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RESUME

En Algérie, l'olivier (Olea europea L.) est considéré comme l'une des plantes
médicinales les plus utilisées dans les traitements traditionnels contre de nombreuses
maladies, entres autres, les mycoses. L'objectif de cette étude est d'évaluer les propriétés
antifongiques des extraits de deux variétés de feuilles d'olivier (Chemlal et Sigoise) récoltées
dans deux régions différentes de la wilaya de Ghardaia. La macération au methanol-eau suivie
d’une évaporation rotative a révélé un rendement considérable pour I'extrait de la variété
Chemlal atteignant 27,77%. L’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux
des extraits a montré que la variété Sigoise a une teneur en polyphénols plus élevée que la
variété Chemlal avec 117,64 ng EAG/mg EX. Les concentrations en flavonoides sont presque
égales pour les deux variétés. L’activité antifongique a été déterminée sur les souches
fongiques (Candida albicans 307, C. albicans 384 et C. albicans ATCC 10231) selon la
méthode de diffusion sur puits. D’aprés les résultats obtenus, 1’extrait des deux variétés inhibe
la croissance des souches fongiques testées. Le test de détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale fongicide (CMF) montre que la
souche C. albicans 384 est la plus résistante. La composition des extraits en composés
bioactifs (polyphénols et flavonoides) pourrait expliquer leur activité significative contre les

infections fongiques.

Mots clés : Olea europea L., mycoses, polyphénols, flavonoides, Candida albicans, activité

antifongique.



ABSTRACT

In Algeria, olive tree (Olea europea. L) is considered one of the most widely used
medicinal plants in traditional treatments against various diseases, particularly fungal
infections. The objective of this study is to evaluate the antifungal properties of extracts from
two varieties of olive leaves (Chemlal and Sigoise) harvested in two different regions of the
Ghardaia province. Maceration with methanol-water followed by rotary evaporation revealed
a considerable yield for the extract of the variety Chemlal reaching 27.77%. The quantitative
analysis of total polyphenols and flavonoids in the extracts revealed that the variety Sigoise
has higher polyphenol content than the Chemlal variety, reaching up to 117.64 ung EAG/mg
EX, while the flavonoid concentrations are nearly equal. Antifungal activity was determined
against three Candida strains (Candida albicans 307, C. albicans 384, and C. albicans ATCC
10231) using the well diffusion method. According to the results, the extracts from both
varieties inhibit the growth of fungal strains. Determine of the minimal inhibitory
concentration (MIC) and Minimum fungicidal concentration (MFC) shows that C. albicans
384 strain is the most resistant. The composition of the extracts in bioactive compounds

(polyphenols and flavonoids) could explain their significant activity against fungal infections.

Keywords: Olea europea L., fungal infections, polyphenols, flavonoids, Candida albicans,

antifungal activity.
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d’années, les plantes médicinales ont occupé une place particuliére
dans la prévention et le traitement des maladies humaines (Himour et al., 2016). Les gens de
plus en plus s’orientent vers 1’usage des traitements naturels a base de plante en raison du colt
élevé et de l'inaccessibilité des médicaments importés (Haddouchi et al., 2014 ; Khafallah et
Bouguerba, 2021). Les plantes sont connues par leur richesse en molécules aux
caractéristiques thérapeutiques, ce qui explique leur utilisation traditionnelle tres large. Elles
comprennent une large gamme de composés tels les polyphénols, les alcaloides et les
flavonoides, dont ils peuvent avoir diverses activités biologiques comme les activités anti-
inflammatoire, antioxydant et cicatrisante (Haddouchi et al., 2014 ; Khafallah et Bouguerba,
2021).

Entre autres, I'olivier (la famille des Oleaceae), prend une place trés particuliére parmi
les arbres cultivés dans le bassin méditerranéen depuis au moins 3500 ans. Son nom
scientifique, Olea, provient d'un terme grec antique signifiant "huile” (Loussert et al., 1978).
L'olivier est un arbre a branches tortueuses mesurant entre 3 et 10 metres de haut. Ses feuilles
ovales et allongées sont persistantes et opposées sur des tiges portant des fruits en forme de
drupes ovoides riches en lipides. La floraison se produit entre mai et juillet, et les fruits sont

largement exploités par I'industrie agroalimentaire (Boulssen et Bouraoui, 2016).

Les oliviers se distinguent par leur besoin intense en lumiére et en air, étant toujours
plantés dans un sol aéré. De plus, ils sont des plantes a longue durée de vie, atteignant jusqu'a
500 ans, et croissent tres lentement dans les régions tempérées et arides en raison de leur
capacité a s'adapter a différentes conditions climatiques (Akroun et Harani, 2011;
Benguendouz, 2019).

Au niveau mondial, la superficie des oliveraies était de 10,6 millions d'hectares en
2019. L'Espagne et la Tunisie possédent respectivement 2,6 millions et 1,6 million d'hectares
d'oliveraies (Bouadma et Fertane, 2021). D'autres données statistiques rapportent que les
oliveraies du bassin méditerranéen représentent 95% des oliveraies présentes dans le monde.
Cette grande variation de ces pourcentages est due aux conditions climatiques, géographiques,
et a la qualité des sols (Benziadi et Senisna, 2022). La culture de l'olivier se concentre dans
les régions tempérées situées entre la latitude 30° nord et 45° sud, ou les précipitations
annuelles se situent entre 350 et 400 mm et ou les températures estivales atteignent jusqu'a 40
°C (Bousliba et Bouabid, 2020).
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En Algérie, comme dans la plupart des pays du bassin méditerranéens, l'olivier joue un
role économique, social et environnemental trés important. Environ 350 000 hectares
d'oliveraies en Algeérie représentent plus de 50 % du patrimoine arboricole national (environ
23 millions d'arbres). Les oliviers sont cultivés dans les zones cotieres du pays de 8 a 100
kilometres de la mer, et dans les plaines occidentales du pays et dans les vallées. En outre, on
trouve des oliveraies dans d'autres régions comme les montagnes et les collines, avec une
superficie totale d'environ 195 000 hectares (Abdessemed, 2017 ; Bousliba et Bouabid, 2020).

Quatre principales variétés d’olivier sont présentes en Algérie (Boulssen et Bouraoui,
2016). Parmi lesquelles, on trouve la variété Chemlal qui représente 40% des terres agricoles
nationales (principalement en Kabylie). Elle se caractérise par une sortie rustique et tardive et
un fruit Iéger et allongé. Ce dernier est concu pour la production d'huile, avec un rendement
d'huile de 18 % a 22 %. De méme, la variété Sigoise, appelée aussi 1’olive de Tlemcen ou
I'olive de Tell, se considere comme une variété prédominante de la zone s'étendant de Oued
Rhiou (wilaya de Relizane) jusqu’a la wilaya Tlemcen. Elle est renommée pour sa robustesse,
ses fruits de poids moyen et de forme ovale. Ses fruits sont hautement prisés dans l'industrie
de la mise en conserve en raison de son rendement satisfaisant en huile, oscillant entre 18% et
22%. Quant a la variété Azzeradj, elle est retrouvée principalement dans les régions de la
Petite Kabylie (Oued Soummam), ou I’oléiculture représente 10% de la superficie de l'oliécol
nationale. L’olivier cv. Azzeradj présente une forte résistance a la sécheresse, avec un fruit de
poids élevé et de forme allongée. Ce dernier est utilisé pour la fabrication d'huile et d'olive de
table, avec un rendement en huile variant de 24 % a 28 %. Par ailleurs, la variété
Limli originaire de la région de Sidi-Aiche (Béjaia), occupe 8% du verger oléicole national.
Elle se situe principalement sur les pentes montagneuses de la vallée de la Soummam jusqu'au
littoral. Elle est précoce et peu résistante au froid, mais tolére la sécheresse. Ses fruits de
poids moyen et forme ronde sont utilisés pour la production des olives de table et de I'huile

avec un rendement de 16% a 20%.

