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L’onychomycose est une atteinte de I’ongle due a un champignon microscopique.
Cette infection est favorisée par des facteurs comme I’humidité et la chaleur mais elle reste
toutefois bénigne. Ce type d’infection est caractérisé par une prise en charge thérapeutique de
plusieurs mois, indispensable pour éradiquer le champignon et nécessite une bonne
compliance du patient. Actuellement, un panel de traitements, aussi bien topiques que
systémiques, sont préconisés et listés dans les recommandations de la societé francaise de
dermatologie et sont disponibles en officine. Ceci inclut notamment des vernis a base
d’antifongiques comme I’amorolfine, le ciclopirox ou le bifonazole ou des traitements oraux a

base de terbinafine, par exemple.[1]

Ces derniéres décennies sont le témoin d’une veritable frénésie autour de la notion de « bien-
étre », motivée par les effets délétéres des comportements humains qui conduisent a la
pollution et au stress, et a plus grande échelle aux conséquences néfastes sur notre qualité de
vie. Pour la population, ceci représente une réelle motivation a changer les habitudes pour
s’orienter vers des pratiques a visée thérapeutique dites alternatives ou parfois qualifiées de
médecines douces. Ainsi, cet intérét marque pour les substances naturelles, plus respectueuses
de la flore et de la faune, et parfois mieux tolérées par I’organisme, représente un véritable fait
de sociéeté. Pour certains, ce sont de nouvelles habitudes de vie & adopter, pour d’autres, c’est
avant tout un phénoméne de mode. Et ceci ne touche pas uniquement le domaine médical.
L agriculture biologique s’impose chaque jour un peu plus du coté de I’alimentation et la
cosmétique n’est pas non plus mise de cdté. Les médecines douces ne sont pourtant pas une
nouveauté et méme si leur utilisation augmente de maniere croissante et s’installe dans les
moeurs, elles peinent encore a s’intégrer pleinement en médecine et a prouver, malgré
I’augmentation du nombre d’études scientifiques, un réel potentiel thérapeutique. Cependant,
il ne faut pas oublier que derriere I’utilisation de ces traitements peut se cacher bien des abus,
dérives et dangers, en I’absence des compétences requises pour leur utilisation. L’acces tres
simple a I’information, notamment par internet, ne dispense pas de I’avis des professionnels
de santé et le terme « médecines douces » ne signifie pas dénué d’action ou d’effets toxiques

et indésirables.

Parmi ces nouvelles pratiques thérapeutiques, I’aromathérapie démontre petit a petit son
efficacité dans bien des domaines comme par exemple en infectiologie [2] ou encore pour une
utilisation anti-inflammatoire ou antalgique.[3] Le potentiel thérapeutique des huiles

essentielles (HE) couvrirait ainsi un large panel de pathologies, allant du traitement d’une
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simple verrue ou d’un rhume a I’association a des chimiothérapies. En effet, sur le site de
I’institut national américain du cancer, il est possible de trouver un dossier : « Integrative,
Alternative, and Complementary Therapies Editorial Board. Aromatherapy and Essential QOils
(PDQ®) » traitant de ce sujet et régulierement mis a jour a propos de I’avancée des
recherches dans ce domaine. Il est cependant indispensable de rappeler, qu’a ce jour, les
huiles essentielles ne doivent étre utilisees qu’en complément et non en remplacement de la
chimiothérapie, avec accord du médecin référent. Dans le cadre de notre travail, le domaine
de la dermato-mycologie nous intéresse plus particulierement. La littérature actuelle regorge
de publications et chapitres d’ouvrages concernant les champignons et leurs traitements par
des HE dont certains seront présentés dans la suite de ce travail. Il est également trés simple
de trouver dans les rayons de la plupart des officines des associations d’HE pour traiter les
onychomycoses. Ainsi, I’huile essentielle de Tea tree est déja largement connue pour ses
vertus antifongiques.[4] La question d’une réelle efficacité de ces HE dans ce domaine,

notamment d’un point de vue scientifique se pose donc.

Dans ce travail, une revue de la littérature met tout d’abord en lumiére les travaux
scientifiques les plus rigoureux et pertinents concernant I’efficacité thérapeutique des HE sur
les champignons responsables d’onychomycoses. Nous avons ainsi constaté, qu’en termes
d’évaluation in vitro de I’efficacité des HE sur les champignons, il n’existe aucune étude
faisant reférence. Nous nous sommes donc fixés comme objectif de mettre en place une
méthode, la plus standardisée possible, pour évaluer I’efficacité de ces produits sur les
champignons. Pour ce faire, le choix de notre modéle d’étude s’est porté sur une moisissure
responsable d’onychomycoses, Neoscytalidium dimidiatum. En effet, ce champignon présente
un profil de résistance aux traitements conventionnels des onychomycoses ce qui en fait un
candidat inteéressant pour le développement potentiel d’un nouveau traitement par les HE.
D’autre part, de par ses caractéristiques culturales, cette moisissure est d’exploitation assez
aisée pour travailler a la mise en place de nouveaux protocoles, comparativement aux
dermatophytes, dont les cultures sont plus lentes et exigeantes. Nous présenterons plus en
détails ce champignon dans [I’introduction de ce travail, en resumant les donnees
bibliographiques les plus récentes le concernant. Nous aborderons ensuite les HE, selon une
approche générale comprenant leurs caractéristiques globales. Aprés avoir présenté les
objectifs detaillés de notre travail, nous décrirons alors la méthodologie pratique suivie. Enfin
les résultats que nous avons obtenus seront discutés de maniére a apporter une ouverture sur

les perspectives futures a envisager suite a ce travail.
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l. Introduction
A. Présentation du genre Scytalidium spp.

1. Généralités

Les champignons sont des organismes eucaryotes hétérotrophes qui possédent un
noyau bien individualisé entouré d’une membrane nucléaire. Ils se composent d’un appareil
végétatif, le thalle ou mycélium, organisé en filaments mycéliens plus ou moins ramifiés et
souvent cloisonnés. La reproduction peut étre sexuée ou asexuée (majoritairement) et donne
naissance a des spores. Ces micromycetes peuvent vivre de maniere saprophyte (le
champignon est indépendant des autres étres vivants, il se nourrit de matiéres organiques en
décomposition), commensale (le champignon vit en dépendance vis-a-vis d’un hote mais a
bénéfice non réciprogue pour ce dernier), opportuniste (le champignon se développe sur des
terrains immunodéprimes) ou comme pathogenes. Par exemple, les moisissures sont des
champignons opportunistes, et donc pathogénes dans certaines conditions uniqguement, tandis

que les dermatophytes isolés de Iésions sont toujours pathogeénes.

Les champignons du genre Scytalidium spp. sont des moisissures ascomycetes. Par definition,
un ascomycete possede un thalle levuriforme ou septé dont la reproduction sexuée est assurée
de maniere endogéne par production d’ascospores contenues dans un asque. En parallele, la
conidiogénése, ou reproduction asexuée, joue un role important dans I’identification du
champignon. Ainsi, Scytalidium spp. présente une conidiogénese de mode thallique
arthritique et plus spécifiquement de type holoarthrique. La formation des conidies (ou
spores) se déroule ainsi a partir d’éléments préexistants du thalle : celles-ci se forment & partir
de la fragmentation progressive et rétrograde des filaments mycéliens et se différencient en

éléments cubiques ou rectangulaires, les arthrospores.[5]

Figure 1 : lllustration de la conidiogénese de Scytalidium spp. (d’apres Moisissures,
dermatophytes, levures, du prélevement au diagnostic, Chabasse et al. 2008)
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Parmi les champignons du genre Scytalidium spp., deux espéces présentent une affinité
particuliere pour la kératine dont ils se nourrissent et sont dites keratinophiles. Ces deux
especes, retrouvées chez I’Homme, sont Scytalidium dimidiatum (récemment renommé
Neoscytalidium dimidiatum) et Scytalidium hyalinum. S. dimidiatum, comme la plupart des
autres especes de Scytalidium, est une espéece phytopathogéne, isolée du sol, des arbres
fruitiers comme les bananiers, les citronniers ou encore les figuiers. A I’inverse, S. hyalinum,

n’a jamais été, jusqu’a présent, isolé de I’environnement ou de plantes malades.[6]

2. Taxonomie

La taxonomie du genre Scytalidium spp. ne cesse d’évoluer depuis leur découverte,
avec plusieurs changements de noms, raison pour laquelle les connaissances sur ce groupe de
champignons restent floues. S. dimidiatum est décrit initialement en Egypte en 1933 par
Natrass sous I’appellation « Hendersonula toruloidea », considéré comme un agent de
flétrissement des rameaux d’arbres fruitiers.[7] Campbell et Mulder décrivent en 1977, S.
hyalinum, variant blanc de S. dimidiatum et responsable des mémes lésions cliniques que ce
dernier. [8] Sutton et Dyko ré-examinent les especes appartenant au genre Hendersonula. H.
toruloidea devient alors Nattrassia mangiferae, qui correspond a la reproduction asexuée de
S. dimidiatum. Crous et al. affirment en 2006 le caractere polyphylétique de S. dimidiatum et
le renomment Neoscytalidium dimidiatum, le rapprochant de la famille des
Botryosphaeriaceae.[9] D’autre part, Madrid et al. rappellent en 2009, que dans le travail de
Crous, il est proposé que Nattrassia mangiferae soit consideré au final comme une espéce
différente de N. dimidiatum sans le stade anamorphe caractérisé par des arthroconidies.[10]
Des études taxonomiques plus récentes suggerent ensuite que N. dimidiatum et S. hyalinum
seraient conspécifiques, c’est a dire qu’ils appartiendraient a la méme espece. Madrid et al.
suggerent ainsi un nouveau nom pour S. hyalinum : Neoscytalidium dimidiatum var.
hyalinum. Cette proposition est réactualisée par Phillips et al. en 2013 qui proposent de
renommer ce champignon Neoscytalidum hyalinum.[11] A I’heure actuelle, c’est le terme de
Scytalidium hyalinum et non Neoscytalidium hyalinum que I’on retrouve le plus souvent dans

la littérature.
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Figure 2 : Arbre phylogénétique établi par Phillips et al. (2013)

De nouvelles especes sont aussi décrites comme Neoscytalidium orchidacearum, mis en
évidence en Thailande sur une feuille d’orchidée morte, mais peu d’études existent encore sur

ces dernieres.[12]
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3.  Répartition mondiale

Ces champignons sont endémiques des zones tropicales et sub-tropicales (Afrique,
Amérique du Sud, Antilles, Inde et Asie). Ce sont les agents majoritaires d’onychomycoses
dans ces régions, ils représentent environ 40% des dermatomycoses. A I’inverse, dans les
pays tempérés comme la France, I’espece principalement retrouvée dans les mycoses des
ongles est un dermatophyte, Trichophyton rubrum. Il existe une disparité dans la répartition
géographique des deux espéces N. dimidiatum et S. hyalinum. S. hyalinum est davantage
présent dans les Antilles, I’Amérique du Sud et I’ Afrique de I’Est alors que N. dimidiatum se
retrouve plutdt en Asie, aux alentours de I’océan indien et en Afrique Centrale.

L’ immigration et les voyages sont la cause d’une augmentation de I’isolement de ces

champignons dans les zones tempérées.[13]

I Afrique noire

P Autres zones
' ! Caraibes

y

Seytalidium hyalinum Neoscytalidium dimidiatum

Figure 3 : Répartition géographique de N. dimidiatum et S. hyalinum (d’aprés Lacroix et al.,
2002)

4. Clinique

L’atteinte clinique causee par N. dimidiatum et S. hyalinum est superficielle,
principalement unguéale et cutanée. La transmission se fait directement ou indirectement via
le sol ou les plantes contaminés. Les lésions sont comparables a celles induites par les
dermatophytes. C’est pourquoi ces deux espéces de Scytalidium spp. sont apparentées au
groupe des « pseudo-dermatophytes ».[14] Les atteintes se localisent essentiellement aux
pieds (plantes, espaces interdigitaux et ongles) et moins souvent aux mains. L’atteinte des
plantes est associée a une hyperkératose importante, pour les ongles, I’atteinte est distale sous-

unguéale.
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Figure 4 : Syndrome « deux pieds une main » A. Une hyperkératose plantaire bilatérale, B.
Une hyperkératose palmaire unilatérale, C. Agrandissement d’une des plantes, D.
Agrandissement de la paume droite (d’aprés Machouart et al., 2013)
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Figure 5 : Caractéristiques des scytalidioses (ongles). A. Onychomycose sous-unguéale du
gros orteil droit avec onycholyse évoluant en onychodystrophie. B. Onychomycose sous-
unguéale et latérodistale avec hyperkératose sous-unguéale de I’ongle du gros orteil droit. C.
Onychomycose dystrophique totale du troisieme doigt droit. (d’aprés Machouart et al., 2013)

Les manifestations cliniques des infections a S. hyalinum et N. dimidiatum sont identiques. Il
est important de reconnaitre ces infections dans la mesure ou elles ne répondent pas a la
plupart des antifongiques conventionnels. L’atteinte systémique est possible mais rare,

notamment dans le cas de patients immunodéprimés.[15, 16, 17]
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5. Diagnostic

Le diagnostic d’une infection superficielle a N. dimidiatum et S. hyalinum repose sur
plusieurs criteres. Tout d’abord I’aspect clinique, tel qu’il a eté décrit précédemment, permet
d’orienter le diagnostic. A la suite de I’observation clinique, le site concerné est prélevé par
grattage des squames cutanées ou de I’ongle atteint. Puis, I’examen direct est réalisé au
microscope et permet d’apprécier si le prélevement comporte des éléments fongiques ou non.
Enfin, la détermination du genre et de I’espece fongique en cause reposera sur la culture des

squames.[5]

a) Examen direct

Réalisé a partir des squames prélevées et observées directement au microscope, dans
une goutte de noir chlorazole, cet examen oriente sur la présence ou non d’un champignon en
précisant s’il s’agit d’une levure ou d’un filament. Dans le cas d’un filament, le caractere
septé ou non de ce dernier peut également étre observé. Cependant, il n’est pas possible de
conclure a la présence d’un champignon du genre Scytalidium spp. uniquement sur I’examen

direct.

Figure 6 : Illustration d’un examen direct positif a filaments myceéliens septés dans des
squames cutanées (objectif x 40)
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b) Culture et examen microscopique

Comme pour la grande majorité des moisissures, la croissance de ce champignon est
rapide et extensive sur milieu de Sabouraud sans actidione, en 3 a 7 jours. Bien qu’ils
présentent les mémes signes cliniques, N. dimidiatum et S. hyalinum différent par leurs

aspects culturaux.

Q) Neoscytalidium dimidiatum

Macroscopiquement, les jeunes colonies de N. dimidiatum en culture sont tout
d’abord blanches puis grises claires et enfin noires, en 2 a 3 jours, sur milieu de Sabouraud
incubé a 30°C. Le verso presente un intense pigment noir qui diffuse dans toute la gélose. La

texture est plut6t duveteuse ou floconneuse et le développement aérien estimportant.

Du point de vue microscopique, des filaments fins, réguliers, septés et hyalins sont d’abord
observés. Puis, au bout de quelques jours, des filaments plus larges apparaissent, a paroi
épaisse et de couleur brune. Ces derniers se fragmentent ensuite en arthrospores uni- ou

bicellulaires.

