culture liquides de la composition
appropriée. Apreés ensemencement des microorganismes étudiés et incubation dans les
mémes conditions, la concentration minimale inhibitrice est indiquée par le tube de dilution
a partir duquel aucune croissance n'est observée. Cela signifie qu'aucune turbidité ou
perturbation n'a été observée dans le milieu (kechkar, 2008).Des méthodes de micro-
bouillon ont été également développées, utilisant des microplaques et de ce fait réduisant le

volume de I'extrait requis (Del-Vechio-Vieira et al, 2009).

Une mesure de turbidit¢ ou une utilisation d'un indicateur de viabilité des
microorganismespermettentladéterminationdesconcentrationsminimalesinhibitrices«

resazurine, methyl thiazol diphenyl tetrazolium (MTT) » (Hussain et al, 2010).

12.3. Méthodes des micro-atmospheéres

La méthode dite de la micro atmosphére, une méthode de diffusion sur disque d'agar
légerement modifiée, est parfaitement adaptée a I'estimation de l'activité des huiles
essentielles en phase vapeur. Elle est utilisée pour définir I'activité des huiles essentielles qui
doivent étre employées comme conservateurs atmosphériques. Dans ce cas, un disque
humidifié avec de I'huile essentielle est fixé au couvercle d'une boite de Pétri, qui est ensuite

inversée et incubée (Bishop ef Thornton, 1997).

Il y a volatilisation de substances volatiles dans l'enceinte de la boite. La lecture des
résultats de ce test porte sur la croissance ou non de I’inoculum, se traduisant par un halot qui

sera mesur¢ par un pied a coulisse (Kellner ef Kobert, 1954).
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Chapitre 1 Materiels et Meéthodes
1. Objectifs

Les champignons pathogénes sont considérés parmi les micro-organismes les plus
dangereux qui ont un rdle majeurs dans 1’apparition de nombreuses affections et troubles
grace a ca pathogénicité, c’est ce qu’il nous poussée de trouver des alternatifs efficaces et

thérapeutiques pour minimiser ou inhiber la croissance fongique.

Dans ce contexte, notre étude est basée sur 1’utilisation d’une huile essentielle
commercialisée afin de tester leur activité antifongique sur deux champignons pathogenes

d’abeille domestique Apis mellifere : Aspergillus Niger et Ascosphaera Apis.

2. Matériel

Le matériel utilisé pour la réalisation de cette étude est détaillé dans cette partie.

2.1. Echantillon

Nous avons isolé deux souches fongiques (Aspergillus Niger et Ascosphaera Apis), a

partir des colonies d’abeille infectées.

Figure 9: La cire battue issue d’une colonie infectée (originale)

Ces souches ont été choisies parce qu’elles figurent parmi les genres les plus

pathogeénes qui provoquent des affections mycosiques nocives chez les abeilles.

2.2. Le milieu de culture

Le milieu de culture utilisé est le Sabouraud d’extrose agar, c’est un milieu favorable

pour la croissance des champignons.
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2.3. Les verreries

Les boites de pétri
Pipette pasteur

Lames et lamelles

ASIRNERNERN

Tube a essai

2.4. Les appareillages
Etuve a 28°C
Bain mari

Bec benzéne

Four a moufle

AN NI NEEN

Microscope optique

2.5. Les réactifs
2.5.1. Produits naturels

Huile essentielle commercialisée composé de

Rulles essentielles : Clous de girofle, Lavande et Menthe poivrée,
Huiles vegétales : Olive, Nigelle et Amande douce.

100% des ingrédients sont issus de I'Agricultur: Biologique.

e s = e o

2.5.2. Produits chimiques

v" L’alcool.

<

Le bleu de méthyléne
2.6. Autre matériels

Anse de platine

Micropipette réglable

Disques préparés par les papiers wattman
Les embouts

Scotche

Pince

Parafilme

NN N N N N R

Pied a coulisse
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3. Méthodes

3.1. Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture est préparé comme suit :

Figure 10: La préparation du milieu de sabouraud d'extrose agar.A : La pesée de 32,5 de
poudre déshydratée de milieu de culture. B : Agitation et chauffage (mélange de la masse
avec 500 ml d’eau distillé. C: I'autoclavage est fait a 120°C pendant 15 min. D: Le

refroidissement du milieu (Originale)
3.2.  Isolement et identification d’Aspergillus Niger et I’Ascosphaera Apis

a. Ensemencement
Le prélevement d’un échantillon infecté de la cire battue, ensuite elle a été placé dans
des boites de pétri contenant du milieu Sabouraud dans des conditions stériles et individuelle

(Figure 11). L’incubation des boites de pétri a 28°C pendant 2 a 5 jours.
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Figure 11: L'isolement d'Aspergillus Niger (Originale)
b. Purification