L'Algérie a exploité les caractéristiques bioclimatiques de l'olivier, ce qui lui a permis
de mettre en ceuvre un programme national de développement de I'agriculture intensive dans
les zones désertiques et semi-désertiques dans le but d'augmenter la production et de réduire
les importations. Par conséquent, les surfaces agricoles dédiées a l'olivier ont augmenté, avec
plus de 70% des oliviers plantés dans la wilaya de Ghardaia. Cela a conduit a une
augmentation significative de la production d'olives et de ses dérivés au cours des années
2004 a 2020 (Benamrane et Benkhelifa, 2023).
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L'adaptation étendue des arbres d'olivier garantit la production de composes
secondaires, notamment les polyphénols et les flavonoides, qui différent en termes de
structure et de quantité, offrant ainsi a I'nomme la possibilité de les utiliser dans divers
domaines. Des recherches et des études ont démontré que ces composés ont une efficacité
avérée dans la lutte contre le cancer, tout en présentant des propriétés anti oxydantes et
antimicrobiennes (Zentout, 2022).

Historiquement, les feuilles d'olivier sont considérées comme l'un des remédes les plus
importants, ayant été utilisées par les anciens Egyptiens pour traiter les maladies tropicales
telles que le paludisme, ainsi que comme antipyrétique. Elles étaient également utilisées dans
le processus de momification des pharaons (Ghanbari et al., 2012). Les études montrent que
les extraits de feuilles d'olivier ont une capacité considérable a lutter contre le vieillissement,
les maladies cardiaques et le cancer. Cela est di au fait que les polyphénols présents dans les
feuilles d'olivier se distinguent par leur capacité a neutraliser les radicaux libres (Baghdad et
Bal, 2016), et présentent un comportement synergique lorsqu'ils sont associés, ce qui se
produit naturellement dans les feuilles d'olivier et donc dans leurs extraits (Znifeche, 2019).
Cette caractéristique renforce leurs bienfaits pour la santé et en faisant un excellent choix pour

maintenir la santé et prévenir les maladies.

D’une autre part, plusieurs eétudes ont été menées ces derniéres années sur l'effet des
extraits de feuilles d'olivier sur les micro-organismes tels que les bactéries, les virus et méme
les champignons. Les résultats de ces études ont montré que les feuilles d'olivier ont une
capacité notable a éliminer ces organismes (Khafallah et Bouguerba, 2021). Les phénols
dégradent la membrane externe des bactéries en dénaturent les protéines, ce qui permet
I'explosion et la mort de la cellule bactérienne (Mumcu, 2023). En plus, Les feuilles d'olivier
ont la capacité de traiter les infections virales causées par de nombreux types de virus,
notamment virus rippe, herpes, virus pseudorabies (Saif, 2014). De plus, d’autres travaux ont
montré que les extraits des feuilles d’olivier ont un effet antifongique sur une large gamme
des souches fongiques telles que Candida albicans et C. glabrata, qui sont les pathogénes
responsables de plusieurs types des maladies parmi eux les mycoses (Esfandiary et al., 2024).

Les micromycétes sont les agents trés connus par leur responsabilité dans les
infections fongiques (les mycoses). Elles peuvent se développer a la surface de la peau et des
muqueuses, ou bien en profondeur de maniére systémique (Darfaoui, 2019). A I'heure

actuelle, le nombre d'espéces de champignons associés aux mycoses a dépassé le seuil des
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400 (Aoufi, 2005), ce qui a entrainé une augmentation de la diversité des maladies fongiques
et de leur gravité. L'université de Pittsburgh a réalisé une étude statistique sur le taux de
mortalité des infections fongiques entre 1989 et 1992. L'enquéte a été menée sur 834 patients
ayant recu une greffe du foie, avec des résultats concluants que 65% des patients étaient

infectés par Candida, 16 % par Aspergillus et 16 % par Cryptococcus (Fung, 2002).

Differents types de mycoses sont distingués en fonction de I'agent pathogene impliqué
et des tissus infectés. Les candidoses, par exemple, sont des infections fongiques répandues a
travers le monde, causées par des levures appartenant au genre Candida. Ces levures peuvent
provoquer des infections superficielles affectant la peau, les phanéres (les ongles, les poils et
les cheveux...etc.), ainsi que les muqueuses digestives et urogénitales. Elles peuvent
également entrainer des infections fongiques profondes, affectant divers organes tels que le
foie, la rate, les reins, les os et les articulations (Nekkache et al., 2015). Un autre type de
mycose, la dermatophytose, est causé par les champignons filamenteux qui ont une affinité a
la Kkératine. Ils présentent également un thalle cloisonné. En général, ces champignons
provoquent des affections cutanées (Fedda et Ameziane, 2022). Ainsi, les malassezioses ou
pityrosporoses sont des infections superficielles & Malassezia caractérisée par leur fréquence
de récidive. Ces affections sont causées par des levures lipophiles et kératinophiles, qui sont
présentes dans les tissus cutanés. Cette espece se transforment en parasite aprés avoir été
exposées a certains éléments (Ouar et al., 2021). L’autre type de mycose qui est enregistré
dans la liste des infections fongiques et est répertorié parmi les maladies répandues dans le
monde est bien [I’aspergillose. Ce sont des maladies cosmopolites, principalement
pulmonaires, causées par la croissance de champignons filamenteux du genre Aspergillus.
Dans la nature, ces champignons sont abondants et se développent en saprophyte. Ils sont

responsables de maladies opportunistes, souvent fatales (Desoubeaux et Chandenier, 2010).

Bien que de nombreuses études menées ces dernieres années indiquent que les
polyphénols sont les principaux antimicrobiens dans les feuilles d’olivier, le nombre de
travaux publiés concernant I’activité antifongiques contre les agents de mycoses reste limité
(Djenane et al., 2012). De méme, des recettes traditionnelles a base de feuilles d’olivier sont
largement utilisées pour traiter de nombreuses maladies et problemes de santé. Elles sont
traditionnellement préparées en les faisant tremper ou bouillir dans de I'eau, et leurs extraits
sont utilisés pour éliminer les infections qui affectent la bouche et le vagin. Ces pratiques a
base d’extraits de feuilles d'olivier nous ont incités a valoriser les recettes utilisées et a tester

expérimentalement I'effet de ces extraits sur certains types de champignons pathogenes. Dans
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ce contexte, le but de ce travail est de mettre en évidence 1’effet de 1’activité antifongique des
extraits de feuilles d’olivier des deux variétés Chemlal et Sigoise les plus répandues dans la
région de Ghardaia sur des agents pathogénes causaux de mycoses. Le travail vise a
déterminer les rendements des deux variétés avec une quantification des composés
phénoliques et flavonoides contenus dans les feuilles. Ensuite, le pouvoir antifongique des
extraits est évalué contre différentes souches de Candida albicans. Une derniere partie inclut

la détermination de la concentration minimale inhibitrice et fongicide.