2 Scytalidium hyalinum

Les cultures de S. hyalinum sont caractérisées par des colonies blanches qui peuvent
devenir grisatres en vieillissant. Le revers de la culture reste cependant pale. L’aspect est

plutét laineux et le developpement aérien important.
Au niveau microscopique, il n’y a pas de filaments pigmentés en brun mais uniquement des

filaments hyalins, qui vont eux aussi avec le temps, se dissocier en arthrospores uni- ou

bicellulaires.
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Figure 7 : Illustration de cultures de N. dimidiatum et S. hyalinum (A et B) et d’un examen
microscopique de celles-ci (C et D) (d’aprés Machouart et al., 2010)

6. Prise en charge thérapeutique

Bien que le caractere majoritairement superficiel des atteintes a Scytalidium spp. ne
positionne pas celles-ci parmi les infections préoccupantes du point de vue de la clinique et du
pronostic, leur prise en charge reste toutefois difficile. En effet, ces moisissures sont
particulierement résistantes aux traitements antifongiques, aussi bien locaux que systémiques,
et ce malgré des résultats plutdt encourageants in vitro. Bien sQr, d’autres facteurs entrent en
compte dans la prise en charge de ces infections, notamment la compliance au traitement mais
aussi, en ce qui concerne les onychomycoses, I’épaisseur de la tablette unguéale, véritable
barriere a traverser pour les traitements. La terbinafine, connue par exemple comme

antifongique de référence des dermatophytes, semble peu active sur les Scytalidium spp.
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En 2014, M. Feuilhade de Chauvin publie un article général sur le traitement des
onychomycoses et préconise, pour les scytalidioses, I’excision de la zone infectée
mécaniquement ou chimiquement, un séchage, une inondation par de I’amphothéricine B
orale sur toute une journée. En cas d’échec (surtout en présence d’un panaris), le recours a la
chirurgie est vivement recommandé.[18] D’un point de vue plus pratique, les Dr. Desbois et
Quist, respectivement mycologue et dermatologue au CHU de Fort-De-France en Martinique
nous ont transmis leur facon de prendre en charge les scytalidioses. Pour les ongles, un
traitement par Locéryl® vernis est prescrit une fois par jour au lieu d’une fois par semaine
dans les dermatophytoses, associé & des soins de podologie. Si I’ongle est epais, un pré-
traitement a I’urée est préconisé durant 20 jours avant d’appliquer le Locéryl®. Pour les
espaces inter-orteils et les plantes, la Fungizone® doit étre appliquée deux fois par jour
localement pendant plusieurs mois. La formule locale de cette derniere étant retirée du
marché, les praticiens de la Martinique proposent de la remplacer soit par la forme orale a
appliquer localement soit par un azolé, a appliquer toujours plus souvent que prescrit avec une
extréme régularité jusqu’a négativation des prélevements de contrble, voire au-dela. Ce
protocole, bien qu’exigeant une grande compliance des patients, a donné de bons résultats
pour nos collegues Martiniquais. Par ailleurs, découper I’ongle le plus possible, la ou il est
altéré par le champignon est une mesure mécanique qui fait partie du traitement et d’ailleurs
I’optimise. [6] Ce protocole pratique n’a pas fait I’objet d’optimisation ou de rédaction de
référentiel.

De nombreux articles traitent de la prise en charge de cette infection par les autres
antifongiques mis sur le marché, nous en présenterons quelques uns dans le paragraphe

suivant.

B. Antifongiques et Scytalidium spp. dans la littérature scientifique

Dans la littérature, plusieurs études ont ainsi eté realisées pour évaluer I’efficacite de

différentes molécules contre les N. dimidiatum et S. hyalinum.

En 2007, Dunand et al. testent, in vitro, I’efficacité du posaconazole sur 12 souches de
Scytalidium (7 N. dimidiatum et 5 S. hyalinum) par la méthode du E-test. Tous les isolats
montrent des concentrations minimales inhibitrices (CMI) basses, inférieures ou égales a 0,25

mg/ml. Aucune CMI de référence n’est définie concernant cette molécule et son action sur les
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pseudo-dermatophytes. Toutefois, par comparaison avec d’autres especes fongiques
(moisissures et levures) et par déduction de la concentration plasmatique en posaconazole
attendue in vivo, I’auteur en conclut que ce principe actif pourrait étre une bonne alternative
thérapeutique dans les scytalidioses. Aucune étude n’a cependant été menée a ce jour pour
étendre I’AMM de cet antifongique aux scytalidioses.[19]

En 2008, Lacroix et Feuilhade de Chauvin évaluent I’activité antifongique de I’amphotéricine
B, I’itraconazole, le posaconazole, le voriconazole, la caspofungine ainsi que de la terbinafine
sur 17 souches de N. dimidiatum et 15 souches de S. hyalinum, et ce, toujours in vitro mais
cette fois-ci par la méthode du CLSI M38-A.

Tableau | : Résultats des CMI obtenues in vitro avec I’amphotéricine B, I’itraconazole, le
voriconazole, le posaconazole, la terbinafine et la caspofungine vis-a-vis des souches de N.
dimidiatum et S. hyalinum (d’apreés Lacroix et Feuilhade de Chauvin, 2008 )

MIC (mg/L)

Species (no. of isolates tested) Antifungal agent range 50%" 90%°

S. dimidiatum (17) amphotericin B 0.06-1 0.5 0.5
itraconazole <0.03t0 >16 4 >16
voriconazole <0.03 10 0.5 0.125 0.25
posaconazole 0.125-2 2 2
terbinafine 0.125-0.5 0.25 0.5
caspofungin 0.06-8 0.5 8

S. hyalinum (15) amphotericin B 0.06-1 0.25 0.5
itraconazole 0.125-4 1 1
voriconazole <0.03 t0 0.25 0.06 0.125
posaconazole 0.06-1 0.5 1
terbinafine 0.06-2 0.5 1
caspofungin 0.125-8 0.5 1

“MIC at which at least 50% of isolates are inhibited.
"MIC at which at least 90% of isolates are inhibited.

Cette etude conclut a une supériorité du voriconazole par rapport aux autres molécules
puisque cet antifongique présente la CMI la plus basse pour les deux especes. A noter dans
cette étude la CMI basse obtenue pour la terbinafine pourtant connue pour son inefficacité in
vivo sur N. dimidiatum. Il est par ailleurs difficile de comparer les CMI du posaconazole avec
celles obtenues dans I’article précédent puisque la technique utilisée n’est pas la méme. Et il
est a nouveau difficile de tirer des conclusions étant donné qu’il n’existe pas de cut-off pour
ces molécules en ce qui concerne les Scytalidium.[20] A noter que, bien que N. dimidiatum et
S. hyalinum présentent les mémes résistances au niveau clinique, N. dimidiatum obtient
globalement des CMI plus éleveées in vitro. Ceci pourrait étre en lien avec la présence d’un

pigment, la mélanine, qui donne sa couleur noire a N. dimidiatum.[21]
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En 2009, Madrid et al. évaluent la sensibilit¢ a I’amphotéricine B, le posaconazole, le
voriconazole, le ravuconazole, la terbinafine, I’anidulafungine et la micafungine sur 24
souches de Scytalidium (22 N. dimidiatum et 2 S. hyalinum) par un protocole adapté de la
méthode du CLSI. [10]

Tableau 11 : Evaluation de I’activité in vitro de plusieurs antifongiques vis-a-vis de souches
de N. dimidiatum et S. hyalinum

ST (no. of isolates tested) MIC range (geometric mean) (p.g/mL)

AMB PCZ vcz RCZ MFG ANI TRB
ST1(1) 0.25/- 4/- 4/- 32/- 8/- 21= 0.125/-
ST2(1) 0.25/- 0.25/- 0.25/- 0.25/- 2/- 1j= 0.5/-
ST3(2) 0.125-0.5/0.25 0.06-0.25/0.12 0.06-0.125/0.08 0.125-0.125/0.125 2-4/2.82 0.25-1/0.5 0.125-0.5/0.25
ST4(18) 0.125-0.5/0.34 1-32/12.7 0.5-4/2.07 8-32/21.7 4-32/8.31 0.25-4/1.16 0.25-2/0.82
ST5(2) 0.25-0.5/0.35 2-4/2.82 0.5-1/0.70 8-16/11.31 0.25-0.5/0.35 0.25-2/0.70 1-2/141
Total (24) 0.125-0.5/0.32 0.06-32/6.15 0.06-4/1.37 0.125-32/11.31 0.25-32/5.49 0.25-4/1.05 0.125-2/0.70

ST, sequence type; MIC, minimum inhibitory concentration; AMB, amphotericin B; PCZ, posaconazole; VCZ, voriconazole; RCZ, ravuconazole; MFG, micafungin; ANI, anidu-
lafungin; TRB, terbinafine.

Les CMI les plus intéressantes sont observées pour I’amphotéricine B. Ces dernieres ainsi que
celles de la terbinafine sont en accord avec les résultats de I’étude de Lacroix et Feuilhade de
Chauvin. Les CMI du voriconazole sont inférieures a celles du posaconazole et du méme

ordre de grandeur que I’anidulafungine, de la famille des échinocandines.

Dans le rapport annuel d’activité du Centre National de Référence des Mycoses Invasives et
des Antifongiques (CNRMA) établi en 2015, des cut-offs ont été établis pour 6 souches de
Neoscytalidium sp. La methode utilisée est celle des microdilutions en plaques suivant les
protocoles de référence de 'EUCAST. Les valeurs suivantes sont disponibles pour 7

antifongiques :

Tableau III: Tableau répertoriant les valeurs de CMI50 de 7 antifongiques vis-a-vis de 6
souches de Neoscytalidium sp.

Valeurs CMI50 (pg/ml)

AMB ITR VRZ PSZ CAS TER MCF

Neoscytalidium sp. (n=6) 0,12 >8 0,12 0,5 0,5 0,5 0,06

AMB : amphotéricine B ; ITR : itraconazole ; VRZ : voriconazole ; PSZ : posaconazole ; CAS :
caspofungine ; TER : terbinafine ; MCF : micafungine.
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Mis a part dans le cas de I’itraconazole et de la terbinafine, les valeurs des CMI50 entre N.
dimidiatum et A. fumigatus sont relativement proches dans ce rapport (données détaillées non
rapportées ici). Mais de maniére générale, les valeurs de CMI répertoriées dans la littérature
sont assez divergentes. Cette différence est liée a plusieurs facteurs, notamment celui de la
méthode utilisée qui pourtant est identique dans plusieurs articles et suit les mémes
recommandations. Plusieurs explications sont possibles, par exemple des facteurs liés a la
taille et la constitution de I’inoculum fongique lui-méme ou encore le nombre de souches

mises a disposition pour I’établissement des valeurs de CMI (ici 6 pour Nd contre 231 pour

A,

Toutes les études ci-dessus sont réalisées in vitro et I’absence de corrélation des données
obtenues in vivo et in vitro est un phénoméne bien connu en mycologie. Des études
complémentaires in vivo sont donc nécessaires afin de préciser I’action antifongique de ces
molécules sur ces champignons. Cependant, la plupart des publications retrouvées, dont
certaines sont présentées ci-dessous, ne traitent que d’atteintes systémiques a N. dimidiatum

mais ne s’intéressent pas aux atteintes superficielles, sujet principal de cette thése.

Concernant les infections systémiques a N. dimidiatum, plusieurs cas ont été publiés. En
2003, Dunn et al. présentent le cas d’une sinusite a N. dimidiatum chez une patiente
immunodéprimée. Cette derniére est d’abord traitée par amphotéricine B puis par
voriconazole. La stabilisation de I’infection fongique invasive est obtenue aprés 6 mois de
traitement et ce, avant le déces de la patiente suite a un rejet de greffe.[15] Par la suite, en
2009, Elinav et al. s’intéressent au cas d’un patient immunocompétent atteint d’une infection
invasive a N. dimidiatum et traité avec succés par voriconazole.[16] En 2011, R. Moutran et
al. étudient le cas d’un patient traité par corticothérapie orale pour sarcoidose et souffrant de
Iésions cutanées chroniques a N. dimidiatum. Ce dernier est traité par amphotéricine B IV
pendant 7 semaines et une guérison est constatée. Les auteurs ne peuvent cependant pas
conclure clairement a I’efficacité du traitement qui était concomitant avec une diminution
progressive de la corticothérapie et donc de I'immunodépression. A noter qu’en premiére

ligne, un traitement par terbinafine topique avait été mis en place sans résultat probant.[17]
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En parallele des ces études in vitro et des cas cliniques présentés, Ruiz-cendoya et al.
évaluent, en 2010, I’efficacité de I’amphoteéricine B, du voriconazole et du posaconazole sur
un modele murin d’infection systémique a N. dimidiatum.[22] Deux souches de N.
dimidiatum sont testées pour chaque molécule sur des groupes de 10 souris. L’efficacité des
traitements est évaluée sur la prolongation de la survie des souris, sur la réduction de la
charge fongique dans les tissus ainsi que sur des études histologiques des organes infectes.
Les résultats obtenus in vivo en évaluant la survie des souris sont rapportés aux valeurs de
CMI obtenues in vitro avec la méthode du CLSI. Les deux souches présentent des CMI plus

basses in vitro pour I’amphotéricine B, par rapport aux autres antifongiques.

In vivo, une prolongation de la durée de survie est observée avec toutes les molécules testees

comme I’illustrent les graphiques de la figure 8.
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Figure 8 : Mortalité cumulée de souris neutropéniques infectées par N. dimidiatum souche
FMR 9383 (A) et FMR 9354 (B) et traitées par 1,2 mg/kg d’amphotéricine B (AMB), 60
mg/kg de posaconazole (PSC) et 60 mg/kg de voriconazole (VRC). (Traitement débuté a J-1
post-infection et continué pendant 7 jours).

Pour la souche FMR 9383, 50% des souris traitées par I’amphotéricine B survivent jusqu’a la
fin de I’expeérience alors que toutes les autres meurent dans les 2 semaines. La différence de
survie est significative pour I’amphotéricine B et le voriconazole pour la souche FMR 9383
alors qu’elle n’est pas significativement différente entre les trois molécules pour la souche
FMR 9354.
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Les auteurs ont ensuite évalué les effets du traitement antifongique sur la charge fongique
dans les reins et la rate. Il est cependant difficile d’en tirer une conclusion puisque seulement
deux souches de N. dimidiatum sont testées et on observe des disparités entre les résultats
obtenus. De maniére globale, I’amphotéricine B apparait plus efficace pour réduire la charge
fongique que les autres antifongiques dans les deux organes étudiés. Cette étude préliminaire

est donc intéressante mais aurait gagné a étre réalisee sur d’avantage de souches.