Le but de la purification est d’obtenir des colonies fongiques purifiées et spécifiques
par un repiquage successive des colonies, pour identifier les champignons cibles. Ce qui se

fait comme suite :

Un prélevement d’un échantillon infecté de la cire battue est ensemencé sur un milieu
de sabouraud d’extrose agar. La boite est incubée dans 1’étuve a 28°C pendant 5 jours. Apres
I’incubation, les colonies obtenues s’apparaissent en plusieurs aspects macroscopiques. A
I’aide de I’extrémité inférieure d’une pipette pasteur stérile, deux disques mycéliens 1’un
blanc et I’autre noir ont été coupés. Puis, chacun a été déposé dans une nouvelle boite de pétri
en contacte de mycélium avec le milieu de culture. Ensuite, Les boites de pétri contenant les
colonies fongiques sont incubées. Cette opération doit étre répétée jusqu'a 1’obtention des

colonies pures.

c. Identification

Apres ’obtention des colonies pures, une étape d’identification de ces derniéres basée
sur I’observation des critéres culturaux et morphologiques est réalisée par deux examens,

macroscopique et microscopique.

30



Chapitre 1 Materiels et Meéthodes

1. Examen macroscopique

Cet examen est basé sur 1’observation a I’ceil nu de plusieurs critéres culturaux de la souche
fongique en cause parmi eux : I’aspect des colonies, la couleur, le réver, la forme, le diamétre

et la vitesse de croissance.

Apres I’incubation de I’Aspergillus. Les colonies apparaissent d’abord blanches, puis
jaunes, et enfin granuleuses noires a la maturation. En effet, ce champignon produit également
du mycélium aérien blanc et de trés nombreuses structures sporiféres érigées, pulvérulentes,

brun-noir, qui est généralement disposées en cercles concentriques (Quatresous, 2011).

Le réver de la colonie est incolore ou jaune clair (Tabeuc, 2007). Et la présence de

gouttelettes aqueuses transpirées par le mycélium aérien (exsudats) (Sadrati, 2021).

Figure 12: Aspect macroscopique d’Aspergillus Niger (Belhamelet al, 2021)
1. Examen microscopique

Plusieurs structures morphologiques de mycélium sont observées au Grossissement
X10 et X40 (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation) et des spores (forme,
couleur, texture de parois).Le prélevement a laide d’une aiguille stérile une fraction
mycélienne jeune (a I’extrémité de la colonie). Puis, ont a été déposer sur une lame stérile qui
contient une goutte d’eau. L’étalement bien délicatement de toute la fraction pour avoir une
préparation homogene .L’ensemble est recouvert par une lamelle, en évitant la formation des

bulles d’aire. Ensuite, 1I’observation au microscope optique au grossissement GX40.

Des études microscopiques nous ont révélé que les tétes des conidies étaient en deux
rangées, radiales et disposées en plusieurs colonnes brunes ou noires. Les vésicules sont

sphériques et complétement fertiles. Les phialides sont portées par des métules brunes et de
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taille variable. Les conidies sont généralement sphériques, parfois 1égerement aplaties. Ils sont

¢galement bruns avec des bavures allongées (Chahbar, 2017).

Figure 13: Observation microscopique ( GX 40) . CO:conidiophore,TS: tétes porifere,
Co:conidies globuleuse et brunes(Bouzid, 2018)

a. Méthodes d’identification d’Ascosphaera Apis

1. Examen macroscopique

Basé sur 1’observation de 1’aspect du champignon dans une zone bien éclairée, en
vérifiant 1’uniformité des colonies (I’obtenion des colonies identique). Les colonies sont
blanches et denses, variant en diamétre de 5 cm a 8 cm. Apres 8 jours de germination, le

mycélium était blanchatre et aérien.

Figure 14: Aspect macroscopique d'Ascosphaera Apis(Les colonies sont blanches)

(Chahbar, 2017)
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2. Examen microscopique

Cet examen, porte sur I’observation de la morphologie des spores, leur taille, et surtout
la fagon dont elles se fixent sur les filaments (séparation en ramifications, présence de
produits phialides , etc.). Les hyphes ont des septa , qui fluctuent entre 2,5 um et 8 um de
diametre ,présentant une bi-ramification distincte .Les fructifications sont des kystes de spores

sphériques (sporoblastes ou ascoma),variant entre 47 pm et 140 um (figure 15) .

e
hyphes §

Ascoma

Figure 15: Aspect microscopique d'Ascosphaera Apis (Chahbar, 2017)