Nous avons réparti notre manuscrit en quatre chapitres, en utilisant la méthodologie
IMRaD. Dans la premiére partie, nous abordons une perspective générale sur I'olivier et les
mycoses, en mettant I'accent sur les utilisations traditionnelles des extraits de feuilles d'olivier
dans le traitement de diverses affections, y compris les infections fongiques. Les techniques et
les équipements de laboratoire utilisés dans les expérimentations sont détaillés dans la section
Matériel et méthodes. Ensuite, nous présentons nos résultats dans la partie Résultats et
exposons leur analyse et leur interprétation dans la section Discussion. Une conclusion et des

perspectives pour les études ultérieures sont incluses dans notre manuscrit.
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Ce chapitre se divise en deux parties, la premiere concerne les études phytochimiques,
tandis que la seconde se concentre sur l'étude de I’activité antifongique des extraits des
feuilles d’olivier. Toutes les expérimentations ont été réalisées au niveau des laboratoires du
département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université de
Ghardaia.

1. Présentation de la région d’étude

La wilaya de Ghardaia est située a environ de 600 km au sud d'Alger, dans la partie
centrale du nord du Sahara algeérien, elle se trouve a une latitude de 32° 30" Nord et a une
longitude de 3° 45' Est (D.P.A.T., 2011). Elle se caractérise par un climat saharien avec une
grande variation de température entre le jour et la nuit, ainsi qu'entre I'été et I'hiver. La
moyenne annuelle des précipitations s'éleve a 74 mm sur une période de 32 ans (O.M.M.,
2007).

2. Matériel végétal

Le matériel veégétal est constitué¢ des feuilles de 1’olivier (Olea europaea L.). Des
quantités suffisantes de feuilles des deux variétés Chemlal et Sigoise, ont été récoltées a partir
de quelques arbres d’olivier durant le mois de Février 2024 dans deux régions différentes de
la wilaya de Ghardaia. Les feuilles de la variété Chemlal ont été obtenues a partir de la région
de Djawa a la commune d'El Atteuf, tandis que les feuilles de la variété Sigoise ont été
récoltées d'Intissa a la commune de Bounoura. Toutes les feuilles ont été nettoyées a 1’ecau
pour éliminer la poussiere et les impuretés. Elles sont ensuite soumises a un sechage a l'air
libre, a lI'abri du soleil et de I'numidité et a une température ambiante, pendant dix jours.
Enfin, elles ont été réduites en poudre a 1’aide d’un moulin électrique avant le processus

d’extraction.
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Figure 1. Carte de la wilaya de Ghardaia présente la localisation géographique des régions
d’échantillonnage.

3. Extraction par macération

L’extraction des composés phénoliques des feuilles d’olivier a été effectuée selon la
méthode décrite par Kamil Hussain et al. (2019) avec des petites modifications. 20 g de la
poudre des feuilles d’olivier ont été macéré dans 100 ml de méthanol 80% sous agitation
douce dans le Shaker (Edmund Buhler GmbH, Allemagne) pendant 24h a température
ambiante, ensuite le mélange a été filtré a 1’aide de papier filtre, puis le méthanol a été
évaporeé a sec par un évaporateur rotatif (HEIDOLPH, Allemagne) a une température 40 °C.
Les extraits ont été placés dans des boites de Pétri et séchés a I’étuve a 37 °C puis conserveés

au réfrigérateur a une température de 4 °C jusqu'a leurs utilisations ultérieurs.
4. Rendement d’extraction

Le rendement détermine le rapport entre la masse de I'extrait obtenu et la masse de la
matiére végétale séche a raison de deux répétitions par échantillon. Cette valeur est exprimée

en pourcentage (%) et calculé selon la formule suivante :
R (%) = [(P1-P2) /P3] x 100

P1 : Poids de la boite aprés évaporation.
P2 : Poids de la boite avant évaporation.

P3 : poids de la matiere végétale de départ.
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Figure 2. Les étapes du processus d’extraction par macération (CdA, 2024). a :
échantillonnage ; b : broyage ; C : pesée ; d : macération ; e : filtration ; f : évaporation ; g : séchage.

5. Etude phytochimique

5.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux (TPT) des deux extraits est estimée selon la méthode
de Folin-Ciocalteau suivant le protocole décrit par Li et al. (2007). Ce test implique
I'utilisation d'un réactif composé d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique.
Lorsque ce réactif entre en contact avec les polyphénols, il subit une réaction d'oxydation qui
génere un mélange d'oxydes de tungsténe et de molybdéne, donnant ainsi une coloration
bleue. Cette coloration est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents, permettant
ainsi de mesurer leur concentration dans les extraits (Taalbi, 2016). En effet, 1 ml de réactif
de Folin-Ciocalteau dilué 10 fois a été ajouté a 200 pl d’extrait ou standard avec des dilutions
convenables. Aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de sodium (Na.COz) & 7,5%
ont été additionnés au milieu réactionnel. Ensuite, ce mélange a été incubé pendant 2 heures a
une température ambiante dans 1’obscurité. L'absorbance a ét¢ mesurée a 765 nm par rapport
a un blanc de réaction ne contenant pas de polyphénols. La quantité totale de polyphénols a
été déduite en utilisant I'équation de régression obtenue a partir d'une gamme d'étalonnage
avec de l'acide gallique (0-100 pg/ml) et est exprimée en microgrammes équivalents d'acide
gallique par milligramme d'extrait (ug EAG/mg d'EX).
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5.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d'aluminium (AICI3) décrite par Djeridane et al. (2006) est
utilisée pour déterminer la teneur des flavonoides totaux (TFC) dans les deux extraits. Les
flavonoides possédent un groupe hydroxyle (-OH) libre en position 5, qui est capable de
former un complexe coloré avec le groupement -CO et le chlorure d'aluminium. L'apparition
de la couleur jaune indique la formation de ce complexe. Cela résulte de la perte de deux
électrons par le métal (Al) pour se lier a deux oxygenes de la molécule phénolique, qui
agissent comme donneurs d'électrons (Ribéreau-Gayon, 1968). Cette absorption maximale,
située a 420 nm, est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans I'échantillon
(Salhaoui et Benabderrahmane, 2020).