Figure 9 : Coupes histo-pathologiques des reins de souris neutropéniques infectées par N.
dimidiatum. (1) groupe contrble non traité : éléments fongiques associés a une réponse
inflammatoire. (2) groupe traité par amphotéricine B ou par voriconazole : absence
d’éléments fongiques et de réponse inflammatoire (3) groupe traité par voriconazole :
quelques éléments fongiques sans réponse inflammatoire.
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En conclusion, il n’existe pas, a I’heure actuelle, de traitement de référence pour la prise en
charge d’une scytalidiose. Certaines molécules donnent de bons résultats in vitro mais la
corrélation in vivo n’est souvent pas démontrée. D’un point de vue clinique, des résultats sont
obtenus avec I’amphotéricine B par voie orale, toutefois cette approche n’est pas adaptée pour
traiter une onychomycose a Scytalidium spp. En pratique, des résultats sont obtenus avec cet
antifongique utilisé par voie locale comme le préconisent les médecins du CHU de Fort de
France. Les mécanismes de résistance de ce champignon vis-a-vis des molécules existantes

sont encore mal connus et mal définis.
En considérant ces données, I’utilisation des huiles essentielles, est une approche originale de

maniere & envisager une nouvelle alternative thérapeutique. Cependant, il est tout d’abord

indispensable de proposer une méthode d’évaluation standardisée in vitro de ces substances.
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C. Huiles essentielles

1. Généralités

Les huiles essentielles (HE) occupent aujourd’hui une place de plus en plus importante
dans notre société qui privilégie le recours aux produits d’origine naturelle. Formidables
concentrés de molécules aromatiques naturelles, les nombreuses propriétés thérapeutiques des
HE ont été mises en évidence au fil du temps : anti-infectieuses, antispasmodiques,
antalgiques, relaxantes, cicatrisantes, anti-inflammatoires et bien d’autres. Mais leur
utilisation est-elle un simple phénoméne de mode ou peuvent-elles prendre une place
significative dans I’arsenal thérapeutique dont nous disposons ?

a) Origine

Le terme aromathérapie a été créé par I’ingénieur chimiste, R. M. Gattefossé en 1928
et designe I’emploi des HE issues de plantes aromatiques pour traiter les pathologies et pour
améliorer la santé et le bien-étre. Il en découle la définition de I’huile essentielle, définie par
la commission de la Pharmacopée Européenne : « Produit odorant, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiére végétale botaniquement
définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit par un procéde
mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la
phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa
composition ».

Les HE sont des extraits de plantes aromatiques. Ces dernieres, capables de stocker et de
synthétiser une essence dans leurs tissus, ne représentent que 10% du régne végétal. Ces
essences permettent aux plantes qui les contiennent d’attirer les insectes pollinisateurs ou de
repousser les prédateurs herbivores. Cependant, cette capacité de synthése reste encore
inexpliquée a ce jour. Parmi ces plantes aromatiques, quelques familles sont a retenir : les
lamiacées (lavandes, thyms, sarriettes, origans, etc.), les myrtacées (eucalyptus, girofliers,
mélaleuques, etc.), les lauracées (cannelles, lauriers, bois de rose, litsees, etc.), les astéracées
(camomille, etc.), les apiacées, les abiatacées, les poacées (palmarosas, citronnelles, etc.), les
cupressacées (cypres, etc.) et les rutacées (bergamote, etc.). Seules les parties les plus
concentrées de la plante sont récoltées pour subir I’extraction par distillation. Les structures
sécrétrices se retrouvent dans les sommités fleuries, les fruits, les feuilles, les racines, les bois,

I’écorce et les oléorésines.[23]
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b) Historique

L’utilisation des HE remonte a I’Antiquité et des pays comme la Chine et I’Egypte
sont les berceaux de I’utilisation de I’aromathérapie. Les peuples indigénes pronaient deja
une relation étroite avec les plantes, que ce soit pour se soigner ou vénérer leurs dieux. Les
aborigenes exploitaient tout autant ces dernieres et étaient dotés d’une connaissance
remarquable sur les bienfaits que la nature peut apporter. Par exemple, les feuilles de
plusieurs especes de Melaleuca, tres connues dans le monde des HE (Niaouli, Tea tree, etc.),
étaient couramment utilisées, notamment le Niaouli pour ses propriétes cicatrisantes ou le Tea
tree pour ses vertus anti-infectieuses.[24] En Inde, région connue pour sa richesse en plantes
aromatiques, les HE étaient considerées comme le prana, « le souffle de vie » apporté par

I’énergie des HE.

Une civilisation se démarque d’avantage, il s’agit de la civilisation égyptienne. Plus
particulierement dans I’Egypte Antique durant les dynasties des pharaons, les plantes
aromatiques étaient a la base de I’élaboration de I’embaumement des momies gréce a leurs
vertus antibactériennes et antiputrides. Les Grecs ont par la suite repris les connaissances
égyptiennes et les ont répandues dans tout le bassin méditerranéen, surtout dans la Rome
antique. Ce n’est qu’aux alentours du Xlleme siecle que I’aromathérapie trouve sa place en
Occident.

Voici quelques noms qui ont marqué I’évolution des connaissances dans le domaine de

I’aromathérapie :
- Tout d’abord, Dioscoride (25-90 aprés J.-C.), pére de la médecine occidentale. Il a

rédigé un ouvrage capital intitulé De Materia Medica, dans lequel il recommande

I’utilisation des plantes pour se soigner.

- Mais aussi Avicenne (980-1937), médecin Arabe qui mit au point I’Alambic au Xéme

siecle, processus de distillation permettant d’obtenir les HE.

35



R. N. Gatefossé (1881-1950), ingénieur chimiste francais, inventeur du terme

« aromathérapie ». Il a longuement étudié les vertus antimicrobiennes des HE a la
suite d’une découverte fortuite aprés s’étre brdlé la main et I’avoir mise directement
dans de I’HE de Lavande. Le soulagement immediat et la rapidité déconcertante de
cicatrisation I’ont poussé a se pencher sur les différentes propriétés médicinales des
HE.

Le docteur Jean Valnet (1920-1995) reprit les travaux de Gattefossé et publia des
ouvrages de référence (Aromathérapie, Traitement des maladies par les essences des
plantes, 1964).

R. N. Gatefosseé et J. Valnet sont tous les deux considérés comme les peres de I'aromathérapie

moderne.

Pour finir, P. Franchomme, chercheur frangais et aromatologue est a I’origine de la

notion de « chémotype », terme que nous décrirons plus en détails par la suite.

A la fin du XX®™ siécle, au méme titre que I'ensemble de la pharmacognosie, I'aromathérapie

bénéficia de l'avancée des méthodes d'analyses, en particulier de la chromatographie. La

distinction précise des composés aromatiques permit a la médecine de mieux appréhender

leurs mécanismes d'action, et d'affiner leur prescription.[25]

c) Méthodes d’extraction

Il existe deux grandes techniques pour extraire les HE des plantes :

L’extraction par expression a froid, moyen le plus simple mais le plus limité, valable
pour extraire I’essence contenue dans les zestes frais d’agrumes.
La distillation par entrainement & la vapeur d’eau, technique la plus utilisée en

aromatheérapie.
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Le principe de cette derniere technique consiste a extraire I’HE contenue dans

les

cellules végetales par la vapeur d’eau. La matiére premiere est placée dans un alambic

dans lequel est envoyée de la vapeur d’eau. Celle-ci détruit les cellules végétales et libere

ainsi des molécules odorantes. Une fois chargée d’HE, la vapeur d’eau est condensée par

refroidissement. L hydrolat aromatique formé par cette condensation de vapeur d’eau est

obtenu d’un c6té et de I’autre est recueillie I’HE. Les différences de densités permettent

de séparer ces deux phases dans I’essencier.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d'huile essentielle

Plantes aromatigues

Vapeur d'eau

Eau froide
Eau

Eau florale +
huile essentielle

Chaleur ———e

VaNalala
I._)’\\;' (VAVAVAS

Figure 10 : Principe de la distillation par entrainement a la vapeur d’eau (d’apreés
http://tpehuilesessentiellesetsante.e-monsite.com, consulté le 06/05/17)

Huile essentielle

A noter que les molécules, dites « lourdes », restent dans le tissu végétal. Leur utilisation ainsi

que leurs propriétés concernent la phytothérapie.[26]
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d) Composition

(1) Définition du chémotype

Le chémotype (ou chimiotype) définit la (les) molécule(s) biochimiquement active(s)
de I’HE. On parle ainsi d’HECT : Huile Essentielle ChemoTypee. Cette mise en évidence est
nécessaire car pour une méme plante, I’essence synthétisée est biochimiquement différente en
fonction du biotope dans lequel elle se développe. Une plante aromatique peut donc fournir
des HE totalement différentes en fonction du lieu de récolte ou de I’origine géographique.
Biochimiquement différents, deux chémotypes peuvent ainsi présenter des activités mais aussi
des toxicités différentes.

Par exemple, prenons I’huile essentielle de Thymus vulgaris. Le Thymus vulgaris CT thujanol
présente une activité anti-infectieuse, stimulante, régénératrice des cellules hépatiques et
présente trés peu d’effets secondaires. Le Thymus vulgaris CT thymol est, quant a lui, un anti-
bactérien, mais présente une action caustique pour la peau et est hépatotoxique a doses

élevées et prolongées. [26]

2 Chémotypes principalement rencontrés dans les HE

La détermination de ce dernier est possible grace au couplage de la chromatographie
en phase gazeuse et de la spectrométrie de masse. Plusieurs familles biochimiques sont
fréguemment rencontrées : les alcools, les cétones, les aldéhydes terpéniques et aromatiques,

les esters, les éthers, les terpenes ainsi que les oxydes.

(@) Les alcools

OH O

Ils incluent les phénols, les alcools et les sesquiterpénols. Les phénols et les alcools
sont connus pour leurs propriétés antibactériennes a large spectre d’action mais aussi pour
celles virucides et fongicides. Attention, ils ne sont cependant pas dénués de toxicité. Les
phénols sont en effet dermocaustiques a I’état pur et hépatotoxiques a dose élevee et

prolongée.
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(b) Les aldéhydes

O

i

H

Les aldéhydes aromatiques présentent des propriétés proches de celles des phénols, et
les aldéhydes terpéniques sont plus connus pour leur action calmante, anti-inflammatoire et

antalgique.

(c) Les oxydes terpéniques

HiG CH,

Ex: 1,8 cinéole
Ces composés biochimiques sont de tres bons expectorants et antiviraux, avec des
propriétés antibactériennes plus légéres. Leur bonne tolérance cutanée favorise leur utilisation

(ex : Niaouli, Eucalyptus radié, etc.).
(d) Les éthers
R R
Ces derniers sont connus pour leur action antispasmodique, antalgique et antivirale.

(e) Les terpenes

=

Trés bons stimulants, ils montrent aussi des activités « hormon-like » intéressantes
pour des états inflammatoires prolongés. Ils sont aussi appréciés pour leur effet

décongestionnant respiratoire et lymphatique.
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0] Les cétones et les lactones

ioo
R TR

Mucolytiques, lipolytiques, cholagogues, cholérétiques mais aussi neurotoxiques et

abortifs. Ce qui nécessite une certaine vigilance pour leur utilisation.

9) Les esters

Ces derniers présentent des propriétés antispasmodiques, anti-inflammatoires et
sédatives ainsi qu’une tres faible toxicité.[26]

e) Effets indésirables et toxicité des huiles essentielles

L’action puissante des HE leur donne une réelle importance dans [I’arsenal
thérapeutique. Mais cette efficacité s’accompagne bien souvent d’une toxicité non négligeable
qui demande une utilisation prudente et intelligente. Certaines HE, par exemple celle de
moutarde ou encore de croton, présentent une activité vésicante et nécrosante. Les HE riches
en cétones (menthone, bornéone, thuyone) peuvent étre, selon les terrains (immaturité,
fragilité), neurotoxiques et abortives. Les HE phénolées ou riches en aldéhydes sont bien
souvent dermocaustiques. Leur utilisation nécessite une dilution au préalable. La toxicité
potentielle de certaines HE nécessite ainsi un encadrement strict et spécifique aussi bien au
niveau de leur production que de leur utilisation. Le danger réside dans la facilité avec

laquelle il est possible de se les procurer et la vulgarisation de leur utilisation.[25]

40



f) Critéres de qualité

L’obtention d’une HE de qualité se révéle étre un processus délicat devant répondre a de

nombreux critéres de qualité issus de I’ANSM dont la certification botanique qui regroupe

I’appellation de la plante avec le genre, I’espéce, la sous-espece et le cultivar (variante de
nature spontanée a I’intérieur d’une méme espéce) ou I’hybride (croisement entre les variétés,

les variétés cultivées et les especes). Les autres critéeres sont I’origine géographique, le

biotope étant important pour caractériser la composition chimique de I’HE, le mode de culture

(sauvage ou cultivée, agriculture biologique ou non), le stade de développement botanique,
I’organe distillé, le mode d’extraction ainsi que le(s) chémotype(s).[26]

D. Huiles essentielles et champignons dans la littérature scientifique

Concernant les données de la littérature sur le potentiel antifongique des HE, de
nombreux articles sont disponibles.[27, 28, 29] Nous avons donc sélectionné les plus
pertinents d’un point de vue méthodologique ou pour les résultats qui en découlent sur les

dermatomycoses.

En 1988, Janssen et al. testent 53 HE sur 3 des dermatophytes les plus communs aux Pays-
Bas (Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale et
Epidermophyton floccosum). Cette étude conclue a une activité in vitro intéressante de
plusieurs HE et plus particulierement : I’Aneth, le Giroflier, I’Origan, le Persil, I’Anis vert

ainsi que le Thym, qui se démarquent sur les 3 souches de dermatophytes.[30]

En 2002, Hammer et al. étudient I’action in vitro de I’HE de Tea tree sur des souches de
dermatophytes et autres filamenteux. Cette étude, qui repose sur le principe de la
microdilution selon la technique du CLSI, conclut a une activité fongistatique et fongicide
suivant la concentration utilisée d’HE de Tea tree. Cependant, les Scytalidium spp. ne font pas

partie de cette étude.[31]
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En 2002 également, Satchell et al. traitent 158 patients atteints de pieds d’athlete (atteinte
interdigitale due a un dermatophyte) avec de I’'HE de Tea tree diluee a 25% ou 50% dans une
solution d’éthanol et de polyéthyléne glycol vs un groupe placebo. Il montre une amélioration
clinique statistiquement significative pour les patients traités par I’HE de Tea tree par rapport
au placebo. Cependant, il n’y a pas de scytalidioses dans cette cohorte et les auteurs restent
évasifs sur les espéces de dermatophytes testées. De plus, I’évaluation se fait au bout de 4
semaines de traitement alors que les onychomycoses sont normalement des prises en charge

de longue durée.[32]

En 2005, Cavaleiro et al. travaillent sur le potentiel antifongique de I’HE de Génévrier sur des
souches de dermatophytes, d’Aspergillus et de Candida. Ils déterminent la CMI en se basant
sur les protocoles du CLSI par macrodilution. lls testent plusieurs chémotypes d’HE de
Genévrier et concluent que Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus est la plus active, avec une
CMI entre 0,08 et 0,16 ul/ml. Ces auteurs s’intéressent également a la composition de I’HE de
J. oxycedrus ssp. oxycedrus : celle-ci est majoritairement composee d’a-pinene comme toutes
les HE de Geénévrier et contient du o-3-caréne qui lui est spécifique. L’activité de ces
différents composés est évaluée directement sur les champignons aprés les avoir isolés par
chromatographie en phase gazeuse couplée a de la spectrométrie de masse. C’est le 5-3-
caréne qui montre les meilleures CMI. Son r6le semble donc essentiel a I’activité antifongique
attribuée a I’HE de Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus méme s’il n’est pas le chémotype
majoritaire de cette derniére et méme s’il est impossible d’en déduire si I’action est
uniquement due a ce dernier ou a une synergie entre tous les chémotypes présents dans
I’huile. L’étude conclut cependant au potentiel thérapeutique de cette HE ainsi qu’a
I’importance des chémotypes qui la composent. Par ailleurs, elle ne concerne que les
dermatophytes et I’efficacité reste a confirmer par des études plus poussées, notamment in
vivo.[33]

En 2006, Tullio et al. testent, in vitro, les HE de Thym rouge, de Fenouil, de Clou de girofle,
de Sauge, de Citron, de Lavande et de Pin sur 44 souches de champignons comprenant des
dermatophytes et des moisissures dont certains dématiés. La méthode est basée sur deux
protocoles différents, le premier suivant la méthode du CLSI, I'autre étant basée sur une
méthode par contact avec des vapeurs chargées en HE. Les résultats obtenus montrent des
activités antifongiques variables selon I’HE et la méthode utilisée, avec une supériorité du
Thym sur les dermatophytes et dématiés ainsi que des CMI plus basses obtenues avec les
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vapeurs d’HE. Une fois encore des études plus approfondies sont nécessaires pour confirmer

ces résultats et déterminer le mode d’action exacte de ces HE.[34]

En 2011, De Oliveira Pereira et al. se penchent sur I’action fongicide de la Citronelle sur
Trichophyton rubrum. Ils notent une inhibition de la croissance fongique ainsi que des
modifications morphologiques importantes des souches au microscope (altération de la forme,
de la pigmentation, etc.). Ils en concluent a une action antifongique de cette HE contre

Trichophyton rubrum.[35]

Les huiles essentielles sont donc un sujet qui intéresse les chercheurs depuis déja plusieurs
années. Les articles les décrivant comme antifongiques proliféerent mais a ce jour, aucun
auteur ne s’est encore penché sur le traitement des onychomycoses a Scytalidium spp. par ces
substances. Par ailleurs, de nombreux articles comme ceux que nous avons présentés ci-
dessus donnent des valeurs de CMI alors qu’aucun cut-off n’a été défini pour le moment. Le
sujet d’étude est donc encore vaste et I’élaboration de protocoles fastidieuse. C’est en lisant
ces différents articles et a I’aide des protocoles du CLSI que nous avons travaillé pour
standardiser et rendre le plus reproductible possible une méthode d’évaluation in vitro des HE

sur les champignons.
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E. Objectifs du travail présenté

L’objectif principal de ce travail a été de déterminer un protocole standard permettant
d’évaluer I’activité antifongique des HE sur les champignons. Notre approche a été centrée

autour de deux méthodes :

- I’aromatogramme : ce procédé, plus simple a mettre en ceuvre que le second, a déja été
utilisé et décrit dans la littérature. Bien que manquant de précision dans sa réalisation
et sa lecture par I’absence de standardisation actuelle, il offre un premier résultat

visuel de I’efficacité d’une HE sur un champignon.