2.2. Test de ’activité antifongique d’HE sur les deux souches fongiques

L’¢évaluation de D’activit¢ antifongique de I’huile essentielle commercialisé est
réalisée par la méthode de diffusion en gélose décrite par Boulaghmen et al en 2018 .Elle
consiste a ’utilisation des disques de papier wathman stériles déposés au centre des boites de
pétri contenant le sabouraud d’extrose agar .Ces disques sera imbibés par différentes
concentrations d’huiles essentielle commercialisé (20 ul ,40 pl , 60 pl , 80 pul et 100 pl ).
Chaque concentration est répétée 3 fois.

a. La préparation des disques

Les disques sont coupés a partir d’un papier wathman qui doivent posséder un contour
régulier pour donner une zone d’inhibition qui sera facilement mésurable. Ensuite , ces
disques sont stérilisés dans un four a moufle a 180°C pendant 20 min .

b. Le collage
L’utilisation d’un milieu de culture de sabouraud d’extrose agar ,autoclavé et fondu dans un

bain mari , puis colée dans 17 boites de pétri .
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¢. L’ensemencement

Apres la solidification du milieu. L’ensemencement se fait par le prélevement a 1’aide
d’une anse de platine stérile une fraction mycélienne de [D’aspergillus Niger, puis
I’ensemencement par stries de toute la surface de la gélose.

La méme techniques est répétée pour les 16 boites de pétri restées.

Figure 16: Le collage et I'ensemencement

d. L’application des disques
Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques de papier
wathman (1 disque / boite) sont déposés au centre de la gélose, précédemment inoculée avec
la fraction mycélienne de /’Aspergillus Niger. Puis, les imbibés a I’aide d’une micropipette
réglable par les 5 concentrations de I’huile essentielle (Figure 17et 18).

Chaque disque est imprégné par les doses suivantes : 20 ul ,40 pl, 60 ul, 80 pl et 100 pl .

Chaque concentration est répétée 3 fois. Les boites de pétri sont incubés a 28°C pendant 2 a

5 jours.

Le témoin est réalisé dons les mémes conditions sans disque et sans huile essentielle.
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Figure 17: L'application de disque Figure 18: L'imprégnation de disque
avec l'huile essentielle

e. La lecture
Aprés 5 jours d’incubation, I’activité antifongique est évaluée par 1’apparition d’un
halo d’inhibition de la croissance mycélienne autour des disques qui contient 1’huile

essentielle a tester.

L’utilisation de pied de coulisse pour prendre les mesures des diamétres des zones

d’ihibitions dans les deux sens de la zone.

Pour I’Ascosphaera Apis les memes étapes que [’Aspergills Niger ont été suivie , avec
un seul différence concernant 1I’ensemencement , dans laquelle la méthode d’ensemencement
par disques est realisé décrite par Fontanay et al, 2015).

Aprés I’application d’un disque du papier wathman au centre de chaque boite de pétri, la
méthode est réalisée comme suit :

Deux disques mycéliens sont prélevés a 1’aide de I’extremité inferieure d’une pipette
pasteur, et ensuite déposés en contacte directe avec la gélose de chaque boite de pétri vis-a-vis
a lautre (Figure 19). Les disque d’arromatogramme sont imbibés par les memes
concentrations utilisés précédemment et par les memes répititions , sauf les deux boites de

témoins .Les boites sont mises a I’étuve a 28°C pendant 5 jours (Figure 20).
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Figure 20: Les boites de pétri mise a I'étuve

2.3. Les analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques sont effectuées par logiciel SAS version 9. La probabilité est
choisie a 95 %. L’analyse descriptive est réalisée par la procédure Means dans SAS 9. Pour la
comparaison des moyennes entre les différentes doses appliquées, le test non paramétrique de
Wilcoxon est utilisé. Ainsi, un modéle linéaire généralisé (GLM) est réalisé pour comparer
entre les diddérents facteurs fixes, a savoir les doses appliquées et les répétitions. Pour le

groupement des doses homogenes, le test de Duncan-Waller est utilisé.
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Chapitre 11 Reésultats et Discussion

1. Résultats
1.1. Aspect microscopique et macroscopique des champignons étudiés

1.1.1. Aspergillus Niger
Les colonies d’Aspergillus Niger sont a croissance rapide (2 a 3 jours) sur le milieu de
sabouraud, le mycélium extensif hyalin est immergé partiellement dans la gélose s’apparaisse
sous forme des clonies rondes, granuleuses et noires. Les tétes conidiennes sont noires,
globuleuse a radiale. Elles sont portées par de longs conidiophores a paroi €paisse, lisse et
incolore et se terminant en une vésicule globuleuse a sous globuleuse. Conidies globuleuse et

parfois légerement aplaties.

Figure 21: Aspergillus Niger apres incubation a 28°C, a : Observation macroscopique, b :

Observation microscopique (gx10)

1.1.2. Ascosphera Apis
Le mycélium est apparaisse blanc et dense. Les hyphes sont cloisonnés, les fructifications

sont des sporanges sphériques (sporocytes ou ascomas).