Le protocole suivi pour déterminer la teneur en flavonoides dans les extraits de la
plante consiste a ajouter un volume de 0,5 ml de chaque extrait ou standard (Quercétine) dilué
dans le méthanol avec 1 ml de solution AICI3 (2% solubilisé dans le méthanol). Apres
I’incubation pendant 10 minutes a une température ambiante et a I’obscurité, les résultats lus
en utilisant un spectrophotométre (Secomam, France) a une longueur d'onde de 430 nm. La
teneur en flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine
(0-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme

d’extrait (ug EQ/mg d’Ex).
6. Evaluation de activité antifongique
6.1. Souches fongiques

Les souches testées sont des souches fongiques d’intérét médicale, dont certaines sont
des souches de référence Candida albicans ATCC 10231, et d’autres sont des souches
sauvages prélevées et identifiées dans les laboratoires Essalam et Al Waha a la wilaya de
Ghardaia, Candida albicans (isolements a partir des prelevements vaginales de deux femmes

d’ages 31 et 45 ans).

6.2. Test de diffusion sur puits d’agar

Le principe de cette technique consiste a évaluer 1’activité antifongique des extraits de

deux variétés d’Olea europea L. en mesurant les zones d’inhibition de croissance des souches
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autour de puits contenant 1’extrait. Le test de diffusion sur puits d’agar a été réalisé selon la

méthode de Bouyahya et al., (2017) avec des quelques modifications (culture en masse).

Brievement, pour chaque échantillon, 0,5 ml de la suspension levurienne ajustée selon
le standard McFarland 0,5 pour avoir une charge microbienne de 10® UFC/ml. Cette derniére
est préparée a partir d’une culture jeune sur le milieu PDA de 48h & 72h. La suspension
obtenue est mélangée avec 50 ml du milieu de culture MH gélosé (culture en masse). Ce
mélange est versé dans des boites de Pétri (n=2) contenant déja une couche fine du milieu
GN. Aprés solidification, des puits sont réalisés a 1’aide d’un emporte-piéce de 6 mm de
diamétre et remplis par un volume de 100 ul de différentes concentrations (100 et 200 mg/ml)
de chacun des extraits Chemlal et Sigoise. L’antibiotique fluconazole 50 mg/ml a été utilisé

comme un contrdle positif et le DMSO comme un contrdle négatif.

La diffusion des divers composants de I'extrait dans le milieu gélosé est améliorée en
préincubant les boites de Pétri a 4 °C pendant deux heures avant de passer a une incubation de
24 & 48h a 30 °C. L’activité antifongique des extraits se révele par 1’apparition de zones

d’inhibition autour des puits.

6.3. Determination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et
fongicide (CMF)

Les déterminations de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et de la
Concentration Minimale Fongicide (CMF) ont été réalisées selon les méthodes décrites par
Yin et Tsao (1999), Sahin et al. (2003) et Rasooli et Abyaneh (2004) avec une petite
adaptation apportée. L'extrait des feuilles des deux variétés ont été dilués avec le méme
solvant (DMSO) pour obtenir une série de dilutions comportant les concentrations 25, 50,
100, 200, 400, 800, 1600 et 3200 ug/ml. Ensuite, 0,5 ml de chaque solution ainsi préparée a
été ajouté a des tubes a essai contenant 2,5 ml de bouillon MH. Des suspensions des souches
levuriennes (0,5 ml), préparées a partir des cultures sur milieu MH de 24 h et ajustées a 0,5
McFarland, ont été ajoutées aux tubes contenant les extraits de feuilles d'olivier ou le solvant
utilisé comme témoin. Les tubes a essai ont ensuite été incubés a 30 °C pendant 48 h. La CMI
des extraits testés a été définie comme la concentration la plus faible qui a empéchee
I’apparition de croissance microbienne visible, c'est-a-dire celle qui n'a pas permis d’avoir une
turbidité dans les tubes a essai. Quant a la CMF, elle a été établie en cultivant un volume de
0,2 ml a partir des tubes qui n'ont pas présenté de turbidité visible lors de I'analyse de la CMl,

dans des boites de Pétri contenant la gelose de MH. Toutes les boites sont incubées a 30 °C
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pendant 48 heures (Portillo et al., 2005). L expérimentation a été effectuée a raison de deux
essais par échantillon. La CMF a été définie comme la concentration la plus faible qui inhibe

complétement la croissance des souches fongiques sur le milieu gélosé.

7. Analyses statistiques

Les résultats de I’étude exprimés sous forme de moyenne + SD, ont été analysés a
I’aide du logiciel GraphPad Prism 7. Les différences ont été considérées statistiquement
significatives pour p < 0,05 dont I’ensemble des analyses statistiques en utilisant le test
ANOVA a un seul facteur combiné au test post-hoc de la différence significative minimale
(LSD) de Fisher.
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1. Rendement d’extraction

Afin d’extraire les principaux composés contenus dans les feuilles de 1’olivier, la
méthode d’extraction par macération a ét¢ employée avec 1’'usage du méthanol a 80%. Les
rendements en composés phénoliques obtenus sont 27.77% et 24.4% pour les deux extraits
méthanoliques obtenu a partir des variétés Chemlal et Sigoise, respectivement. Les résultats

montrant le rendement d’extraction sont récapitulés dans le tableau I.

Tableau I. Rendement d’extraction hydrométhanolique par macération des deux variétés des
feuilles d’olivier.

Extrait Rendement (%)
Ex cv. Chemlal 27,77 £0.182
Ex cv. Sigoise 24,4+1.13°

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 2).

2. Etude phytochimique

2.1 Dosage des polyphénols

La méthode de Folin-Ciocalteau a été utilisée pour mesurer le taux de polyphénols
dans les extraits hydrométhanoliques des deux variétés. Une équation de régression linéaire
(y=ax+b) a été utilisée pour calculer la quantité de composés phénoliques dans les deux
extraits, en se basant sur une courbe établie avec de l'acide gallique a différentes
concentrations (Fig. 3). Les données sont exprimées en microgrammes d'acide gallique par

milligramme d'extrait (ug EGA / mg EX).
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Figure 3. Courbe d’Etalonnage d’acide gallique. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

L'analyse phytochimique quantitative effectuée par la méthode colorimétrique a révelé
les concentrations de polyphénols de 104,80 ug EAG/mg d'extrait pour la variété Chemlal et
117,64 ng EAG/mg d'extrait pour la variété Sigoise (Fig. 4).
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Figure 4. Dosage des polyphénols totaux contenus dans les feuilles des deux variétés d’olivier
(Chemlal et Sigoise).
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2.2 Dosage des flavonoides

La concentration des flavonoides a été calculée en fonction de la formation de

complexes entre les composés phénoliques et le trichlorure d'aluminium. Ainsi, une équation

de régression linéaire (y=ax+b) a été déterminée a partir d'une courbe d'étalonnage effectuée

avec de la quercétine a diverses concentrations (Fig. 5). Les extraits contenant des flavonoides

sont mesures en microgrammes de quercétine par milligramme d'extrait.

Absorbance a 430 nm
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Figure 5. Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3).