- La méthode de microdilution en plaques : elle repose sur des protocoles de référence
internationaux pour tester I’activité des antifongiques sur les champignons, selon les
guidelines du Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) et aboutit a des

résultats plus précis.

Secondairement, en utilisant ces protocoles, 20 huiles essentielles ont été testées sur 15
souches de Neoscytalidium dimidiatum, dans le but de mettre en évidence une éventuelle
activité de certaines d’entre elles sur ce champignon connu pour sa résistance aux traitements

conventionnels.

A plus long terme, les retombées envisagées de ce travail seraient de définir un protocole
standard pour le test des HE sur d’autres champignons, et en particulier les dermatophytes. Il
serait aussi intéressant d’exploiter le potentiel antifongique des HE les plus actives pour
développer une nouvelle approche therapeutique dans le cadre du traitement des mycoses

superficielles.
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Matériels et méthodes

Souches étudiées

Quinze souches de N. dimidiatum issues de la collection du Centre International de

Référence des champignons situés aux Pays-Bas (Centraal Bureau voor Schimmelcultures :

CBS), ont été utilisées dans cette étude. Les souches, conservees dans un mélange glycérolé

au congélateur, ont été repiquées sur des géloses de Sabouraud et placées a I’étuve a 37°C.

Elles ont été régulierement entretenues par repiquage tout au long de notre étude. Le numéro

de référence, la source et I’origine géographique des souches utilisées dans ce travail sont

présentés dans le tableau ci-dessous.

Dans notre étude, nous avons travaillé sur des souches présentant 3 jours de pousse et en nous

appuyant sur les recommandations du protocole CLSI-M38A décrit pour évaluer I’activité de

molécules antifongiques vis-a-vis de moisissures.
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Espéce

. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum
. dimidiatum

Numéro de référence

CBS 125608
CBS 125609
CBS 125611
CBS 125613
CBS 125614
CBS 125615
CBS 125616
CBS 125617
CBS 125618
CBS 125619
CBS 125804
CBS 125745
CBS 114859
CBS 233.57
CBS 251.96

Origine
Source , .
geographique
Homme Gabon
Homme Gabon
Squames cutanées, pied  Martinique
Homme Gabon
Homme France
Homme France
Homme Gabon
Ongle France
Homme Gabon
Pied gauche France
Homme France
Homme Gabon
Homme USA
Platane, bois dégradé Italie
Mycétome, pied Antilles
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B. Choix des huiles essentielles

Nous avons sélectionné un panel de 20 huiles essentielles, pour leurs potentielles
activités antifongiques dans la littérature ou selon les précisions de sites destinés au grand

public tel que Aromazone (http://www.aroma-zone.com) ou Pranarom

(https://www.pranarom.com/fr). Les HE ont été commandées par ce biais, plus facilement
accessible pour ces premiéres approches, et non par I’intermédiaire de la Copper, fournisseur
specialisé de toutes les matiéres premieres indispensables aux industries pharmaceutiques,

cosmétiques et agroalimentaires.

Le tableau présenté ci-dessous répertorie la liste de ces 20 huiles essentielles, leur
dénomination scientifique, leur famille botanique, la partie de la plante distillée, I’origine
géographique de la plante dont elles sont issues, les chémotypes majoritaires pour chacune

d’elles ainsi que le numéro de lot.
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Tableau IV : Liste des 20 HE testées dans notre étude, et précision des dénominations
scientifiques, familles botaniques, parties distillées, situations géographiques, chémotypes
majoritaires (>5%) et numéros de lots.

Huiles Dénomination Famille Partie de la Situation

. Lo S50
essentielles scientifique botanique plante distillée  géographique Chémotypes majoritaires (>5%) Lot

Esters : acétate de linalyle (28,58%)

Citrus aurantium spp Terpenes : limonéne (38,05%), B-

Bergamotier bergamia Rutacées Zeste Italie pinéne (5,929%), y-terpinéne(6,84%) OF16318
Alcools : linalol (10,75%)
. Aniba rosaeodora , . . .
Bois de rose organic Lauracées Feuille Brésil Alcools : linalol (80,20%) OF17167
Esters : angélate d'hexyle (19,81%),
de méthallyle (16,84%), de 2-
. A 0,
Ca""’”_"”e Chamaemelum nobile Astéracées Fleur Angleterre rrj_ethylbutyle (7,28 /?)’ OF16487
romaine d'isoamyle(6,92%), isobutyrate
d'hexyle (7,84%)
Cétones : trans-pinocarvéol (8,20%)
Cagr;;l;de Cinnamomum verum  Lauracées Feuille Sri Lanka Alcools : Eugénol (77,35%) OF11590
Aldéhydes terpéniques : citronellal
H— (73,45%)
uf:a P Lfs Eucalyptus citriodora Myrtacées Feuille Madagascar ~ Alcools : citronnellol (5,78%), OF17277
citronné -
isopulegol (7,49%)
Eucalyptus Oxydes : 1,8 cinéole (69,5%)
o Eucalyptus radiata  Myrtacées Feuille Australie Alcools : a-terpinéol (10,50%) OF17699
officinal Terpenes : limonene (5,46%)
Alcools : citronnellol (33,92%),
Géranium . P . Egypte, Afrique géraniol (13,01%)
Egypte Pelargonium asperum Géraniacées Feuille du Nord Esters : formiate de citronnellyle PHE0147
(7,16%)
Clousde Eugenia caryophyllus . Phénols : eugénol (81,78%)
X . Myrtacées Boutonfloral ~Madagascar — X OF15306
Girofle organic 4 g Esters : acétate d’eugényle (12,90%)
Oxydes : 1,8-cinéole (45,05%)
Alcools : linalol (5,70%)
Laurier noble Laurus nobilis Lauracées Feuille Serbie Esters : acétate de terpényle (8,02%) OF17615
Terpénes : sabinéne (8%), a-pinéne
(5,89%)

Lavandeaspic Lavandula latifolia Sommité Alcools - linalol (38,23%)
P Lamiacées Espagne Cétones : camphre (11,84%) OF17113

fleurie =
CcT2 T2 un Oxydes : 1,8-cinéole (26,12%)
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(Suite du tableau 3)

Huiles Dénomination Famille Partie de la Situation . PR o
essentielles scientifique botanique plante distillée  géographique Chémotypes majoritaires (>5%) Lot
T Monoterpénols : géraniol (6,14%)
Lemongrass );Iexu';sgs Poacées Herbe  Inde Aldéhydes terpéniques : géranial OF15144
(41,24%), néral (33,13%)
Inde. Chine Aldéhydes terpéniques : géranial
Litsée citronnée Litsea cubeba Lauracées Semence Viétnam " (40,73%), néral (30,91%) PHEO0106
Terpenes : limonene (9,56%)
Oxydes : 1,8 cinéole (55,65%
Melaleuca Madagascar, DXydes . . (. i 9
Niaouli uinquenervia CT  Myrtacé Feuill Nouvelle ~ Mionoterpénols: o-terpincol (7,10%) PHE0293
ac quing L, YLAEEES CLeE . Terpénes : a-pinene (12,87%),
cinéole Calédonie - N
limonéne (5,63%)
» Phénols : carvacrol (42,40%), thymol
Origan Origanum P, Sommité 17,50%
g 9 Lamiacées . Maroc ( N D)_ . OF15194
compact compactum fleurie Terpenes : y-terpinene (18,10%), p-
cymeéne (7,92%)
- . Partie . Alcools : géraniol (79,91%)
Palmarosa Cymbopagon martinii  Poacées aérienne Népal Esters : acétate de géranyle (11,39%) OF16792
Oxydes : 1,8-cinéole (58,40%)
Cinnamomum Terpénes : sabinéne (14,11%), a-pinéne
Ravintsara S Lauracées Feuille Madagascar - Spenes ( 0).0-p OF17700
camphoraCT cinéole (5,84%)
Alcools : a-terpinéol (6,04%)
Sarriette des Sommité Phénols : carvacrol (56,22%)
Saturejamontana  Lamiacées . France Terpénes : p-cyméne (10,23%), y- OF16318
montagnes fleurie T
terpinene (12,97%)
Sauge . S " Cétones : thuyones (60,06%),
. Salvia officinalis L Sommité —
officinale rande feuille Lamiacées fleurie France camphre (6,94%) OF16324
grandefeuille 9 Oxydes : 1,8-cinéole (8,32%)
Melaleuca Alcool : terpinene-4-ol (40,01%)
Teatree - Myrtacées Feuille Australie Terpénes : y-terpinenes (21,62%), a- PHE0187
alternifolia —r
terpinéne (9,71%)
i i L mmité CLi
Th){m.vulgarls Thym YulgarlsCT Lamiacées So .te Espagne Alcool.s : I’_malol (.82,8%) QHE0391
alinalol linalol fleurie Esters : acétate de linalyle (6,20%)
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C. Meéthodes d’évaluation de I’activité antifongique des HE

1. Aromatogramme

a) Principe

L’aromatogramme est une methode permettant d’évaluer si une HE présente une
activité antifongique, in vitro, vis-a-vis d’un champignon. Le procédé par lequel ce test est
réalisé est comparable a I’antibiogramme. Le principe repose sur I’ensemencement d’une
suspension fongique sur une gélose de Sabouraud, ici il s’agit de N. dimidiatum, puis au déepdt
d’un disque imprégné d’HE au centre de la gélose. Aprés incubation a une température et
pour un temps défini, I’inhibition de croissance du champignon est objectivée par la présence
d’un halot autour du disque imprégné. La présence et le diamétre de ce halot permettent
d’évaluer si I’huile a une efficacité ou non et I’importance de celle-ci vis-a-vis du champignon

étudié.

Disque imprégné d’HE

Cellules fongiques
en croissance

Figure 11: Aromatogramme réalisé avec I’HE de Giroflier et N. dimidiatum. Les conditions
de réalisation de ce test sont les suivantes : 100 ul d’inoculum fongique d’une suspension a
0,5 Mc Farland, utilisation d’un disque de 6 mm de diametre imprégné de 10 ul d’HE pure.
La boite est incubée a 37°C, cette observation est faite a 48h de pousse.
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b) Protocole détaillé

Afin d’optimiser le protocole de réalisation de I’aromatogramme, les
parametres suivants ont été considéres : la taille de I’inoculum fongique, le volume d’HE
déposé sur le disque ainsi que la taille du disque et le temps d’incubation avant la premiére
lecture. Pour travailler sur ces différentes conditions, nous nous sommes appuyés sur des
articles de la littérature, tels que ceux de De Oliveira Pereira et al.[35], EI Amri et al.[36],
Esper et al. [37] et Felsociova et al.[38]. En effet, De Oliveira Pereira et al. ont évalué par
cette méthode I’effet antifongique de I’HE de Citronnelle sur des souches de Trichophyton
rubrum. Esper et al. mettent aussi cette technique a profit pour évaluer le potentiel
antifongique de L’HE d’Agérate et d’Origan sur des souches d’Aspergillus flavus. Felsociova
et al. testent 15 HE différentes par ce procédé sur des souches de Penicillium tandis que El

amri et al. utilisent cette technique pour évaluer le potentiel antibactérien des HE.

Q) Taille de I’inoculum fongique

Lors d’un travail preliminaire réalisé par un étudiant de Master |, et s’appuyant sur les
données de la littérature, plus particulierement sur la publication de Felsociova et al.[38],
deux boites de Sabouraud ont été ensemencées, avec respectivement, 100 ul et 200 ul d’une
suspension fongique de N. dimidiatum quantifiée a 0.5 Mac Farland (utilisation de la souche
CBS 125615). Sur chacune des deux boites un disque de 6 mm de diametre a €té imprégné de
20 pl d’HE pure de Geranium. Les boites ont ensuite éte incubées a 37°C pendant 3 jours. Le
temps d’incubation de la culture permettant une lecture optimale était de deux jours : en effet
a 24h la pousse etait trop légére pour observer un halot alors qu’au-dela de 3 jours, la boite
était envahie par le champignon, ce qui ne permettait plus de déterminer la présence d’un
halot.
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Afin d’établir un parallele entre le protocole de microdilution en plaque (détaillé plus loin) et
celui des aromatogrammes, une taille d’inoculum fongique identique aux recommandations
du CLSI a également été testée dans ce travail de Master | : ainsi, pour ensemencer
I’aromatogramme, un volume de 100 pl d’un inoculum a 0.5Mc Farland a été dilue 50 fois
dans du RPMI. Ceci a été réalisé en paralléle de I’ensemencement de 100 pl de la suspension

pure. Les conditions de depdt de I’HE restant identiques a ce qui a été decritprécédemment.

Dans ce travail de thése, de maniere complémentaire aux tests réalisés lors du travail de
Master | pour la détermination de la taille de I’inoculum fongique, des disques de diametre

différents et plusieurs volumes d’HE ont été évalués.

@) Disques et inoculum d’HE

Lors de cette étape, des disques de 6 mm et de 9 mm de diametre ainsi que des
volumes de 10 pl et de 20 pl d’HE ont été testés avec les HE de Géranium, Litsée citronné,
Niaouli, Tea tree et Thym suivant les mémes conditions que celles détaillées précédemment,
avec deux souches de N. dimidiatum (souches CBS 125618 et 125616). La lecture a été faite
apres deux jours de croissance. En effet, au-dela de cette durée d’incubation, les boites étaient
envahies par le mycélium et la lecture devenait ininterprétable. Le protocole du test est

détaillé dans I’annexe 1.