4 Ascoma

Figure 22: Ascosphaera Apis apres incubation , a: Observation macroscopique , b :

Observation microscopique ( G X 40)
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1.2. Activité antifongique des huiles essentielles commercialisées
Les résultats indiquent que I’huile essentielle commercialisée a une activité sur les
souches fongiques (tableau 3 et 6). On constate de calculer la moyenne des zones

d’inhibition de /’Aspergillus Niger et [’Ascosphaera Apis.

1.2.1. Aspergillus Niger
1.2.1.1. Analyse descriptive
Nous avons utilis¢ pour ce test un témoin plus de 5 doses d'huile essentielle

commercialisée, a savoir 20 , 40,60,80 et 100 pour une unité de ul/disque .

D’aprés le tableau de résultats (Tableau 3), plus qu'on augmente en concentration plus
que la zone d'inhibition augmente, allant de 9,33+1,52 mm jusqu'au 24,66+3,05 mm pour
respectivement les doses de 20ul/disque et 100 ul/disque, et ce pour le diamétre 1.Et quant au
diamétre 2, les valeurs augmentent de 8 + 2 jusqu'au 20,66 + 1,52 mm pour les doses de 20 a

100 ul/disque respectivement

Tableau 3: L'activité¢ antifongique d'huile essentielle commercialisée d’Aspergillus Niger

mesurée en diametre (mm)

Diameétre 1 (mm) Diamétre 2 (mm)
0+0 0+0
9,33 +1,52 8+2
12,33 + 0,57 10+ 1
13,83 £ 1,25 12,33 £ 1,15
16 £2 12,66 + 3,51
24,66 £ 3,05 20,66 + 1,52

1.2.1.2. Relation dose — efficacité
Par I’utilisation d'un test non paramétrique de WILCOXON.une différence hautement
significative a été trouvée entre les différentes doses pour le diameétre 1 (Kh? = 16,1938 ; DDL
=5 ; P=0,0063) et le diametre 2 (Kh? = 14,6990 ; DDL =5 ; P = 0,0117). Effectivement,

l'analyse de différence pour 'utilisation d’un mode¢le linéaire généralisé a donné les mémes
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résultats .Une différence trés hautement significative a été trouvé entre les différentes doses
appliquées pour le diamétre 1 (Valeur de F= 66,43 ; DDL =5 ; P <0,0001 ) et le diamétre 2 (
Valeur F =34,02 ; DDL =5 ; P <0,0001 ) avec des valeurs de R? qui égalent a 0,97 et 0,94

pour diametre 1 et le diameétre 2 respectivement.

1.2.1.3. Similarité entre les répétitions
Pour chaque test, trois répétitions ont été appliquées sans aucune différence
significative a été trouvé entre ces répétitions pour l'ensemble des diamétres estimés. Pour le
diameétre 1 (Valeur F = 0,93 ; DDL =2 ; P =0,4253), en ce qui concerne le diametre 2 (Valeur
F=0,22 ; DDL =2 ; P =0,8055).

1.2.1.4. Groupement des doses homogénes

A. Pour le diameétre 1

Le test de Ducan Waller a été utilisé pour grouper les doses homogénes, 5 groupes
distinctifs ont été trouvés avec 2 groupes intermédiaires. Le groupe A contient seulement la
dose maximale de 100 ul/disque .Le groupe B est représenté par deux doses ( 80 et 60 ul ) .
Pour le groupe C , on trouve les deux doses ( 60 et 40 ul ) . Quant au groupe D , on observe
les deux doses ( 20 et 40 ul ) .Finalement , le groupe E qui contient seulement le témoin . Pour
les groupes intermédiaires, nous avons constaté un groupe intermédiaire,BC qui est représenté

par la dose 60 ul et le groupe intermédiaire CD qui contient la dose 40 ul (Tableau 4).

Tableau 4: Groupement des groupes homogenes pour le diamétre 1

Ducan Groupement | Moyenne Nb Traitement (ul)

A 24,667 3 100
B 16,000 3 80
B

C B 13,833 3 60

C

C D 12,333 3 40
D
D 9,333 3 20
E 0,000 3 Témoin

39



Chapitre 11 Reésultats et Discussion

B. Pour le diameétre 2
4 groupes distinctifs ont été trouvées avec un seul groupe intermédiaire . Le groupe A
contient seulement La dose maximale de 100 ul. Le groupe B regroupe trois doses (40 , 60 et
80 ul ) . Pour le groupe C on trouve les deux doses ( 20 et 40 ul ) . Finalement, le groupe D
qui contient seulement le témoin .Pour les groupes intermédiaires, nous avons constaté un

seul groupe intermédiaire, BC qui est représenté par la dose 40 ul (Tableau 5).