Les résultats de dosages des tenures en flavonoides chez les deux variétés chemlal et

sigoise motionné que 21,68 pg EQ/mg d'extrait (variété Chemlal) et 21,02 pg EQ/mg d'extrait

(variété Sigoise ; fig. 6).
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Figure 6. Dosage des flavonoides totaux contenus dans les feuilles des deux variétés d’olivier

(Chemlal et Sigoise).
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3. Evaluation de I’activité antifongique

L'activité¢ antifongique des extraits des feuilles d’olivier a été¢ évaluée a l'aide de la
méthode de diffusion sur puit d’agar dans le milieu MH gélosé. Cette méthode qualitative
permet de mesurer le diamétre des zones d'inhibition en millimétres (mm) formées autour des
puits avec différentes concentrations des extraits de chaque variété de la plante (100 ; 200
mg/ml). Ces zones d'inhibition indiquent l'efficacité des extraits de la plante vis-a-vis les
souches testées. Les résultats obtenus fournissent des informations précieuses sur la capacité

des extraits a inhiber la croissance levurienne.

Les zones d'inhibition les plus importantes ont été observées chez la variété Chemlal
avec des diameétres d'inhibition entre 20 et 25 mm aux concentrations de 100 et 200 mg/ml
contre C. albicans ATCC 10231. Des valeurs moyennes entre 9,5 et 11 mm ont été
enregistrées chez les deux souches C. albicans 307 et C. albicans 384. Cependant, les valeurs
minimales d’inhibition ont été révélés par 1’extrait de la variété Sigoise contre les souches de
C. albicans testées (7,0, 7,5, 8 mm). L’antibiotique utilisé en tant que contrdle positif a
montré des zones d’inhibition entre 37 et 50 mm de diamétre (Tableau I1). Le test statistique
d’ANOVA et le test de Fisher ont pu montrer des différences significatives entre les différents
extraits et les diverses souches (F = 26.808 ; P = < 0.0001 ; Tableau II).

La souche C. albicans ATCC 10231 semble significativement différentes par rapport aux
souches sauvages C. albicans 307 et C. albicans 384, dont les extraits ont été plus efficaces
en inhibant sa croissance par rapport aux autres souches testées (Tableau I1).

Tableau Il. Diamétre des zones d’inhibition de la croissance fongique par les extraits des
deux variétés d’olivier et le fluconazole. Le diameétre des puits est de 6 mm.

Zone d’inhibition (mm)

Souche Variété Chemlal Variété Sigoise Antibiotique
Fluconazole
[CT° [CT° [CT° [CT° [CT°
100 (mg/ml) 200 (mg/ml) 100 (mg/ml) 200 (mg/ml) 50 (mg/ml)
C. albicans ATCC 10231 20+0,0¢¢ 25+0,02 17+£0,0° 18+0,0° 50+ 0.0
C. albicans 307 10+2,83°% 11+141° 7,0+1419 75+212¢ 40+0.0
C. albicans 384 95+0,71% 11+0,0°% 7,0+1419 80%0,0° 37+0.0

Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 2). La méme lettre devant la moyenne et 1’écart type indique
une différence non significative selon le test LSD de Fisher avec o = 0.05.
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4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la
Concentration Minimale Fongicide (CMF)

Cette étude a été réaliseé par la préparation d’une gamme de concentration d’extraite de 25
a 3200 pg /ml. La CMI des extraits de test était la concentration minimale d'extraits qui ne
provoquait aucune turbidité dans les tubes a essai. On a défini la CMF comme la
concentration la plus basse qui empéche totalement la croissance de la levure (Khafallah et
al., 2021).

Les résultats de la CMI et la CMF des deux extraits Chemlal et Sigoise sont présentés

dans les tableaux 111 et 1V.

4.1 Variété Chemlal

Le tableau 111 montre que la CMI de I’extraite chemlal de la souche C. albicans ATCC
10231 est constatée autour de 25 pg/ml, tandis que la souche 307 est de 50 pg/ml. Quant a la
souche 384, sa CMI est de 100 pg/ml. La CMF de I’extraite de la variété Chemlal est de
I’ordre de 50,400, 200, pg/ml pour les souches C. albicans ATCC 10231, C. albicans 307, et
C. albicans 348, respectivement (Tableau I1I).

Tableau I11. Récapitulation des résultats de la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration minimale fongicide (CMF) de I’extrait de la variété
Chemlal.

Souche CMI (ug/ml) CMF (ug/ml)
C. albicans ATCC 10231 25 50

C. albicans 307 50 400

C. albicans 384 100 200

4.2 Variété Sigoise

Le tableau montre que la CMI de I'extrait de la variété Sigoise est de 25 pg/ml pour la
souche C. albicans ATCC 10231 et de 200 pg/ml pour la souche 307, tandis que la CMI de la
souche 384 est de 400 pg/ml. En ce qui concerne la CMF de I'extrait de Sigoise, elle est de la

méme concentration entre les souches 307 et 384, soit 1600 pg/ml, tandis que pour la souche
C. albicans ATCC 10231, elle est de 400 pg/ml (Tableau 1V).
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Tableau IV. Récapitulation des résultats de la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration minimale fongicide (CMF) de I’extrait de la variété
Sigoise.

Souche CMI (ug/ml) CMF (pg/ml)
C. albicans ATCC 10231 25 400

C. albicans 307 200 1600

C. albicans 384 400 1600
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DiscussiON

Dans le but d'évaluer I'impact et I'efficacité des extraits de feuilles de deux variétés
d'oliviers (chemlal et sigoise) récoltées dans la région de Ghardaia sur I'inhibition de I'activité
des champignons pathogénes, et de déterminer la valeur de rendement de I'extraction ainsi que
leur contenu en composés phénoliques et flavonoides, cette étude a été conduite en utilisant
des méthodes et techniques empiriques documentées pour vérifier nos hypotheses et obtenir

des résultats pertinents.

L’extraction hydro-méthanolique par macération des principaux composés bioactifs
contenus dans les feuilles de I’olivier a révélé des rendements compris 27,77% et 24,4% avec
une variabilité parmi les variétés au profit la variéte Chemlal (tableau I). Ce résultat va dans le
méme sens avec celui d’Addab et al., (2020), ou il a rapporté des rendements d’extraction
éthanolique par macération de 27.91% et 25.28% a partir d’échantillons de la méme partie de
la plante obtenus de 1’ordre respectif en Mila et Biskra (Algérie). Selon une ¢tude d’Arab et
al., (2013), sur les extraits méthanoliques de 1I’olivier remporté par macération, des quantités
significatives de polyphénols ont été extraites a partir des feuilles de la plante récoltées dans
la région de Tizi Ouzou (Algérie). Les rendements ont été de I'ordre de 38,74% pour I'olivier
sauvage et de 35,72% pour l'olivier cultivé. D'apres I'étude menée par Madani (2017) sur la
plante Olea europaea L., trois méthodes d'extraction ont été employées : la décoction,
Iinfusion et la macération. Les rendements d'extraction obtenus ont été respectivement de
20,4%, 19,08%, et 16,04%. Dans une autre étude réalisée par Chelgui et Rai (2022) sur la
méme plante et dans la méme zone d'échantillonnage, des valeurs de rendements proches de
celles obtenues dans notre étude ont été trouvees (26,08%). Les études ont montré que
l'augmentation du rendement d'extraction lors de la macération de la poudre de feuilles
d'olivier dans le méthanol suggére une meilleure solubilité des molécules actives de I'Olea
europaea L. dans ce solvant par rapport aux autres. Cette observation pourrait étre attribuée a
la présence de composes bioactifs tres polaires dans les feuilles de 1’olivier (Chelgui et Rai,
2022). Des résultats similaires ont été rapportés dans d'autres études, ou il a été constaté que
les hauts rendements sont couramment obtenus avec I'éthanol et le méthanol mélangés a I'eau
(Santos et al., 2012 ; Touaibia et al., 2014).