Apreés ces tests, les conditions adéquates etant définies pour réaliser les aromatogrammes, les
20 HE sélectionnées dans cette étude ont été testées sur la souche N. dimidiatum CBS 125618,
en triplicat. L’objectif de ce test était de déterminer les HE les plus actives sur N. dimidiatum
afin de tester par la suite I’ensemble des souches de notre collection. Un témoin a aussi été
inclus avec I'utilisation en parallele d’une souche d’A. fumigatus. Ceci permet d’observer si
I’HE se comporte de la méme facon quel que soit le champignon ou s’il y a une différence

d’activité suivant les champignons testés.
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2. Microdilution en plaque

a) Principe

Le principe de I’évaluation de I’activité d’antifongique sur des moisissures par
microdilution en plagque est décrit dans les méthodes référencées sous le code M38-A2 par le
CLSI. Globalement, il s’agit de déposer dans les cupules d'une plaque, pour un méme volume,
des concentrations décroissantes d'un ou plusieurs antifongiques. Un inoculum fongique, de
taille définie, est ensuite ajouté dans chaque cupule et la plague est incubée 48 a 72h avant
lecture. Cette technique permet de déterminer la plus petite concentration inhibant toute
croissance visible d’un champignon a I’ceil nu, et correspond a la Concentration Minimale

Inhibitrice (CMI) de I’antifongique pour la souche étudiée.

CMI

—_— _— e - - ——

[ s S Ao i

.4 . - - a— -

Souche 1

Controles de croissance
‘Controles de stérilité!

|
|
i
|
r
|
|
|
|
|

Figure 12 : Schéma d’une plaque de microdilution utilisée pour déterminer la CMI d’un
antifongique vis-a-vis de deux souches fongiques : la premiere cupule pour laquelle aucune
croissance fongique n’est visible correspond a cette valeur : ici le puits 9 pour la souche 1 et
10 pour la souche 2. (ATF : antifongique)

52



b) Protocole détaillé

Apres avoir realisé plusieurs manipulations préalables en suivant le protocole M38-A2
pour tester la terbinafine souvent prescrite en premiere intention dans les onychomycoses, sur

les souches de N. dimidiatum, ce protocole a été adapté aux huiles essentielles.

(1)Microdilution en plaque : adaptation aux huiles

essentielles

(@) Tests de solubilisation

Les HE n’étant pas miscibles dans I’eau, il n’est pas possible de les diluer directement
dans le RPMI pour effectuer les gammes de concentration necessaires. Le Tween, en tant
qu’émulsifiant, a souvent été décrit dans la littérature pour réaliser ces dilutions.[39, 40] Nous
avons donc réalisé une gamme de dilutions suivant le tableau ci-dessous, afin d’évaluer le

volume de Tween 20 a utiliser pour obtenir une homogénéisation la plus stable possible.

Tableau V : Rapports entre les volumes de RPMI et de Tween 20 a utiliser pour solubiliser au
mieux I’huile essentielle (D’apres la publication d’Edris et al., 2012)

Rapport Vol RPMI | Vol Tween | Vol HE | Volume T
Vol RPMI : Vol Tween (nl) () (ul) ()
9:1 720 80 200 1000
8:2 640 160 200 1000
73 560 240 200 1000
6:4 480 320 200 1000

Les tests de solubilisation ont été réalisés pour les cing HE suivantes : Géranium, Litsée

citronne, Tea tree, Niaouli et Thym.
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Dans un deuxieme temps nous avons également testé la solubilisation de ces HE dans de
I’éthanol [40] ainsi que dans du DMSO, conformément & ce qui est realisé dans le protocole
M38-A2, et méme si ceci n’est pas aussi courant dans la littérature que I’utilisation du tween.

Nous avons suivi les mémes rapports de volumes que ceux réalises avec le Tween.

(b) Préparation des plaques

A partir du protocole CLSI M38-A2, dix concentrations d’HE ont été testées couvrant
une gamme allant de 12 500 pg/ml a 25 pg/ml. Les plaques ont été préparées suivant deux
méthodologies différentes a partir des conditions préalablement définies. Dans I’un des deux
cas, nous avons testé une méme concentration d’HE par plaque pour toutes les souches
sélectionnées alors que dans le second cas les différentes concentrations d’HE étaient testees
en paralléle dans une méme plaque pour une souche donnée. Les avantages de chaque

protocole sont explicités ci-dessous.

Vv Premier protocole : une gamme de 10 dilutions d’HE par plague

Ici, dix concentrations d’une HE sont testées simultanément sur une méme plaque. Quatre

souches sont donc testées par plague avec toutes les dilutions.

I \.gouchel I

I Souche 2 |

I Souche 3 l

| Souche 4 |

- —— ==

+ Concentrations en HE -

Figure 13 : Schéma de la plaque utilisée pour évaluer une gamme de 10 dilutions d’HE sur
une méme plaque. Les souches sont testées en doublon. Les puits en vert sont les contréles de
stérilité¢ (RPMI + Tween ou DMSO selon le protocole), les puits en rouge sont les témoins de
pousse (RPMI + Tween ou DMSO + souche).
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Ce protocole présente I’avantage de pouvoir visualiser simultanément les résultats de
I’évaluation de toute la gamme de concentrations de I’HE testée sur 4 souches par plaque.

Ainsi, la CMI peut étre facilement déterminée et surtout comparée d’une souche a I’autre.

v Deuxiéme protocole : une seule dilution de la gamme par plaque

Dans ce second protocole, une seule concentration d’une méme HE est testée par plaque. Ceci
permet de tester simultanément jusqu’a 20 souches sur la méme plaque. Les HE étant
volatiles, I’avantage principal de ce protocole réside dans la diminution du risque de mélange
de plusieurs concentrations de I’HE testée dans une méme plaque, qui pourrait fausser les

résultats finaux.
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Figure 14 : Schéma de la plaque utilisée pour évaluer une méme concentration d’HE par
plaque sur plusieurs souches. Les souches sont toujours testées en doublon. Les puits en vert
sont les contrdles de sterilite (RPMI + Tween ou DMSO selon le protocole), les puits en
rouge sont les puits ensemencés (RPMI + souche + Tween ou DMSO)
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(c) Ensemencement des plaques

Cette étape consiste avant tout a préparer un inoculum de mycélium fongique quantifie
a I’aide d’un turbidimetre Mac Farland a partir de chacune des souches. Cet appareil apporte
une indication sur la concentration de la suspension fongique, qui doit étre en ce qui concerne
les moisissures, équivalent & un indice de 0.5 Mc Farland, correspondant & 0.4x10* & 5x10*
CFU/ml, d’aprés les données du document de référence CLSI M38-A2. Le détail du protocole

est présenté en annexe 2.

Les plaques sont ensuite incubées a I’étuve a 37°C et lues quotidiennement jusqu’a ce que la

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) puisse étre clairement déterminée.
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I11.  Résultats-interprétations
A. Aromatogrammes

1. Taille de I’'inoculum fongique

Lors du travail de Master | précédent, deux boites de gélose Sabouraud ont été
ensemencées avec respectivement 100 pl et 200 upl d’une suspension fongique de
concentration 0.5 Mac Farland de la souche N. dimidiatum CBS 125615.

Lors de ces tests, 20 ul de I'HE de Géranium avaient été déposés sur un disque de 6 mm. Les
résultats obtenus sont présentés dans la figure 16.

200 pl

48h

72h

-

Figure 15 : Aromatogrammes réalisés avec la souche N. dimidiatum CBS 125615 et observes
apres 48 et 72 heures de croissance a 37°C, pour un inoculum fongique de 100 pl et 200 pl
quantifie a 0.5 Mac Farland. La croissance du champignon a 24h étant trop peu développée,
elle ne permet pas de déterminer un halot.
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Les observations faites sur ces boites ont montré que les deux tailles d’inoculum permettent
d’obtenir une croissance suffisante du champignon pour observer des diameétres d’inhibition
des 48h. A 72h, les deux boites sont envahies. Cette expérience, répétée plusieurs fois, n’a pas
montre de différence claire entre les aspects obtenus en inoculant 100 ou 200 ul de la
suspension fongique. Dans la littérature, un inoculum de 100 pl est le plus souvent préféré,

notre choix s’est donc porté sur cette taille d’inoculum.[38]

2. Disques et volumes d’huiles essentielles

L’évaluation de disques de diamétres différents et de plusieurs volumes d’HE a été
réalisée en paralléle afin d’obtenir la combinaison optimale permettant la meilleure diffusion
des HE et I’obtention de halots d’inhibition clairement identifiables. Nous avons donc testé
des disques de 6 mm et 9 mm et des volumes de 10 et 20 uL. d’HE, conformement a ce qui est
le plus fréquent dans la littérature [35, 36, 37, 38]

Les résultats obtenus pour des disques de 9 mm et un volume de 10 uL d’HE n’ont pas
été concluants comme le présente la figure 16. Les diameétres d’inhibition ne sont pas
clairement interprétables. En effet, les disques de 9 mm ne sont pas imprégnés de maniére
homogéne ce qui limite la bonne diffusion de I’huile dans la gélose. La taille du disque de 9

mm est trop grande par rapport au volume d’HE dépose.

Figure 16 : Aromatogrammes obtenus avec une culture de N. dimidiatum (souche CBS
125616) pour un disque de 9 mm, avec un inoculum fongique de 100 uL a 0,5 MacF et un
volume de 10 uL d’HE de Géranium (a gauche) et de Tea tree (a droite).

Le méme résultat est obtenu pour un inoculum de 20 uL, et ce pour les mémes raisons. Les

diametres ne sont toujours pas interprétables.
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Avec les disques de 6 mm et des volumes d’HE de 20 uL, nous constatons que le volume est
trop important pour cette taille de disque, I’huile déborde autour du disque. Par contre, en
utilisant un disque de 6 mm et un volume d’HE de 10 pl, I’HE impregne le disque de maniere
homogene, sans déborder sur la gelose. Dans ces conditions, nous obtenons des halots
réguliers et clairement identifiables, comme le montrent ces illustrations sur les HE d’Origan,
de Cannelier de ceylan et de Giroflier.

Figure 17 : Aromatogrammes réalisés avec N. dimidiatum en utilisant des disques de 6 mm,
un inoculum fongique de 100 uL a 0,5 Mac Farland et un volume de 10 uL d’HE d’Origan,
de Cannelier de ceylan et de Giroflier respectivement.

Au terme de ces tests, la taille de I’inoculum fongique que nous avons retenue est de 100 uL,
celle des disques de 6 mm. La quantité optimale d’HE a déposer sur le disque est de 10 ul.
Les boites sont incubées 72h a 37°C, lues quotidiennement. Le temps d’incubation permettant
une lecture optimale est en général de 48h.

3. Profils des aromatogrammes obtenus

a) Essais préliminaires

L’activité de 5 HE a été évaluée sur deux souches de N. dimidiatum CBS 125618 et
125616 dans les conditions expérimentales définies précédemment, c’est-a-dire pour un
inoculum de 10 puL d’HE et un disque de 6 mm. Les résultats ainsi obtenus avec les HE de
Geéranium, Thym, Niaouli, Tea tree et Litsée citronné sont illustrés par la figure 18, ci-
dessous, avec la souche CBS 125616. En effet, les boites inoculées avec la souche CBS
125618 ont été rapidement envahies entre 24 et 48h et n’ont pas permis de mettre en évidence
un halot.
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(A)

Tea tree Thym

(B)

Figure 18 : Aromatogrammes obtenus avec les HE de Tea tree, Thym, Géranium, Niaouli (A)
et Litsée citronné (B) sur la souche N. dimidiatum CBS 125616 pour un inoculum d’HE de 10

uL et des disques de 6 mm a 48h (A) ou 72h (B) (aucune pousse n’est observée avec I’'HE de
litsée citronne a 48h).
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D’apres les résultats obtenus, les aromatogrammes different suivant la souche : la souche N.
dimidiatum CBS 125618 envahit rapidement la boite rendant toute détermination de halot
impossible & 48h alors qu’a 24h la souche n’avait pas assez pousse.

Un probléme méthodologique peut étre suspecté pour la préparation des aromatogrammes
avec cette souche, peut-&tre au moment de la mesure de I’inoculum fongique. Ainsi, dans
cette expérience et pour cette souche, a 48h I’équilibre entre I’inoculum fongique et la
quantité d’HE en présence est tel que la concentration d’HE est trop faible pour inhiber la
pousse.

Pour la souche CBS 125616, méme si les halots ne sont pas de lecture aisée, on note une
activité plus importante pour le Litsée citronné, le Géranium, le Tea tree et moins importante
pour le Niaouli. L’aromatogramme réalise avec le Thym ne permet pas sur cette expérience
de définir clairement la taille du halot, méme si celle-ci semble se situer entre le Géranium et

le Tea tree.

Un contr6le est également inclus dans notre expérience en utilisant la moisissure Aspergillus
fumigatus dans les mémes conditions que celles définies jusqu’a présent. Les résultats obtenus

sont illustrés par la figure 19.

(A)

Tea tree

; A\
\ bl Tea tre:\‘ . Litsée

Niaouli

Figure 19 : Aromatogrammes obtenus avec les HE de Thym, Géranium, Niaouli, Tea tree et
Litsée citronné (inoculum 10 pL, disques 6 mm) sur une souche d’Aspergillus fumigatus (ref
laboratoire : 21186669) pour une lecture a 48h (A) et 72h (B)
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Avec ce champignon, la détermination des halots d’inhibition peut étre faite a partir de 48h
mais a 72h les boites sont deja pratiquement toutes envahies, sauf pour le Litsee citronné. Il
apparait donc qu’en mettant en ceuvre les mémes conditions expérimentales, sur des
moisissures différentes, les aromatogrammes soient lisibles a des temps eéquivalents, avec une
tendance voisine : on note par ordre décroissant en taille des halots, une activité plus
importante du Litsée citronné, du Thym, du Géranium, du Tea tree puis du Niaouli, pour A.
fumigatus. Cette méme tendance est constatée pour N. dimidiatum, méme si les halots sont
nettement moins précis.

Pour compléter ces résultats préliminaires, I’ensemble des 20 HE sélectionnées dans cette
étude et présentées dans la partie Matériels et Méthodes ont été testées, cette fois sur une
seule souche, en triplicat (Nd CBS 125618).

b) Résultats des aromatogrammes obtenus pour toutes les huiles essentielles

Le tableau ci-dessous présente les moyennes des halots mesurés dans le cas des
aromatogrammes réalisés avec une seule souche de N. dimidiatum testée en triplicat. Seules
les valeurs mesurées de 24 a 72h ont été considérées ici. En effet, au-dela de 72h, les boites

étant dans I’ensemble envahies, ne présentaient plus de halot déterminable.
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Tableau VI : Moyennes des diamétres obtenus a partir des aromatogrammes réalises pour la
souche N. dimidiatum (CBS 125618)

moyenne des mesures des halots (mm)

24h 48h 72h
Bois de rose Trop léger
Camomille Trop léger
Laurier noble Trop léger
Sauge Trop léger
Niaouli 11
Ravintsara 13
Bergamote 15
Géranium 16
Lavande aspic 21
Tea tree 20
Thym 20
Eucalyptus radié 34
Palmarosa 28 16
Eucalyptus citronné 17
Litsée citronné 46 14
Lemongrass 54 21
Cannelier de ceylan 34 24
Giroflier 33 26
Sarriette 59 50
Origan 54 52

85 : absence de pousse
0 : gélose envahie

En illustration de cette expérience, nous présentons ci-dessous les photos des

aromatogrammes obtenus pour le Giroflier et I’Origan a J3.