Tableau 5: Groupement des groupes homogénes pour le diamétre 2

Ducan Moyenne Nb Traitement (ul)
Groupement
A 20.667 3 100
B 12,667 3 80
B
B 12,333 3 60
B
C B 10,000 3 40
C
C 8,000 3 20
D 0,000 3 Témoin

1.2.2. Ascosphera Apis
1.2.2.1. Analyse descriptive
Nous avons utilis¢é pour ce test un témoin plus de 5 doses d'huile essentielle
commercialisée, a savoir 20, 40, 60,80 et 100 ul /disque. D'aprés le tableau de résultats
(Tableau 4), plus qu'on augmente en concentration plus que la zone d'inhibition augmente.
Le diamétre 1 allant de 3,66 += 1,52 mm jusqu'au 19 = 1 mm pour respectivement les
doses de 20 ul /disque a 100 ul /disque. Et quant au diameétre 2, les valeurs augmentent de

2,33 £ 1,52 jusqu'au 17 = 1 pour les doses de 20 a 100 ul /disque respectivement (Tableau 6).
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Tableau 6: L'activité antifongique d'huile essentielle commercialisée d'Ascosphaera Apis

mesurée en diamétre d'inhibition (mm)

Diamétre 1 (mm) Diamétre 2 (mm)
0+0 0+0
3,66 £ 1,52 2,33+ 1,52
8,66 £ 3,21 5,66 £ 2,30
12+1 9,33 £ 1,52
151,73 12,33+ 1,52
19+1 171

1.2.2.2. Relation dose — efficacité

Par 1'utilisation d'un test non paramétrique de WILCOXON, une différence hautement
significative a été trouvé entre les différentes doses pour le diamétre 1 ( Kh? = 16,4044 ; DDL
=5 ; P=0,0058) et le diametre 2 ( Kh? = 16,3939 ; DDL = 5 ; P= 0,0058) .Effectivement,
l'analyse de différence pour l'utilisation d'un mode¢le linéaire généralisé a donné les mémes
résultats.

Une différence trés hautement significative a été trouvé entre les différentes doses
appliquées pour le diamétre 1 (Valeur F= 66,43 ; DDL =5 ; P < 0,0001 ) et le diamétre 2 (
Valeur F= 46,41 ; DDL = 5 ; P < 0,0001 ) avec une valeurs de R* = 0,96 pour les deux

diameétres.

1.2.2.3. Similarité entre les répétitions
Pour chaque test, trois répétitions ont été appliquées sans aucune différence
significative a été trouvé entre ces répétitions pour I'ensemble des diametres estimés. Pour le
diametre 1 (Valeur F = 0,48; DDL =2 ; P <0,6307 ), en ce qui concerne le diamétre 2 (
Valeur F=0,08 ; DDL =2 ;P <0,9194)

1.2.2.4. Groupement des doses homogenes
A. Pour le diametre 1
Le test de Ducan Waller a a été utilisé pour grouper les doses homogenes, 5 groupes

distinctifs ont été trouvé avec aucun groupes intermédiaires.
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Le groupe A est représenté par une seule dose de 100 ul /disque. Pour le groupe B on
trouve les deux doses ( 80 et 60 ul /disque ) . Le groupe C contient seulement la dose de 40 ul
/disque. Quant au groupe D on observe une seule dose de 20 ul /disque. Finalement, le
groupe E qui est représenté par le témoin .Pour les groupes intermédiaires, nous avons

constaté aucun groupes intermédiaires (Tableau 7).

Tableau 7: Groupement des groupes homogenes pour le diamétre 1

Ducan Moyenne Nb Traitement (ul)
Groupement

A 19,000 3 100

B 15,000 3 80

B

B 12,000 3 60

C 8,667 3 40

D 3,667 3 20

E 0,000 3 Témoin

B. Pour le diamétre 2

5 doses distinctives ont été trouvées avec 1'absence des groupes intermédiaires.
Le groupe A contient seulement la dose maximale de 100 ul /doses .Le groupe B est
représenté par la dose de 80 ul /disque. Quant au groupe C on observe une seule dose de 60 ul
/disque. Le groupe D qui contient seulement la dose de 40 ul /disque. Enfin, pour le groupe E
on trouve la dose de 20 ul / disque et le témoin. On constate, I'absence des groupes

intermédiaires ( Tableau 8) .
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Tableau 8: Groupement des groupes homogenes pour le diamétre 2