Les résultats des tests phytochimiques quantitatifs de dosage des polyphénols totaux et
des flavonoides (Fig. 4 et 6), ont révélés que les feuilles d'olivier renferment des quantités

considérables de composes phénoliques et flavonoides, avec des proportions variables.
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L'étude statistique et comparative entre les deux extraits des variétés de 1’olivier a exposé que
la variété Sigoise présente une teneur plus élevée en polyphénols, tandis que la variété
Chemlal en contient une quantité moindre (Fig. 4), alors qu’aucune différence significative
dans la quantité de composés flavonoides n’a été révélée entre les deux extraits (Fig. 6). Selon
une étude récente conduit par Chedjara et al. (2020) sur les mémes variétés de feuilles
d'olivier récoltées dans la région de Tiaret (Algérie), en ce qui concerne les composes
phénoliques, des résultats similaires a ceux obtenus dans notre étude ont été trouvés. Il a été
démontré que les contenus en composés phénoliques de I'extrait de la variété Sigoise (119,06
mg EAG/g Ex) étaient supérieurs a ceux de l'extrait de la variété Chemlal (102,775 mg
EAG/g Ex). Cependant, les teneurs en composés flavonoides dans les extraits des mémes
échantillons étudiés, des résultats supérieurs & ceux remportés dans nos échantillons testés. A
une autre recherche supplémentaire menée par Addab et al. (2022) a démontré que les
niveaux de composés bioactifs dans d'autres échantillons de feuilles d'olivier provenant
d'autres régions d'Algérie (Batna, Mila, Skikda et Biskra) étaient supérieurs a ceux relevés

dans notre étude.

Apres avoir examiné les résultats de notre étude phytochimique ainsi que ceux
d'études antérieures sur la méme plante, plusieurs facteurs peuvent expliquer les disparités
observées. Parmi ceux-ci figurent le choix du solvant, le pH, la température et la durée
d'extraction, ainsi que la composition de I'échantillon. De plus, des éléments tels que le
moment et le lieu de la récolte peuvent également influencer le rendement de I'extraction et la
concentration des composés bioactifs (Madani, 2017). La variation dans la quantité de
polyphénols entre les extraits est tributaire de divers facteurs, tels que la variété de 1’olivier,
les conditions climatiques, le moment de la récolte des feuilles, I'dge des plantations et la
qualité des échantillons. En outre, la méthode de préparation des feuilles d'olivier
(déshydratation et broyage) ainsi que les techniques d'analyse des composés phénoliques
jouent un role important dans cette différence (Aouidi, 2012 cité par Ourak et Benbrahim,
2019).

L’évaluation du pouvoir antifongique des extraits de feuilles d'olivier a été menée par
I’'usage de la méthode de diffusion sur puit d'agar dans un milieu MH gélosé. Les résultats
présentés montrent que les extraits des variétés Chemlal et Sigoise ont montré une capacité a
réduire la croissance des souches de C. albicans. Cela pourrait étre di grace a la présence

considérable des composés phénoliques. Cette remarque est concordée avec des travaux
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menés par Khlif et al. (2015), ou ils ont rapporté que les extraits des feuilles d'olivier ont
démontré des effets inhibiteurs prometteurs sur C. albicans grace a l'action antimicrobienne
des composés phénoliques. A partir de ces résultats, nous pouvons constater que les extraits
de feuilles d'olivier ont la capacité d'atténuer ou de traiter les symptdmes de mycoses causées
par C. albicans (buccales, vaginales...). Cette activité pourrait étre due au mode d'action des
composes phénoliques qui ont la capacité de modifier la configuration de la structure des
protéines, induisant ainsi la libération de composants cytoplasmiques comme les protéines et
les ions minéraux (Khlif et al., 2015). Une autre étude réalisee par Markin et al., (2003),
montre que les cellules de C. albicans traitées par une quantité d'extrait de feuilles d'olivier
présentent des modifications morphologiques significatives par rapport aux cellules témoins
(non traitées). Les cellules traitées étaient modifiées aprés une incubation de 24 h. L’activité
antifongique présente dans les extraits de feuilles d’olivier déponde précisément du mode

d’action des composés phénoliques sur les cellules fongiques.

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale fongicide (CMF), une série de dilutions des extraits a été faite a partir de 25 pg/ml a
3200 pg/ml. Les résultats obtenus mentionnent que la souche de C. albicans 384 est la souche
la plus résistante, elle est deux fois plus résistante que la souche C. albicans 307 pour les deux
extraits des variétés Chemlal et Sigoise. Nos résultats s'accordent avec la déduction de
Korukluoglu et al. (2006), qui a constaté que le facteur souche et la source d'isolement
peuvent influencer sur a résistance antifongique, ainsi que les composants actifs des extraits
des feuilles. La différence entre des souches appartenant a la méme espece dans leur réponse
aux composés antifongique pourrait étre due a plusieurs facteurs tels la niche écologique a
partir quelle la souche a été isolé et les effets de la composition et la régulation génétiques

caractérisant chacune des souches.

A travers les résultats précédents, nous suggérons que la variété Chemlal montre une
activité antifongique plus forte que celle de la variété Sigoise, et que cette différence est
probablement due aux différences dans les composés chimiques entre les deux variétés dues a
plusieurs facteurs, dont le climat et la qualité du sol. Djenane et al. (2012), dans leur étude
rapportaient qu'il soit possible d'observer des disparités de compositions chimiques entre les
divers extraits de feuilles d'olivier. Les variations de composition sont principalement causées
par les variations climatiques, pédologiques et agronomiques dont les oliviers sont issus. Ces

éléments ont un impact sur les processus de biosynthese de la plante, et par conséquent, sur la
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proportion relative des composés principaux caractéristiques. Ceci aboutit a la présence de
chémotypes variés qui représentent les extraits provenant de diverses origines (Djenane et al.,
2012). Les conditions environnementales influencent considérablement le type et la
proportion des composé€s bioactifs présents dans les extraits de feuilles d’olivier. On peut
noter que I'extrait de la variété Sigoise contienne plus de composés phénoliques que celui de
la variété Chemlal, dont ce dernier a montré plus d’efficacité en exercant son effet
antifongique. Cela nous conduit a suggérer que cette efficacité pourrait étre due a la nature

des composés phénoliques présents dans I'extrait de Chemlal plutdt qu'a leur quantite.