Giroflier

Origan

Figure 20 : Aromatogrammes a J3 pour I’HE de Giroflier et Origan
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Le tableau ci-dessous présente les moyennes des halots mesurés dans le cas des

aromatogrammes réalisés avec A. fumigatus de 24 a 72h.

Tableau VII : Moyennes des diametres obtenus a partir des aromatogrammes pour A.
fumigatus (souche de référence 21186669)

moyenne des mesures des halots (mm)

24h 48h 72h
Thym Trop léger
Sauge 10
Camomille 11
Ravintsara 12
Bergamote 13
Niaouli 13
Lavande aspic 20
Eucalyptus radié 21
Laurier noble 21
Tea tree 36
Eucalyptus citronné “
Bois de rose Trop léger 12
Géranium 36 17
Palmarosa 42 30 21
Giroflier 35 33 32
Cannelier de ceylan 40 34 33
Litsée citronné
Origan
Lemongrass
Sarriette

85 : absence de pousse
0 : gélose envahie

Les tableaux détaillées répertoriant I’ensemble des valeurs obtenues pour les deux
champignons se trouvent dans I’annexe 3. L’ensemble des lectures est illustré par les photos

en annexe 4.

D’apres les diameétres d’inhibition obtenus, les résultats sont assez proches pour les deux
moisissures. Ainsi, nous observons fréquemment un envahissement des boites dés le 2°™ jour
de lecture pour N. dimidiatum, en faveur d’une évaporation totale des HE entre 24h et 48h,
permettant au champignon de reprendre une croissance quasi-normale. L’action de ces HE
semble donc, dans ces conditions, transitoire et apparaitrait ici plutét comme fongistatique. Il

est utile de noter que, malgré une croissance fongique trop faible pour étre mesurée dans le
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cas des HE de Camomille, Bois de rose, Sauge et Laurier noble, on pouvait déja observer a
24h une pousse tres étendue dans la gelose témoignant d’une faible action antifongique ou de
conditions expérimentales inadéquates pour ces huiles.

Par ailleurs, parmi les HE semblant les plus actives, I’HE de Palmarosa et d’Eucalyptus
citronné n’entrainent pas un envahissement aussi rapide des boites par les champignons, ce
qui évoque soit qu’elles aient une activité plus puissante et plus rapide que les autres soit
qu’elles soient moins volatiles. Toutefois, ce caractere plus ou moins volatile des HE est
difficilement vérifiable dans la littérature. Malgré une pousse légere qui rend les mesures des
diametres d’inhibition difficiles, I’'HE de Litsée citronné, montre & nouveau, comme
précédemment, une action antifongique intéressante. Le lemongrass se démarque lui aussi,
tant pour N. dimidiatum que A. fumigatus : les diametres d’inhibition obtenus sont importants

et supérieurs a 72h a ceux obtenus avec le Litsée citronné.

En paralléle, I'HE de Cannelier de ceylan et de Giroflier sont caractérisées par leurs diamétres
d’inhibition trés précis et une absence d’envahissement des boites. Dans le cas d’A. fumigatus,
I’effet semblerait plus clairement fongicide. De plus, les cultures conservées jusqu’a J7 n’ont
pas montré d’évolution des diamétres d’inhibition. Les halots sont aussi tres précis pour N.
dimidiatum, mais les boites sont envahies au fur et a mesure du temps. L’action semble donc

plutét fongistatique pour ce champignon.

Enfin, les HE de Sarriette et d’Origan montrent des profils tres intéressants autant sur N.
dimidiatum que A. fumigatus. Les halots d’inhibition sont les plus importants sur I’ensemble
des 20 HE testées sur N. dimidiatum. De plus, les boites ne sont toujours pas envahies a J5 ce
qui serait en faveur d’une activité plutdt fongicide de ces HE. Il en est de méme pour A.

fumigatus.

En résume, toutes les HE ne présentent pas la méme action. Certaines semblent plut6t
fongistatiques, car une fois entiérement évaporées, le champignon reprend une croissance
normale. Ceci serait le cas pour 16 HE sur 20 testées sur N. dimidiatum. Au contraire, d’autres
HE apparaissent comme fongicides, telles les HE de Cannelier de ceylan, Giroflier,
Lemongrass, Origan et Sarriette sur la souche d’A. fumigatus d’une part et de Sarriette et
d’Origan pour N. dimidiatum d’autre part. Aucune croissance du champignon testé ne

reprend, celui-ci semble donc mort.
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Suite a ce screening, nous avons donc sélectionné en priorité les 4 HE de Sarriette, Origan,
Giroflier et Litsee citronné pour étudier la sensibilité des 15 souches de Neoscytalidium

dimidiatum de notre collection.
c) Aromatogrammes des 4 HE sélectionnées sur nos souches de N. dimidiatum

Les résultats des tests obtenus pour les 4 HE sélectionnées : Sarriette, Giroflier,
Litsée citronne et Origan sur les souches de N. dimidiatum de la collection sont exposés
dans les tableaux ci-dessous. Les résultats sont illustrés dans I’annexe 5.
De maniere générale, et comme attendu d’aprés les resultats précédents, la lecture des
diametres d’inhibition a 24h n’est pas optimale car certaines souches présentent une pousse

encore trop faible voire toutes les souches dans le cas du Litsée citronné.

Tableau VIII : Diamétres d’inhibition obtenus sur 11 souches de N. dimidiatum avec I’'HE de
Sarriette

SARRIETTE 72h 120h

50 45
50 45
45 40
46 45
50 43

125804 43 37

125614 60 48 40

125618 48 40 25

125609 53 50 43

125615 55 42 33

125613 50 44 36

moyenne 70 52,5 43,4 26

85 : absence de pousse
0 : gélose envahie

A 48h, 10 boites sur 11 présentent des profils lisibles et & 72h I’ensemble des 11 boites peut
étre lu. Le temps d’incubation des souches semble donc optimal ici entre 48 et 72h.
L’observation a 120h (J5), montre que 4 des 11 boites sont envahies par le champignon.
Cependant, en regardant uniquement les autres souches testées pour lesquelles les halots
d’inhibition sont stables a J5, I’hypothése d “une action fongicide pourrait aussi étre avancée.
Ceci met en évidence I’'importance d’effectuer des études complémentaires avant de pouvoir
conclure fiablement sur I’effet fongistatique ou fongicide de cette HE, et des autres HE d’une
maniere plus générale. D’autant que la littérature montre que cette action peut évoluer suivant

la quantité d’HE en présence et que notre protocole nécessite une optimisation.
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Tableau IX : Diamétres d’inhibition obtenus pour 11 souches de N. dimidiatum avec I’HE de
Giroflier

GIROFLIER 24h 48h 72h 120h
125616 40 32 10
125617 40 31 15
125608 50 40 23 11
125611 45 35 26 12
125619 45 37 27
125613 43 35 20
125614 43 32 25 11
125804 43 30 22
125618 40 30 21 10
125615 40 30 20
125609 40 30 19 11

moyenne 50,8 34,5 24,2 7,3

85 : absence de pousse
0 : gélose envahie

Pour cette huile, la détermination du diamétre d’inhibition semble optimale a partir de 48h. Le
diamétre moyen obtenu est de 34,5 mm. L’envahissement des boites débutant a 120 h reflete
I’évaporation de I’HE et met en évidence I’activité plutdt fongistatique de cette derniére.
Comme précédemment, I’interprétation pourrait étre différente si on considere les boites
présentant un halot de tailler stabilisée. Globalement, sur I’ensemble des souches, I’'HE de
Giroflier, malgré des diameétres d’inhibition tres nets, présente une action antifongique moins
importante que I’HE de Sarriette, quel que soit le jour de lecture auquel la comparaison des

diametres est réalisée.

Tableau X : Diametres d’inhibition obtenus pour 14 souches de N. dimidiatum avec I’HE de
Litsée citronné

LITSEE
125608
125616
125617
125618
125804
125745
125619
125615
125609
125611
125614
114859
125613
23357
moyenne

120h

10

85 : absence de pousse
0 : gélose envahie
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Avec cette huile, a 24 h la pousse est trop faible pour étre mesurée et a 72 h, quasiment toutes
les boites sont envahies. Cette HE est probablement beaucoup plus volatile que les 3 autres.
Toutefois, a 48h, un diameétre d’inhibition compris entre 25 et 40 mm est observé pour 11
boites sur 14, traduisant une activité intéressante méme si elle est inférieure a celle de la
Sarriette et moins homogene entre les souches que le Giroflier. D’autre part, la aussi, I’effet

semble plutdt fongistatique puisque la croissance reprend plus ou moins rapidement.

Tableau XI : Diameétres d’inhibition obtenus pour 14 souches de N. dimidiatum avec I’'HE
d’Origan

72h 120h
50 40
55 50
55 50
45 30
125745 70 55 50 45
23357 60 50 47 30
125611 55 50 50 40
125614 55 47 45 20
125619 53 48 48 24
125618 52 45 40 15
125609 52 45 40 12
125613 52 45 40 7
125615 50 44 40
125804 50 45 40

moyenne
85 : absence de pousse

0 : gélose envahie

La lecture des diamétres d’inhibition de I’Origan semble optimale a partir de 48h et
relativement stable a 72h. A 48h, le diameétre moyen est de 50 mm et a 72h de 46 mm. La
stabilité des diametres semble traduire une activité plut6t fongicide de I’huile. Toutefois, la
encore pour deux boites, la croissance reprend a 120h. Les conclusions sur I’activité fongicide
ou fongistatique sont donc la encore délicates a émettre. Le diametre moyen & 72 h est proche

de celui de la Sarriette.
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En conclusion, d’apreés les résultats obtenus et pour une lecture a 48h, la plus active des quatre
HE que nous avons testées est la Sarriette suivie de I’Origan puis du Giroflier et du Litsée
citronné. En considérant une lecture a 72h, I’activité de I’Origan et de la Sarriette sont
voisines. D’autre part, les difféerences parfois observées entre certaines souches pour une
méme huile testée et donc dans les mémes conditions tendent a conclure quant a la nécessité
de standardiser d’avantage notre procédé expérimental. Enfin, il serait intéressant de répéter
ces tests et de les élargir a d’autres HE dont les résultats initiaux sont prometteurs, comme

I’HE de Cannelier de ceylan par exemple.

Ces premiers résultats nous permettent donc de sélectionner également les deux HE que nous

testerons dans la deuxiéme méthode d’évaluation, le procédé par microdilution en plaques.
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B. Microdilution en plaques

L’etape préalable a ce protocole est celui de I’optimisation de la solubilisation des HE,
non miscibles dans I’eau. Le Tween étant beaucoup utilisé dans la littérature, nos premiers

essais ont été réalisés avec cet émulsifiant.

a) Tests de solubilisation des HE dans le Tween-RPMI

Ce test a été réalisé avec les HE suivantes : Thym, Géranium, Litsée citronné, Niaouli et
Cypres. Les résultats sont illustrés par la figure 21. Le rapport optimal pour I’ensemble des
huiles est le rapport 6-4, c’est a dire 6 volumes de RPMI (480 ul) pour 4 volumes de Tween
(320 ul). Cependant, apres réalisation de plusieurs plaques, I’utilisation du Tween n’apparait
pas appropriée. En effet, ce dernier ne permet pas d’obtenir une solubilisation parfaite avec
toutes les HE. Aprés un bref laps de temps, les solutions se divisent a nouveau en deux phases
non miscibles. De plus, le Tween étant un emulsifiant, il mousse. Ceci pose de gros
problemes de reproductibilité sur nos volumes de manipulation et nous empéche une bonne
standardisation de la méthode en plaques. Il semblerait aussi que ce dernier puisse avoir une

activité antimicrobienne intrinseque, ce qui fausserait nos résultats. [41]

Figure 21 : Illustration des tests de solubilisation des HE (de gauche a droite Tea tree,
Geéranium, Litsée citronné, Niaouli et Cypres) au Tween 20. Rapports 9-1 (A), 8-2 (B), 7-3
(C) et 6-4 (D).
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De maniere a solubiliser les HE dans un autre agent que le Tween, des tests ont été réalisés en
utilisant le DMSO, tel que ce qui est décrit dans les protocoles CLSI avec les antifongiques.
Apres les résultats obtenus grace aux aromatogrammes, notre choix s’est porté sur les deux
HE les plus actives qu’etaient la Sarriette et I’Origan. Cependant, nous avons rencontré des
difficultés a solubiliser cette derniére avec le DMSO. Nous I’avons donc sortie de I’étude et
remplacée par I’HE de Giroflier, également décrite dans la littérature comme étant plus
facilement émulsionnable. [40]

Les conditions optimales ont ainsi été deéfinies avec une dilution au % de I’HE dans le DMSO,
soit 1 volume d’HE pour 3 volumes de DMSO. Aucun effet moussant ni de réapparition de
deux phases non miscibles n’ayant été observé, nous avons donc retenu ces conditions pour la

préparation des plaques de microdilution.

b) Détermination des CMI pour I’HE de Sarriette et de Giroflier

Des résultats préliminaires obtenus notamment avec le Tween 20 sur les premiéres HE

testées (Thym, Niaouli, Tea tree, Litsée citronné et Géranium) ainsi que les travaux realisés
par un étudiant de Master | nous ont conduit a travailler en utilisant le protocole dans lequel
nous testons une concentration par plaque. En effet, nos premiers résultats peu exploitables
avec I’utilisation du Tween 20 (CMI trés disparates pour une méme HE, effet moussant) ainsi
que I’hypothése de la volatilité des HE dans le protocole utilisant toutes les concentrations
d’une méme HE sur une méme plaque ont été les facteurs essentiels de ce choix.
Une fois le protocole choisi, nous avons réalisé un premier essai avec I’HE de Giroflier pour
les souches CBS 125613 et 125618. La figure 22 présente I’aspect des puits d’une plaque
quand la croissance a lieu ou est inhibée par une substance antifongique, permettant de faire
cette lecture de CMI.

Figure 22 : Illustration de la croissance fongique en microplaques avec une pousse totale dans
le puits de gauche et une absence de pousse dans celui de droite vu du dessus (A) et vu du
dessous (B)
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La CMI ainsi obtenue a 72h correspond au puits 6 soit une concentration de 800 ug/mL. Nous
avons ensuite reitéré I’expérience avec les deux HE sélectionnées et ce sur toutes les souches
de N. dimidiatum. Les premiers puits ne présentant pas de pousse et donc correspondant aux

CMI obtenues pour ces deux HE sont présentés dans le tableau XI1.

Tableau XII : Numéro des puits correspondant a la CMI de I’'HE testée (respectivement
Sarriette ou Giroflier), c’est a dire le premier puits pour lequel aucune croissance fongique
n’est visible et ce pour I’ensemble des souches de N. dimiditaum de notre collection

SARRIETTE GIROFLIER SARRIETTE GIROFLIER
SOUCHES PUITS N° PUITS N° SOUCHES PUITS N° PUITS N°
J3 J5 3 J5 J3 J5 J3 J5
125608 = 6 6 > > 125618 1 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
125609 1 6 6 > > 125619 = 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
125611 1 6 6 > > 125804 ! 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
125613 1 6 6 > > 6417 1 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
125614 1 6 6 > > 9702 ! 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
125615 ! 6 6 > > 13357 1 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
125616 1 6 6 > > 114859 1 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
125617 1 6 6 > > 125745 1 6 6 > >
2 6 6 5 5 2 6 6 5 5
Puits % HE En pg/mL
1 1,25 12500
2 0,625 6250
3 0,313 3130
4 0,16 1600
5 0,08 800
6 0,04 400
7 0,02 200
8 0,01 100
9 0,005 50
10 0,0025 25
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Ainsi une CMI de 400 ng/mL est déterminée pour I’HE de Sarriette et de 800 ng/mL
pour I’HE de Giroflier. Ce résultat étant en accord avec celui trouvé dans la premiéere
expérience précédente sur I’HE de Giroflier.