Ducan Moyenne Nb Traitement (ul)
Groupement

A 17,000 3 100

B 12,333 3 80

C 9,333 3 60

D 5,667 3 40

E 2,333 3 20

E

E 0,000 3 Témoin

2.3. L’évaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles
commercialisées

Les résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles sur milieu de sabouraud

indiquent que celles-ci exercent une action inhibitrice sur la croissance mycélienne

d’Aspergillus Niger et Ascosphaera Apis (Figure 23 et 24)
2.3.1. Pour Aspergillus Niger

Les résultats de la méthode de diffusion en gélose montrent que, plus qu’on augmente
la dose d’huile essentielle commercialisée plus que la zone d’inhibition augmente

(Figure 23).
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20 pl 40pl1 60l 80l 100l

Témoin

Figure 23: Résultat de test d'Aspergillus Niger

2.3.2. Pour ’Ascosphaera Apis
D’apres les résultats obtenus, on constate que la croissance d’Ascosphaera Apis diminue
lorsque les doses augmentent. Et la zone d’inhibition se diffuse en intermédiaire des disques

mycéliens (Figure 24).
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20 ul 40 pl 60 pl 80 pl 100l

Témoin

Figure 24: Résultat de test d 'Ascosphaera Apis

2.4. Lazone d’inhibition

Les résultats obtenus lors de la mesure de taux d’inhibition (% d’inhibition), sont

représentés dont le tableau 09 et la figure 25.

Ils semblent que le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la
concentration d’huile essentielle commercialisée. 11 varie entre 0,92% et 6,34% pour
I’Aspergillus Niger et entre 0,11% et 4% pour I’Ascosphaera Apis pour les doses de 20 a 100
ul/disque. La concentration 100 ul semble la concentration la plus efficace contre les
champignons ciblé avec des taux d’inhibition maximale de 6,34% pour Aspergillus Niger et

un taux de 4% concernant I’Ascosphaera Apis (Tableau 9).

On remarque que le taux d’inhibition d’4 .Niger est plus important que /’4.Apis pour toutes
les respectivement concentrations utilisées. Il est et proportionnel avec la concentration

d’huile essentielle (Figure 25).
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Tableau 9: Pourcentage d'inhibition d 4. Niger et A. Apis en présence de différentes doses

d'huile essentielle commercialisée

Les souches fongiques 40 ul 60 ul 80 ul
A.Niger 1,53% 2,11% 2,53% 6,34%
A.Apis 0 0,11% 0,63% 1,40% 2,30% 4%

0,07

0,06

0,05

0,04

H Aspergillus

0,03
B Ascospherose
0,02

0,01

T 20 ul 40 ul 60 ul 80ul 100ul

Figure 25: Histogramme de taux d’inhibition d ’Aspergillus Niger et I’ Ascospherose
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2. Discussion

Les résultats obtenus par I’observation macroscopique d ’4. Niger, sont similaires avec
ce qui a été trouvé par plusieurs chercheurs (Istikorini er Sari, 2022 ; Habisukan et al,
2021 ;Al-issawi et al, 2019) qui ont montré que [’Aspergillus Niger posséde des colonies
rondes et noires sur la surface supérieure, et peu de mycélium aérien. De plus, plusieurs
chercheurs (Budiarti et Nuryanti ; Saryono et al, 2022 ;George et Ramteke ;Nalawade et
al, 2019) ont révélés que la morphologie microscopique d'Aspergillus Niger a montré des
tétes conidiens larges, globuleuses et noires, qui sont devenues radiées et bisériées, tendant a
se diviser en plusieurs colonnes. Les conidiophores étaient a parois lisses, hyalines devenant
foncés vers la vésicule. Les conidies étaient globuleuses a sub globuleuses, noires et a parois

rugucuscs.

Méme aspect macroscopique et microscopique d’Ascosphaera Apis a été trouvé par
(Chahbar, 2017 ; Hemmerlé, 2015 ;Reynaldi ef al, 2015 ; Jensen et al, 2013) , ces auteurs
ont relevés que les colonies d’Ascosphaera Apis sont blanches et danses. L'examen
microscopique a montré des hyphes septes avec la ramification dichotomique habituellement

prononceée. Les corps de fructification, aussi appelés « sporocystes ».