Notre étude a pu démontrer la présence d’un potentiel antifongique considérable dont
les extraits de feuilles d'olivier peuvent contenir. Cela pourrait étre exploité par les industries
alimentaire et pharmacologique en tant qu'agents antifongiques administrés sous forme de
médicaments ou additifs naturels. Korukluoglu (2008) affirme qu’il est possible de considérer
les extraits de feuilles d'olivier comme des sources potentielles d'agents antifongiques pour
I'industrie alimentaire et pharmacologique, avec un impact sensoriel minime. Notre travail a
également mis la lumiére sur cet héritage médical algérien tres riche en termes de recettes
médicinales traditionnelles a base de plantes. Le travail pourrait également ouvrir une piste
prometteuse qui va servir a bien exploiter les ressources naturelles dans le traitement des

pathogenes responsables de nombreuses mycoses touchant I'nomme.
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CONCLUSION

Les plantes médicinales occupent une place prépondérante dans I'histoire de la
médecine et continuent d'étre d'une importance capitale dans la recherche pharmaceutique
moderne, entre autres, l'olivier (Olea europaea L.). Pour les Algériens, I'olivier est considéré
comme un arbre béni ayant une valeur sociale et économique depuis I'Antiquité. Ses feuilles
ont été utilisées pour traiter de nombreuses maladies et problémes de santé. Elles sont
traditionnellement préparées en les faisant tremper ou bouillir dans de l'eau, et leurs extraits
sont utilisés pour éliminer les infections qui affectent la bouche et le vagin. Dans le but de
valoriser cet héritage médical et d'évaluer I'efficacité de ces recettes a travers des expériences
pratiques, cette étude a mis en lumiére l'efficacité des extraits hydrométhanoliques des deux
variétés de l'olivier existent en Algérie Chemlal et Sigoise dans la lutte contre Candida
albicans, une levure pathogéne responsable de nombreuses infections chez I'homme tel que

les infections buccale et vaginale.

Les résultats obtenus démontrent que les extraits des feuilles de ces variétés d'olivier
possédent des propriétés antifongiques significatives en particulierement la variété Chemlal.
Les composés phénoliques présents dans ces extraits, tels que les polyphénols et les
flavonoides, ont montré une activité remarquable contre C. albicans, inhibant sa croissance
voir exercant un effet fongicide. Cela ouvre ainsi la voie a des alternatives naturelles et

potentiellement moins toxiques aux traitements antifongiques chimiques.

Les implications de cette recherche sont vastes, suggérant que l'olivier pourrait jouer
un role clé dans le développement de nouveaux traitements pour les infections fongiques,
particulierement celles causées par C. albicans, qui pose un défi majeur en raison de
l'augmentation des résistances aux antifongiques classiques. En intégrant les extraits d'olivier
dans les protocoles de traitement, on pourrait améliorer l'efficacité thérapeutique tout en

minimisant les risques pour les patients.

Indifféremment, l'olivier ne se contente pas d'étre un symbole de paix et de prospérité,
mais se révele également étre un allié precieux dans notre lutte contre les infections
fongiques. Son potentiel thérapeutique, soutenu par des preuves scientifiques croissantes,
contribue a améliorer la santé humaine de maniére durable et respectueuse de

I'environnement.

L'Algérie en tant que pays qui posséde de vastes superficies d'oliviers de diverses

variétés, pourrait, par conséquent, avoir une richesse importante en composes bioactifs. Les
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produits dérivés de leurs feuilles peuvent étre utilisés pour préparer de nombreux produits
pharmaceutiques et parapharmaceutiques, offrant ainsi des alternatives naturelles aux
antifongiques chimiques, souvent associés a des effets secondaires et a des colts élevés. Cela

contribue a renforcer la sécurité sanitaire et a ameliorer le niveau économique du pays.

D’aprés les résultats prometteurs obtenus dans cette étude, cela ne représente qu'une
courte étape dans le domaine de la recherche sur I'efficacité des plantes médicinales, en
particulier concernant l'olivier. Cela nous amene a proposer quelques perspectives pour

compléter ce que nous n'avons pas pu accomplir, en I’occurrence :

— Tester l'efficacité de ces extraits sur d'autres types de micro-organismes (champignons,
bactéries, parasites, ...).

— Elargir le champ de I'étude en faisant des tests pour d'autres types d'extraits et de variétés.

— ldentifier les types de composés bioactifs contenus dans les feuilles de I'olivier en utilisant
des techniques plus précises et a I'échelle moléculaire, afin de déterminer la relation entre
la structure et l'activité, ainsi que le mode d’action de ces molécules sur les
microorganismes.

— Déterminer les concentrations autorisées pour la consommation en une seule dose et
évaluer la toxicité de ces extraits étudiés sur l'organisme (étude in vivo sur un modele

biologique).
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ANNEXES

GELOSE MUELLER-HINTON

PRINCIPE

La gélose Mueller-Hinton est le milieu de référence pour les tests de sensibilité des germes aux
antibiotiques et sulfamides. Sa formulation est conforme aux recommandations du CLSI, du CA-SFM
ou de TEUCAST.

Elle peut également étre additionnée de sang pour réaliser I'antibiogramme des germes fragiles, tels
gue Haemophilus influenzae, Neisseria et Streptococcus pneumoniae.

FORMULE

Ingrédients en grammes par litre d'eau purifiée
Peptone 17,50
Extrait de viande 2,00
Amidon 1,50
Agar 17,00

Ce milieu peut étre ajusté et/ou supplémenté en fonction des criteres de performances imposés

CONDITIONS DE CONSERVATION avant ouverture
Flacons: 2 - 8°C

Base déshydratée : 2 - 30°C

La date d’expiration est indiquée sur 'emballage.

PREPARATION

Pour le milieu déshydraté :

1. Dissoudre 38 grammes dans 1 litre d’eau purifiée.

2. Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir 1 minute pour dissoudre complétement la
suspension.

3. Répartir en flacons.

4. Autoclaver 15 minutes & 121°C.

Pour le milieu en flacons :

1. Liquéfier le milieu a 100°C au bain-marie.

2. Bien mélanger, laisser refroidir & 45-47°C.

3. Répartirimmédiatement en boites de Petri et laisser solidifier sur une surface froide.

UTILISATION

Se conformer aux protocoles en vigueur.

Le protocole pour la standardisation de I'inoculum est décrit dans les différents protocoles émis par le
CLSI, le CA-SFM ou 'EUCAST pour la méthode en diffusion et de dilution en gélose.

Ensemencer les cultures pures ou diluées, par inondation ou écouvillonnage, selon le protocole choisi.
Appliquer les disques chargés d'antibiotiques a la surface du milieu.

Incuber selon les recommandations du protocole choisi, en général a 37°C pendant 18 a 24 heures.
Mesurer le diameétre des zones d'inhibition et interpréter les valeurs obtenues selon les valeurs limites
du protocole choisi.

CRITERES ATTENDUS
Aspect du milieu prét a I'emploi : gélose ambrée
Physico-chimie : pH 7,3+ 0,2 a 25°C

Activité microbiologique
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Les souches de référence et les valeurs limites acceptables pour ces souches sont indiquées dans les
différents protocoles.

Référence des souches Inr%%ltliusm d[?il:\rc:etfb?attil-)n Résultat attendu
Escherichia coli NA . 24-48 h Croissance
ATCC 25922 - WDCM 00013 e a 35-37°C
Staphylococcus aureus NA . 24-48 h Croissance
ATCC 25923 - WDCM 00034 o a 35-37°C

Exemple de tests de performances recommandés pour ce milieu

CONTROLE DE QUALITE
Les souches de référence et les valeurs limites acceptables pour ces souches sont indiquées dans les
différents protocoles.