Dans cette expérience, nous n’avons pas observé de repousse fongique a distance dans les
plaques. Ainsi les conditions liquides d’évaluation de I’activité antifongique des HE amenent
a des conclusions différentes sur ce point particulier que les tests réalisés avec les
aromatogrammes. En effet, lors de ces derniers, I’évaporation des HE était favorisée et donc

le contact entre ces substances et les champignons moins optimal et durable.
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IV.  Discussion-conclusion générale

Dans cette étude, notre premier objectif était de définir un protocole standard pour
étudier I’activité in vitro des HE sur les champignons, a partir des données de la littérature.
Nous avons donc utilisé la méthode de I’aromatogramme et celle des microdilutions en
plaques. Alors que la premiere est plus largement decrite dans la littérature, la seconde est
plus difficile a mettre en place mais présente I’avantage d’étre comparable aux techniques de

référence du CLSI pour évaluer I’activité de potentiels anti-microbiens.

Les premiers résultats obtenus avec les aromatogrammes nous ont permis de sélectionner
quatre HE présentant une activité antifongique plus intéressante que les autres : la Sarriette,
I’Origan, le Giroflier et le Litsée citronné. Au terme des tests avec les aromatogrammes, les
deux HE parmi ces quatre présentant les plus grands disques d’inhibition ont été la Sarriette et
I’Origan. Pour des raisons de solubilité, nous avons cependant choisi I’'HE de Giroflier a la
place de celle d’Origan pour les eétudes en microplagques. Ces derniéres ont abouti a des CMI
de 400 pg/mL pour la Sarriette et 800 ng/mL pour le Giroflier. Il n’existe actuellement pas de
cut-offs ni de CMI de référence concernant les HE dans la littérature, rendant I’exploitation de
ces résultats pour le moins complexe. Toutefois, en se référant a la publication récente de aodt

2017 de Khan et al. les valeurs obtenues sont du méme ordre de grandeur.[42]

Par ailleurs, en s’intéressant a la composition de ces huiles et notamment aux molécules
actives qui la composent, les chémotypes, des caractéristiques communes ont pu étre mises en
évidence. D’aprés les fiches d’analyse du fabricant et par ordre de décroissance, les

chémotypes majoritaires (> 5%) de ces HE sont :

» HE de Sarriette : carvacrol, p-cymene, y-terpinénes
* HE d’Origan : carvacrol, thymol, y-terpineéne, p-cymene
» HE de Giroflier : eugénol, acétate d’eugényle

» HE de Litsée citronné : géranial, néral, limonéne
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La Sarriette et I’Origan sont donc les deux seules HE composées majoritairement de
carvacrol, respectivement a 56,22% et 42,40%. Elles sont aussi composées toutes les deux de
p-cymeéne. Les y-terpinenes nous intéressent moins car ils sont également présents en forte
proportion dans I’HE de Bergamote par exemple, dont les géloses sont trés rapidement
envahies au cours de nos expériences. Pour ce qui est du Giroflier, ce n’est pas le carvacrol
mais cette fois-ci I’eugénol qui prédomine avec un pourcentage de 81,82 % de la composition
totale.

Ces résultats rejoignent I’article de Janssen et al. présenté dans la partie « Huiles essentielles
et champignons dans la littérature scientifique ». Malgré une publication ancienne de 1988,
cet auteur montre notamment, apres avoir testé 53 HE sur des dermatophytes, une supériorité

in vitro de I’HE d’Origan et de Giroflier (la Sarriette n’étant pas testée dans ce panel).

Concernant ces composants majoritaires des HE de Sarriette et d’Origan d’une part et de
Giroflier d’autre part, respectivement le carvacrol et I’eugénol, ces derniers sont le sujet de
plusieurs études dans le domaine de la mycologie. Abbaszadeh et al. testent en 2014 le
carvacrol, I’eugénol, le thymol et le menthol sur plusieurs souches de moisissures
responsables de contamination alimentaire et le carvacrol semble étre celui dont I’action
antifongique est la plus intéressante. [43] Tartor et al. mettent en évidence dans une étude
récente que le carvacrol serait une molécule prometteuse aussi bien en prophylaxie qu’en
curatif pour traiter I’aspergillose aviaire. [44] Nobrega et al., quant & eux, se penchent sur
I’activité antifongique du carvacrol sur Cryptococcus neoformans [45] tandis qu’Ahmad et
al. et Chami et al. s’intéressent a I’action anti-candidosique de ce dernier. [46, 47] Il ressort
de ces deux publications une activité fongicide du carvacrol, de I’eugénol ainsi que du thymol
vis-a-vis du genre Candida. Pour I’eugenal, il existe cependant moins d’études a ce jour que
celles concernant le carvacrol, en mycologie. Cependant, des auteurs s’y sont intéressés :
comme Ahmad et al. cités précédemment mais aussi Kahn et al. qui s’intéressent a des
souches de Candida albicans présentant des résistances aux molécules conventionnelles. Ces
études sont en faveur d’une action antifongique intéressante de I’eugénol vis-a-vis de ces
souches résistantes et d’un intérét potentiel pour une utilisation en association aux molécules
déja sur le marché. [48] Par ailleurs, parmi les arguments en faveur du potentiel antifongique
de I’eugénol, nous pouvons citer nos premiers résultats avec I’HE de Cannelle, comparables a

ceux de I’HE de Giroflier dont le composant majoritaire de ces deux HE est I’eugénol.
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L’HE de Thym se démarque également dans I’article de Janssen par son action in vitro.
Pourtant ¢a n’a pas été le cas dans nos expériences. Il existe en effet plusieurs HE de Thym
(Thym a linalol, Thym a thujanol, Thym a thymol, etc.) dont la composition en chémotypes
varie (présence ou absence de certains chémotypes, concentrations variables en carvacrol par
exemple, etc.). Or, dans cet article, il n’est pas précisé de quel type de thym il s’agit. Le
linalol présent en majorité dans I’HE de Thym que nous avons utilisée ne semble pas
présenter une action antifongique trés intéressante. Janssen utilisait donc probablement une
HE de composition différente. Ceci montre donc bien I’importance de la composition d’une
HE et les différences d’action que cela peut engendrer. Des investigations supplémentaires
seraient intéressantes afin de consolider ces arguments.

La recherche ne se limitant cependant pas au seul domaine de la mycologie, ces chémotypes
intéressent aussi les chercheurs en virologie. L’article trés récent de Sharifi-Rad et al. se
penche sur I’action du thymol, du carvacrol, du p-cymeéne et de deux HE sur le virus HSV1.

Ils mettent ainsi en évidence une activité virucide dose dépendante de ces composeés. [49]

Ceci ouvre donc une voie de recherche intéressante qui pourrait conduire a isoler ces
chémotypes comme principes actifs afin de développer de nouvelles molécules antifongiques,
voire de maniere plus générale, antimicrobiennes. Ceci permettrait de s’affranchir des effets
indésirables des HE tout en sélectionnant I’action recherchée en fonction du choix du
chémotype (par exemple, I’effet antifongique ou antibactérien, antiviral, etc.). Ces nouvelles

molécules pourraient aussi étre intéressantes dans le cadre d’associations de molécules

/////

Tout ceci nécessite des études complémentaires car d’autres questions se posent. Notamment
celle de I’action de chaque chémotype. Est-elle due a la molécule seule ou s’agit-il d’un effet
synergique de tous les chémotypes présents dans I’huile. La notion de mécanisme d’action
entre aussi en jeu. Encore peu connu a ce jour, I’activité antifongique d’une huile essentielle
varie logiquement lui aussi en fonction des chémotypes présents. Ainsi Freires et al.
s’intéressent au mode d’action de I’HE de Coriandre sur le genre Candida. Une liaison du
principe actif de cette HE a I’ergostérol entrainerait une modification de perméabilité
membranaire causant des dommages de la membrane cellulaire et conduisant a une mort
cellulaire. Il n’y aurait a priori pas de lien avec la voie de biosynthése de la membrane
cellulaire. Une action inhibitrice de I’adhérence du biofilm et une diminution de I’activité

protéolytique de la levure entreraient aussi en jeu. [51] Pinto, quant a lui, décrit I’induction
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d’un stress oxydatif par I’'HE de Ferulago capillaris sur Candida albicans qui affecterait

I’activité enzymatique et le potentiel membranaire mitochondrial. [52]

En paralléele des mecanismes d’action et de la composition des HE, des études
complémentaires sont aussi nécessaires concernant la toxicité de ces composés. En effet, la
coumarine, le safrol ou encore I’eugénol sont connus pour étre génotoxiques. Et les composés

phénoliques présentent une dermocausticité, facteur limitant pour une utilisation locale.

En revenant sur I’aspect plus technique de cette thése, bien que nos résultats soient
prometteurs, une meilleure standardisation de nos manipulations reste indéniablement
nécessaire si nous souhaitons par la suite tester d’avantage d’HE, et aussi a une plus grande
cadence afin d’etablir des données statistiques. Une des étapes finales d’un tel travail étant
d’aboutir a des études in vivo, apres I’isolement des chémotypes spécifiquement intéressants.
Pour améliorer notre protocole, nous avons noté au cours de ce travail différents points a
optimiser. Premiérement, nous avons repiqué les souches de Scytalidium spp. un grand
nombre de fois, nous ne sommes donc pas sdres qu’apres chaque repiquage nous obtenions la
méme qualité ou quantite relative de spores - filaments. Ceci conduit a s’interroger sur la
concentration fongique dans I’inoculum. Que contient exactement I’inoculum standardisé a
0.5 Mac Farland : plus de spores ou de filaments ? L’action d’une méme HE pourrait en effet
varier suivant que celle-ci est mise au contact de spores ou de filaments mycéliens. Pour
étudier ceci, I’utilisation de filtres permettant de sélectionner et donc de séparer filaments et

spores pourraient étre envisagés.

Parmi les autres facteurs importants a prendre en compte se trouve la volatilité des HE. Il est
difficile d’établir des diameétres sur les aromatogrammes pour certaines HE qui semblent tres
volatiles. Cette volatilité varie d’une HE a I’autre comme nous avons pu le constater aux
différents temps de lecture. Cependant nous ne savons pas en combien de temps ces HE
s’évaporent et donc combien de temps elles restent au contact des souches fongiques. Suivant
ces caractéristiques qui restent a étudier, I’application clinique des HE nécessite donc
impérativement I’élaboration de formes galéniques spécifiques. Des travaux récents proposent
notamment I’incorporation de ces HE dans des nanocapsules ce qui correspondrait plus a une
voie d’utilisation a visée systémique et non locale. [53] A I’échelle de nos tests, nous avons
utilisé des films autocollants appliqués sur les microplaques pour pallier cet effet. C’est aussi
pour cela que nous avons adopté le deuxiéme protocole lors de la préparation de ces

microplaques, c’est a dire, une concentration d’HE par plaque. Malgré tout, I’absence d’air
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peut aussi empécher la bonne pousse du champignon. Il est donc difficile de trouver un

compromis pour obtenir une bonne reproductibilité de nos protocoles.

Enfin, le choix des HE de notre étude est fondé sur la littérature scientifique mais aussi sur
des sites internet vulgarisés. D’autres HE non testées seraient sirement prometteuses telle que
I’HE de Fenouil étudiée par Mamta Patra et al. en 2001. Cette derniere montre en effet une
activité antifongique intéressante, notamment contre plusieurs dermatophytes dont T. rubrum

mais aussi contre Neoscytalidium dimidiatum. [54]

Les HE commercialisées a la Cooper sont certainement plus adaptées aux tests que nous
avons réalisés et il semblerait intéressant de reproduire certaines manipulations avec ces HE.
Pour finir et d’aprés les résultats obtenus, la question de I’action fongicide ou fongistatique
des huiles essentielles se pose. Dans I’article de Hammer et al. (2002), I’HE de Tea tree est
définie comme fongistatique a une certaine concentration et fongicide a une autre, et le temps
d’exposition a I’huile jouerait aussi un role prépondérant pour le développement de I’action
fongicide.[4] D’autre part, I’action serait en effet différente suivant que I’HE est appliquée sur
des spores ou des hyphes. Par conséquent, nos résultats représentent essentiellement une

approche préliminaire, et ces études sont donc encore largement a compléter et affiner.

Pour conclure, les premiéres étapes d’un protocole visant a tester I’action antifongique
des HE ont été mises en place dans ce travail de these. L’objectif & plus long terme étant de
participer au développement de nouvelles pistes thérapeutiques pour les infections
mycosiques dues & des champignons résistants aux traitements conventionnels. De nombreux
facteurs limitants sont entrés en jeu lors de nos tests et il serait nécessaire, par la suite, de
développer un protocole mieux standardisé afin de pouvoir établir des données statistiques, et
de tester d’avantage d’HE afin de pouvoir prétendre a conduire des tests in vivo. A terme,
I’HE idéale a retenir ne sera peut-étre pas la plus efficace mais répondra aussi a des critéres
physico-chimiques et toxicologiques adaptés a I’action thérapeutique recherchée et aux sites
concernés (local, systémique, etc.). Ce domaine qui intéresse de plus en plus la recherche a
ainsi conduit le laboratoire de parasitologie-mycologie du CHU de Nancy a collaborer avec
une société de biotechnologie (Septeos) a propos de I’évaluation de composés contenant un
mélange de chémotypes a visées thérapeutiques. Ceci s’inscrit dans le cadre d’une thése
d’université sur I’action synergique de plusieurs chémotypes sur les moisissures et en

particulier Fusarium.
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ANNEXES

Annexe 1 : Protocole détaillé de la réalisation des aromatogrammes

Matériel nécessaire :

- Boites de pétri : Sabouraud
- Disques de diffusion : disques absorbants pour essais antibiotiques
Reference FISHER : 11780096 — X1000 Disque Antibio 6 mm — prix 20.18 euros
- Mac Farland
- Ampoules de sérum physiologique
- Eau stérile
- Pipettes

Protocole :

1. Sous le PSM de mycologie.
2. Préparer une suspension fongique a 0.5 Mc Farland.

a. Casser I’lampoule de sérum physiologique dans le tube de culture.

b. Gratter la surface du mycélium Iégerement avec une oese en plastique stérile
sans fendre la gélose.

Avec une pastette stérile en plastique, recueillir la suspension fongique.

La remettre dans I’ampoule et mesurer la valeur Mac Farland.

Si besoin diluer avec quelques gouttes d’eau stérile.

Si la suspension n’est pas assez concentrée, la remettre dans le tube de culture

et reprendre a partir de b.

3. Ensemencer 100 pl de cette suspension sur la boite de Pétri.

Laisser sécher la boite ouverte sous le PSM.

5. Déposer 20 ul d’HE sur le disque de 6mm en tenant ce dernier avec une pince stérile.
Laissez quelques secondes a I’HE pour diffuser sur le disque puis le déposer sur la
gélose.

6. Laisser diffuser I’'HE et refermer la boite.

Incuber les boites a 37°C.

8. Mesurer le diamétre d’inhibition (faire 3 mesures du diamétre et faire la moyenne) a 24h,
48h, 72h.

~
- o a0

~

Controles

» Neégatif : Préparer une boite avec la suspension fongique et un disque non imprégné
d’HE.