Une différence hautement significative a été trouvée entre les différentes doses pour
les diametres d Aspergillus Niger et Ascosphaera Apis, Des résultats similaires sont obtenus
par plusieurs auteurs (Belhamel er al, 2021; Nadjet et Naima, 2019 ;Boutarfaia et
Benyahia, 2015).Ces auteurs ont trouvé que les diametres de la croissance mycélienne ont
diminué en parallele avec I’augmentation de la dose des huiles essentielles, ceci peut étre dii a
la présence de plus de composés actifs avec 1’accroissement de la concentration en huile
essentielle. L’huile essentielle commercialisée exerce une efficacit¢ contre les deux
champignons pathogeénes affectant 1’abeille domestique a savoir Aspergillus Niger et
Ascosphaera Apis. Villar-Rodriguez et al (2022) ont montré que les huiles essentielles ont
une thérapie alternative possible avec des preuves empiriques de bons résultats, et les effets
antifongiques des HE peuvent étre une solution trés prometteuse pour surmonter les
insuffisances thérapeutiques des médicaments antimycotiques qui augmentent avec
'apparition de souches résistantes. El mehdi ez al (2021) ont constaté que 1’effet antifongique
de ces composés volatiles est dii a sa richesse en composés terpéniques, alcooliques et

phénoliques avec des concentrations relativement différentes.
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Des chercheurs ont montré qu’il ya d’autres produits naturels qui sont efficaces contre
les infections mycosique, parmi ces auteurs, nous citons Angaman et al(2018) et Hassikou et
al(2014). Ces chercheurs ont montré que 1’Aspergillus Niger possede une efficacité sur
I’extrait d’écorce éthanolique . De plus, d’autres auteurs (Colin et al, 2007 ;Albo et al,
2003 ;Colin et al, 1989 )ont montré que des huiles essentielles de labiées (thym type carvacol,

origan) présentent des pouvoirs fongicides sur Ascosphaera Apis, déterminés in vitro.

Aucune différence significative n’a été trouvée entre les répétitions pour l'ensemble
des diametres estimés, cela peut €tre justifié par les meilleures conditions de manipulations au
laboratoire relatif a trois principaux parameétres. Premic¢rement, le milieu de culture qui a été
préparé correctement, par le respect du protocole et le mode de sa préparation.
Deuxiémement, I’isolement, qui a été effectu¢ adéquatement dans des conditions d’asepsie.
Troisiémement, 1’incubation qui a été faite sans aucun probléme de contamination par des

levures ou autre microorganismes.

Nous avons utilisé différentes doses pour tester 1’éfficacité d’une huile essentielle
commercialisée. Cependant, I’inhibition n’a pas atteint un taux maximal de 100%. Tandis que
ce travail de recherche doit étre complété par d’autres études afin d’évaluer la dose qui inhibe
la croissance a 100%. En effet, plusieurs chercheurs (Boutarfaia et Benyahia,
2015 ;Belhamel et al, 2021) rapportent que les champignons ont montré une sensibilité
accrue a I’augmentation de la concentration de I’huile essentielle dans leur milieu de culture
ou le diametre de la colonie se réduit a chaque fois qu’on augmente la dose jusqu’a une

inhibition totale ou aucune croissance n’est observée.

Les résultats de 1’activité antifongique des huiles essentielles indiquent que celles-ci
exercent une action inhibitrice sur la croissance mycélienne d’Aspergillus Niger et
Ascosphaera Apis. Des résultats similaires sont obtenus par certains auteurs (Belhamel e?
al,2021 ;Nadjet et Naima, 2019 ;Boutarfaia et Benyahia, 2015).Ces auteurs ont trouvé que
les diametres de la croissance mycélienne ont diminué en parallele avec 1’augmentation de la
dose des huiles essentielles, ceci peut étre di a la présence de plus de composés actifs avec
I’accroissement de la concentration en huile essentielle. Certains chercheurs ont suivi la méme
méthode dont nous avons utilis¢ (Khaldi ez al, 2021 ; Abou Nabila, 2017). Ils ont signalé
que I’évaluation de l'activité¢ antifongique des HEs est influencée par la méthode de test

utilisée.
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Le taux d’inhibition est proportionnel avec la concentration d’huile essentielle
commercialisée vis-a-vis 1’Aspergillus Niger et Ascosphaera Apis. Des études similaires ont
été menées sur le champignon Aspergillus Niger, dont I’inhibition a été assurée par 1’extrait

d’écorce éthanolique.

Les taux d’inhibition suivant la relation dose-effet aprés 7 jours d’incubation ont été
53,21+ 11,35 % pour la plus petite concentration et 92,17+11,12 % pour la plus grande
concentration (Angaman et al, 2018 ;Hassikou er al, 2014). En effet, les traitements
appliqués ont montré une importante activité antifongique due a la forte inhibition de la

croissance mycélienne et de la germination des conidies (AyonReyna et al, 2022).

Par conséquent, l'analyse de l'effet inhibiteur des huiles essentielles sur les
champignons et les mycotoxines nous aidera a ¢liminer la pollution due aux champignons et

aux mycotoxines et a mieux protéger la santé humaine et animale (Cai et al, 2022).

Les résultats obtenus sont encourageants et suggerent I’utilisation des huiles
essentielles comme agents antifongiques potentiels pour la lutte contre les champignons

pathogenes (Hamdani ef al, 2021).