BIBLIOGRAPHIE

1. Mueller J.H. and Hinton J. 1941. Protein-free medium for primary isolation of gonococcus and
meningococcus. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 48:330-333.

2. Ericsson and Sherris. 1971. Acta Pathol. Microbiol. Scand. Suppl. 217.

3. 0O.M.S. 1977. Comité d'Experts sur la standardisation biologique - Rapport technique, série 610
OMS Geneve.

4. Courvalin, P., Goldstein, F., Philippon, A., et Sirot, J. 1985. L’Antibiogramme. MPC. Bruxelles.

5. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2010. CLSI document M100-S19. Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing, 20th informational supplement, Wayne, Pa.

6. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2010. Approved standard M2-A10. Performance
standards for antimicrobial susceptibility tests, 10th ed. CLSI, Wayne, Pa.

7. European Committee on Antimicrobial susceptibility testing (EUCAST). 2009. Media preparation
for disc diffusion testing V1.0.

8. European Committee on Antimicrobial susceptibility testing (EUCAST). 2009. EUCAST disk
diffusion antimicrobial susceptibility testing method summary - V1.0.

9. European Committee on Antimicrobial susceptibility testing (EUCAST). 2010. EUCAST QC Tables
V1.1.

10. Société Frangaise de Microbiologie. 2011. Communiqué du Comité de I'Antibiogramme.

PRESENTATION

Code Description
31290 10 flacons de 100 ml
80290 500 g

Autre présentation : nous consulter
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PRODUCTIAON

GELOSE GLUCOSEE a I'EXTRAIT de POMME de TERRE

PRINCIPE
La gélose glucosée a I'extrait de pomme de terre est recommandée pour le dénombrement des levures
et moisissures dans denrées alimentaires ainsi que les produits cosmétiques et pharmaceutiques.

FORMULE

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.
Extrait de pomme de terre 4,00

Glucose 20,00

Agar 15,00

pH final & 25°C : 5,6 £ 0,2

CONSERVATION

Flacons : 15 et 25°C jusqu'a la date d’expiration indiquée sur 'emballage.

Boites : 2 et 8°C jusqu'a la date d’expiration indiquée sur 'emballage.

Milieu déshydraté : 2 et 30°C jusqu'a la date d’expiration indiquée sur 'emballage.

PREPARATION

1. Mettre en suspension 39 grammes dans 1 litre d’eau pure. Porter le milieu a ébullition sous
agitation constante pendant au moins 1minute.

2. Répartir en tubes ou flacons.

3. Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.

UTILISATION

Se conformer aux protocoles en vigueur. D’une fagon générale, le protocole suivant peut étre appliqué :

1. Bien homogénéiser et couler en boites de Pétri stériles.

2. Selon le protocole, transférer 0,1 ml du produit a tester ou de ses dilutions décimales a la surface de
la gélose et étaler avec un étaleur stérile ou transférer 0,1 ml du produit a tester ou de ses dilutions
décimales et ajouter dans les 15 minutes, dans chaque boite, 15 ml de gélose liquéfiée a 45°C,
mélanger soigneusement et laisser solidifier

3. Incuber 3 & 5 jours a 20-25°C. Ne pas retourner les boites pendant l'incubation pour éviter la
dissémination des spores.

4. Compter les colonies sur les boites comportant de 10 & 100 colonies.

CONTROLE DE QUALITE
Suspension a 10-102 CFU/ml , incubation 2 a 5 jours a 20-25°C.

Souche ATCC® | Croissance en 2 a 5 jours a 20-25°C
Aspergillus brasiliensis 16404 Bonne a excellente, sporulation noire a 5 jours
Saccharomyces cerevisiae 9763 Bonne a excellente
Candida albicans 10231 Bonne a excellente

BIBLIOGRAPHIE

1. Pharmacopée Européenne. 2011. 7¢me édition § 2.6.13. Controle de la contamination microbienne
dans les produits non obligatoirement stériles - Solution et milieux de culture recommandés. Conseil
de I'Europe.

2. The United States Pharmacopeia (USP 33) — NF 28. 2011 <62>. Microbiological examination of
non-sterile products: Test for specified microorganisms. Harmonised Method. United States
Pharmacopeial Convention Inc. Rockville, MD. USA
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3. I1SO 8784-1. Juillet 2005. Pate, papier et carton. Analyse microbienne. Partie 1:
Dénombrementtotal des bactéries, levures et moisissures basé sur la désintégration.

4. 1SO 11930. 2012. Cosmeétiques. Microbiologie. Evaluation de la protection antimicrobienne
d'unproduit cosmétique.

5. 1SO 18416. 2009. Cosmétiques. Microbiologie. Détection de Candida albicans.

PRESENTATION

Code Description

31330 10 flacons de 100 mi
10330 10 boites de 90 mm
80330 500 g

Autre présentation : nous consulter
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PRODUCTIQN

GELOSE NUTRITIVE a 2,8 % (1SO)

PRINCIPE

La Gélose Nutritive est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-organismes peu
exigeants. Elle est recommandée dans de nombreuses méthodes standardisées d’analyses des
aliments, des laitages, de I'eau et d’autres produits.

FORMULE

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.
Peptone 5,00

Extrait de viande de boeuf 3,00

Chlorure de sodium 5,00

Agar 15,00

pH final &4 25°C: 7,3+ 0,2

CONSERVATION

Le milieu en flacons et tubes se conserve entre 15 et 25°C jusqu'a la date d’expiration indiquée sur
'emballage. Le milieu en boites se conserve entre 2 et 8°C jusqu'a la date d’expiration indiquée sur
'emballage.

EQUIVALENCE
Ce milieu est conforme a la formulation de la Gélose Nutritive décrite dans les normes ISO 21528 1 et 2.

UTILISATION
Se conformer aux protocoles en vigueur.

CONTROLE DE QUALITE
Selon ISO 11133-1/2, inoculum : 10-102 CFU/mI (productivité), incubation : 30 ou 37°C pendant 24
heures

Souche de contrble Référence Croissance en 24 heures a 37°C
Escherichia coli ATCC® 25922 | Bonne
Salmonella typhimurium ATCC® 14028 |Bonne

Croissance en 24 heures a 30°C
Yersinia enterocolitica ATCC®9610 Bonne

BIBLIOGRAPHIE

1. ISO 21528-1. 2004. Microbiologie des aliments - Méthodes horizontales pour la recherche et le
dénombrement des Enterobacteriaceae - Partie 1 : recherche et dénombrement a l'aide de la
technigue NPP avec pré enrichissement.

2. 1SO 21528-2. 2004. Microbiologie des aliments - Méthodes horizontales pour la recherche et le
dénombrement des Enterobacteriaceae - Partie 2 : méthode par comptage des colonies.

3. ISO/TS 11133-2. 2009. Microbiologie des aliments. Guide pour la préparation et la production des
milieux de culture.

PRESENTATION

Code Description

31305 10 flacons de 100 ml
33305 10 flacons de 200 mi
21305 100 tubes pente
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10305 10 boites de 90 mm
12305 10 boites contact
80305 500 g

Autre présentation : nous consulter
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