» Positif : Préparer une boite avec la suspension fongique et un disque imprégné d’ATF
(concentration a définir).
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Annexe 2 : Protocole détaillé de la réalisation des microplaques d’huiles essentielles

1. REACTIFS ET MATERIEL

- Plaques : Fisher : 50 plaques 96 puits a fond en U NUNCLON Ref : 10344311 ;
ancienne référence : W23932

- Huiles essentielles testées :

Giroflier, Eugenia caryophyllus (Bouton floral) Lot : OF15306(M)
Sarriette des montagnes, Satureja montana (sommité fleurie) Lot : OF16318(G)

- Solution de RPMI (Life technologies, France) reconstituee, tamponnée par du MOPS

Pour 1L :
0 Peser 10,4 g de RPMI puis diluer ce dernier dans 900 mL d’eau distillée
0 Ajouter 34,53 g de MOPS
o Ajuster le pH a 7,0 puis compléter a 1L avec de I’eau distillée.

2. PREPARATION DE L’INOCULUM FONGIQUE

- Souches testées sur une plaque : 16 souches de Neoscytalidium dimidiatum

125608 | 125609 | 125611 | 125613 | 125614 | 125615 | 125616 | 125617

125618 | 125619 | 125804 | 06417 | 9702 13357 | 114589 | 125745

a. Repiquer les souches sur milieu Malt, les cultiver durant 3 a5 jours a 37°C

b. Recouvrir les cultures de 5 mL de sérum physiologique et gratter la surface
avec une oese.

c. Laisser sédimenter les grosses particules 5 min a T°C ambiante.

d. Récupérer le surnageant dans un tube stérile, vortexer.

e. Quantifier la solution au Mac Farland. Densité désirée de I’inoculum : 0.5 Mac
Farland

f. Diluer la suspension au 1/50 dans le RPMI.

g. Ensemencer 100uL de la suspension préparée par puits. Chaque souche est
testée en doublon. En parallele, ensemencer 10uL de la suspension sur boite de
Sabouraud incubée a 37°C pour vérifier le nombre de colonies vivantes par

mL. Observation quotidienne de la croissance.
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3. PREPARATION DES DILUTIONS D’ANTIFONGIQUES

En partant du principe que la solution d’HE est pure & 100% soit 100 g/100 mL

A partir de la solution mére a 100 g / 100 ml :

Diluer la solution pure au % : 250 ul Sol pure + 750 ul DMSO (Sigma, France) :
250 000 g /ml

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
V solution précédente (uL) 200 100 100! 100 100 100 100 100 100 100
V DMSO (pl) 0 100 100! 100 100 100 100 100 100 100
V final (ul) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
V restant (ul) 100! 100 100 100 100 100! 100 100! 100 200
Concentration (ug/ml) 250 000 12 500 62 600 32 000 16 000 8 000 4000 2 000 1000 500
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
VT (W) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 40
V RPMI (pl) 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
V final (ul) 400} 400 400} 400 400 400} 400} 400} 400 400
Concentration (ug/ml) 25000 1250 6 260 3200 1600 800 400 200 100 50
cupull cupul2 cupul3d cupuld cupuls cupulé cupul?7 cupul8 cupul9 cupullo
V Ri pL 100 100 100! 100 100 100 100 100 100 100
Vinoculum (uL) 100 100 100! 100 100 100 100 100 100 100
V final (ul) 200 200 200 200 200 200 200} 200} 200 200
Concentration (ug/ml) 12 500 625 3130 1600 800 400 200 100 50 25

Afin d’optimiser la préparation, les volumes sont recalculés pour pouvoir préparer le

nombre de plaques adéquat. On prépare 500uL Sol pure + 1500uL. DMSO puis :

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
V'solution précédente (uL) 2000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
DMSO (ul) 0 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
V final (ul) 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
Vrestant (uI) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Concentration (ug/mTl) 250 000 12 500 62 600 32 000 16 000 8 000 4000 2 000 1000 500
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS R9 R10
VI (W) 800 800 800 800 800 800 800 800 800 800
V' RPMI (ul) 7200 7200 7200 7200 7200 7200 7200 7200 7200 7200
Viinal (ul) 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000
Concentration (pg/ml) 25000 1250 6260 3200 1600 800 400 200 100 50
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Ces étapes sont illustrées ci-dessous :

Diluti 1/4 DMSO

Hution au

Sol. pure dans 1000 |J.|

DMSO : 5004l + dans

1500 pl DMSO chaque
tube

T
2000 pl 3 T2 T3
250 000
pg/ml

Fzsoo ’62500 32000 16000 souo 4000 zooo 1000 500
ug/ml He/ml ug/mlpg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml He/ml we/ml

ANNANANNAA S

1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl

UUOUUIU

L TTLANNE

R10

'!Iiicvi'

25000 pg/ml 12500 6260 3200 1600 50 ug/ ml

7200 pl

Avec une pipette multicanaux transférer 100ul de chaque dilution dans les puits
correspondants de la plaque



4., ENSEMENCEMENT ET INCUBATION

Les plaques sont ensemencees en fonction du protocole testé, soit une plaque par

gamme de concentration (1), soit une plaque par dilution (2).

Protocole 1 :
o e ——
SR S @
o
- e
-
| Souched | -
BN . "
N e === &
Protocole 2 : (T ——————_ = —
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0C190010000|® *
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0094040000
| souche 11 H Souche 12 I" Souche 13 I Souche 14 Il Souche 15|
0 0.0 .00
[Couste ¢ ]
g (X

— — =~ — —

a. Distribuer 100ul du témoin de stérilitt RPMI + DMSO dans chaque puits de la
colonne 11 dans le protocole 1 ou dans les puits colorés en verts dans le
protocole 2.

b. Avec une pipette multicanaux réglée sur 100ul, distribuer 100ul de I’inoculum

final dans chaque puits des colonnes 1 & 10 et dans la colonne 12 pour les

protocole 1 et dans les lignes A, C, E, G et les puits en rouge pour le protocole

2.

Couvrir la plaque.

d. Incuber a 37°C minimum 3 jours.

o

Les plaques sont ensuite incubées a I’étuve a 37°C et lues quotidiennement jusqu’a ce

que la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) puisse étre clairement déterminée.
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Annexe 3

Diameétres des halots d’inhibition obtenus a partir des aromatogrammes réalisés pour la souche N.

dimidiatum (CBS 125618) :

Huiles essentielles 24h 48h 72h
Pousse tro
Bois de 2 u, . P 0 0
légere

rose

Hiw

Pousse trop
Camomille légere

Hiw N

. Pousse trop
Laurier L . 0 0

légere
noble

Hiw N

Pousse trop
Sauge légere

in

1 11

. . 2 12 0 0
Niaouli 3 11
1 14

. 2 12 0 0
Ravintsara 3 13
1 13

2 18 0 0
Bergamote 3 13

m 14,66666667 0 (0]
1 15

Géranium 2 17 v L
3 15

m 15,66666667 0 (0]
1 23

Lavande 2 20 0 0
aspic 3 21
1 20

2 20 0 0
Tea tree 3 0




Huiles essentielles 24h 48h 72h
1 20
2 20 0 0
Thym 3 >0
BN m 20 0 0 |
1 35
Eucalyptus 2 32 0 0
radié 3 34
1 27 15
Palmarosa 2 28 16 0
3 30 16,5
m
1
Eucalyptus 2
citronné 3
m
1
Litsée 2
citronné 3
m
1
2
Lemongrass 3
m
1 40 34 23
Cannelier 2 40 34 24
de Ceylan 3 40 34 24
1 40 33 27
. . 2 40 33 24
Giroflier 3 20 32 26
m 40 33,33333333 \ 25,6666667
1
Sarriette 2 &
3
m 85 59,33333333
1 60 55 55
Origan 2 60 55 50
3 60 53 50

3

60 54,33333333 ‘ 51,6666667



Diametres des halots d’inhibition obtenus a partir des aromatogrammes pour A. fumigatus (souche de
référence 21186669 :

Huiles essentielles 24h 48h 72h

Pousse tro
Bois de 2 L. P 0 0
légere
rose

Hiw

Pousse trop
Camonmille légere

Hiw N

Pousse trop

Laurier 2 G 0 0
noble 3
1
Pousse trop
2 . . 0 0
Sauge 3 légere
N S
1 11
. . 2 12 0 0
Niaouli 3 11
1 14
. 2 12 0 0
Ravintsara 3 13
1 13
2 18 0 0
B
ergamote 3 13
m 14,66666667 0 (0]
1 15
Géranium 2 17 . g
3 15
m 15,66666667 0 (0]
1 23
Lavande 2 20 0 0
aspic 3 21
1 20
2 20 0 0
Teat
ea tree 3 >0
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Huiles essentielles 24h 48h 72h
1 20
2 20 0 0
Thym 3 >0
BN m 20 0 0 |
1 35
Eucalyptus 2 32 0 0
radié 3 34
1 27 15
Palmarosa 2 28 16 0
3 30 16,5
m
1
Eucalyptus 2
citronné 3
m
1
Litsée 2
citronné 3
m
1
2
Lemongrass 3
m
1 40 34 23
Cannelier 2 40 34 24
de Ceylan 3 40 34 24
1 40 33 27
. . 2 40 33 24
Giroflier 3 20 32 26
m 40 33,33333333 \ 25,6666667
1
Sarriette 2 &
3
m 85 59,33333333
1 60 55 55
Origan 2 60 55 50
3 60 53 50

3

60 54,33333333 ‘ 51,6666667



Annexe 4 :

HE de Bois de Rose

* Neoscytalidium dimidiatum
J1:

» Aspergillus fumigatus
J1:
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Neoscytalidium dimidiatum
J1:

Aspergillus fumigatus
J1:

HE de Camomille
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Neoscytalidium dimidiatum
J1:

Aspergillus fumigatus
J1:

HE de Laurier noble
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HE de Sauge
» Neoscytalidium dimidiatum

* Aspergillus fumigatus
J1:

Sooge (6-40Y
. P
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HE de Niaouli

* Neoscytalidium dimidiatum
J1:

» Aspergillus fumigatus
J1:
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HE de Ravintsara

* Neoscytalidium dimidiatum
J1:

* Aspergillus fumigatus
J1:
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HE de Bergamote

* Neoscytalidium dimidiatum
J1:

* Aspergillus fumigatus
J1:
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HE de Géranium :

» Neoscytalidium dimidiatum
J1:

» Aspergillus fumigatus
J1:
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HE de Lavande aspic

e Neoscytalidium dimidiatum
J1:

e Aspergillus fumigatus
J1:

o we @
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HE de Tea tree

e Neoscytalidium dimidiatum
J1:

e Aspergillus fumigatus
J1:

97



HE de Thym

e Neoscytalidium dimidiatum
J1:

e Aspergillus fumigatus
J1:
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HE d’Eucalyptus radié

e Neoscytalidium dimidiatum
J1:

e Aspergillus fumigatus
J1:
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HE de Palmarosa

e Neoscytalidium dimidiatum

J3 : Envahies

e Aspergillus fumigatus
J1:
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HE d’Eucalyptus citronné

Neoscytalidium dimidiatum

Aspergillus fumigatus
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HE de Litsée citronné

e Neoscytalidium dimidiatum
J1 : Absence de pousse
J2:

e Aspergillus fumigatus
J1 et J2: Absence de pousse
J3:
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HE de Lemongrass

e Neoscytalidium dimidiatum

J1 : Absence de pousse

e Aspergillus fumigatus

J1, J2 et J3 : Absence de pousse
J5:
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HE de Cannelier de Ceylan

e Neoscytalidium dimidiatum
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HE de Cannelier de Ceylan (suite)

e Aspergillus fumigatus
J1:
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HE de Giroflier

« Neoscytalidium dimidiatum
J1:
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HE de Giroflier (suite)

e Aspergillus fumigatus
J1:
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HE de Sarriette

e Neoscytalidium dimidiatum
J1 : Absence de pousse

e Aspergillus fumigatus
J1, J2 et J3 : Absence de pousse
J5:
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HE d’Origan

e Neoscytalidium dimidiatum
J1:

e Aspergillus fumigatus
J1,J2,J3etJ5:
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Témoins négatifs (= sans HE) :
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Annexe 5 :

HE de Giroflier :

Souches : 125608 125609 125611 125613 125614 125615

J

H

Souches : 125616 125617 125618 125619 125804
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HE de Sarriette :

Souches : 125608 125609 125611 125613 125614 125615

Souches : 125616 125617 125618 125619 125804
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HE de Litsée citronné :

Souches: 125608 125609 125611 125613 125614 125615

Souches : 125616 125617 125618 125619 125804
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Souches : 125745 125859 13357

J1

12

13

J5
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HE d’Origan :

Souches : 125608 125609 125611 125613 125614 125615

Souches : 125616 125617 125618 125619 125804
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Souches : 125745 125859 13357

J1

J2

13

J5
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Par Anaélle CUNTZMANN

RESUME :

Actuellement, la notion de « bien-&tre » entraine une réelle motivation de la population a changer ses
habitudes de vie et a s’orienter vers des pratiques non conventionnelles a visée thérapeutique. Ainsi
I’aromathérapie prend une place croissante dans I’arsenal thérapeutique et ce, dans bien des domaines,
allant de I’infectiologie a I’association a certaines chimiothérapies. Le champignon Neoscytalidium
dimidiatum (Nd) est une moisissure appartenant aux pseudo-dermatophytes et est responsable
d’onychomycoses, dans les pays tropicaux. Il présente un profil de résistance aux traitements
conventionnels, ce qui en fait un candidat intéressant pour le développement potentiel de nouveaux
traitements. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux huiles essentielles (HE) comme nouvelle
piste thérapeutique potentielle dans le traitement des onychomycoses & Nd. Nous avons ainsi travaillé sur
I’élaboration de deux protocoles afin de tester la sensibilité de 15 souches de Nd a 20 HE différentes. La
premiére méthode reposait sur la réalisation d’aromatogrammes, mettant en évidence, pour chaque HE, la
présence ou non de halots d’inhibition lors de la croissance fongique. Les diametres de ces derniers ont été
mesurés et comparés entre eux afin de sélectionner les HE les plus efficaces. Par la suite, un protocole de
microdilution en plaques a permis de tester I’activité antifongique des HE initialement choisies. Les
résultats obtenus ont montré que plusieurs HE dont celles de Giroflier, de Cannelle de ceylan, d’Origan et
de Sarriette se démarquent pour leur activité antifongique. Les HE d’Origan et de Sarriette sont les deux
HE présentant les plus grands diameétres d’inhibition tandis que la Cannelle et le Giroflier montrent les
diameétres les plus stables dans le temps. La détermination d’un potentiel fongistatique ou fongicide reste
cependant délicat sur nos seuls résultats et nécessite des études complémentaires. Lors des tests par
microdilution en plaques des CMI de 400 et 800 pug/mL ont été déterminées respectivement pour les HE de
Sarriette et de Giroflier vis-a-vis de Nd. Les études sur les activités antifongiques des HE sont encore trés
disparates rendant difficile I’interprétation et I’extrapolation de ces résultats, pour I’instant. Cette étude
représente donc une premiere étape vers une potentielle nouvelle piste thérapeutique sous conditions
d’affiner d’avantage le protocole initié, pour, a terme, conduire a des études in vivo.

MOTS CLES: Neoscytalidium dimidiatum, huiles essentielles, onychomycoses,
aromatogramme, CMI.
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