49



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

L'émergence de souches fongiques responsables d'infections mycosiques conduit a la
recherche d'alternatives thérapeutiques efficaces. Par conséquent, le traitement chimique aux
huiles essentielles est 1'une des meilleures méthodes qui ont été utilisées efficacement contre
la contamination et les infections fongiques.

Dans ce contexte, ce travail a été consacré a tester et évaluer l'activité antifongique
d'une huile essentielle commercialisée contre la croissance mycélienne de deux champignons
pathogenes (Aspergillus Niger et Ascosphaera Apis) infectant les abeilles melliferes.

D'autre part, cette huile essentielle commercialisée peut étre utilisée afin de limiter d'autres
moyens de lutte contre les champignons pathogenes, notamment avec des doses plus élevées
que celles de notre étude.

Les résultats obtenus révelent une activité antifongique marquée de 1'huile essentielle
commercialisée sur [/'Aspergillus Niger et l'ascosphaera .Apis. Cette efficacité reste variable
selon les doses. Toute fois son pouvoir antifongique en général n'inhibe pas complétement la
croissance des champions, de ce fait 1'évaluation de I'effet de ce traitement sur le pouvoir des
souches fongiques devrait étre liée a la nature de ces champignons.

Une augmentation de la concentration de I’HEs commercialisée peut entrainer une
augmentation dans le pouvoir inhibiteur de celle-ci, les diamétres de la croissance mycélienne
ont évolué en fonction de la durée d’incubation et ont augmenté avec 1’augmentation de la
concentration d’huile essentielle commercialisée. Ces résultats montrent que 1’HEs
commercialisée exerce une activité antifongique plus forte sur 1I’Aspergillus Niger que celle
d’Ascosphaera Apis.

D’apres ces résultats, les HEs commercialisée reste des produits alternatives thérapeutique
moins efficace que celles naturelles obtenus par I’extraction .On peut penser alors qu’elles
méritent une étude plus approfondies, afin d’obtenir une efficacité élevée contre les activités
antifongique. En conclusion, nous disons que le test de 1’activité antifongique des HEs a
encore besoin de nombreuses études pour découvrir ses secrets, et notre étude n’était rien
d’autre qu’une tentative de découvrir I’efficacité des huiles essentielles commercialisée sur les

champignons pathogénes.
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Résumes

Résumé :

Cette ¢tude porte sur 1’¢tude de I’activité antifongique d’huile essentielle
commercialisée vis-a-vis deux champignons pathogénes 1’ Aspergillus Niger et I’ Ascosphaera
Apis. Dans le but de rechercher des nouveaux produits thérapeutiques naturels de lutte contre
les champignons pathogeénes responsables des infections mycosiques. Les champignons sont
isolés par le prélevement d’un échantillon de la cire battue. Les tests de l'activité antifongique
d'huile essentielle commercialisée ont été réalisés par la méthode de diffusion en gélose. Cing
doses sont appliqués20, 40, 60, 80 ct 100 ulL/disque, chaque dose est répétée trois fois. Les
résultats montent une activité inhibitrice significative pour les deux souches fongiques testés,
on constate I’augmentation de la zone d’inhibition avec 1’augmentation des concentrations
d’HE commercialisées, le Taux d’inhibition d’A. Niger varient entre 0,092% et 6,34% et pour
A.Apis 1ils varient entre 0,1% et 4%. L’activité antifongique de I’HE commercialisée exerce
une action inhibitrice plus forte sur A. Niger, mais elle est moins efficace que celle d’A4.A4pis.

Mots clés : huile essentielle commercialisée, 4. Niger, A. Apis, Les champignons pathogenes,
Les infections mycosiques, Taux d’Inhibition.
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Abstract :

This study focuses on the study of the antifungal activity of essential oils marketed
vis-a-vis two pathogenic fungi Aspergillus Niger and Ascosphera Apis. With the aim of
researching new natural therapeutic products for the control of pathogenic fungi responsible
for mycotic infections. The mushrooms are isolated by taking a sample of the beaten wax.
Tests of the antifungal activity of marketed essential oil were carried out by the agar diffusion
method. Five doses are applied 20, 40, 60, 80 and 100uLl/disc, each dose is repeated three
times. The results increase a significant inhibitory activity for the two fungal strains tested, we
note the increase of the zone of inhibition with the increase of HE concentrations
commercialized, the rate of inhibition of A. Niger vary between 0,092% and 6.34% and for
A.Apis they vary between 0.1% and 4%. The antifungal activity of marketed HE exerts a
stronger inhibitory action on A. Niger, but it is less effective than that of A.Apis.

Keywords: commercialized essential oil, A. Niger, A. Apis, Pathogenic fungi,
Mycotic infections, Inhibition rate.

55



