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Le titre : Evaluation de I'effet de quelques composés phénols sur la levure candida albicans
Résumé :

Les infections fongiques représentent actuellement un véritable probléme de santé publique.
Vu que la levure Candida albicans acquiere des résistances aux antifongiques disponibles, la
recherche de nouvelles molécules actives est donc une nécessité. Pour contribuer a I’effort de
recherche d’alternative thérapeutiques, nous nous sommes intéressés a 1’étude de ’activité
antifongique, in vitro, de deux composés polyphénol qui sont I’acide gallique et 1’acide
tannique envers la levure de Candida albicans

Mots clés :

Candida albicans, polyphénol, antifongiques, acide gallique, acide tannique.

The title: Evaluation of phenols compounds effect on the yeast candida albicans
Summary

Fungal infections currently represent a real public health problem. Given that the yeast
Candida albicans acquires resistance to available antifungals, the search for new active
molecules is therefore a necessity. To contribute to the search for therapeutic alternatives, we
were interested in the study of the antifungal activity, in vitro, of two polyphenol compounds

which are gallic acid and tannic acid against the yeast of Candida albicans.
Keywords:

Candida albicans, polyphenol, antifungals, gallic acid, tannic acid.
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Premiére partie Synthése bibliographique

Candida albicans est un pathogéne nosocomiale opportuniste qui ne cesse de
provoquer des problémes de santé grave dans les structures de soins (Marot et coll.,
1993).Cette levure est responsable d’infections qui par leurs gravités et leurs
fréquences constantes se situent au premier rang des infections fongiques malgré le
développement de nouveaux moyens thérapeutiques, en particulier chez des patients
immunodéprimés [(Anofel, 2007), (Bodey et coll., 2002), (Diekema, 2007), (Pfaller
et Diekema, 2007) (Samaranayake et coll., 2002)].

Candida albicans poss¢de des mécanismes d’adaptation complexes lui permettant de
survivre dans diverses conditions environnementales et de causer une grande variété
d’infection : superficielles (candidoses muco-cutanées) ou profondes (candidoses
systémiques, souvent mortelles). Les candidoses systémiques sont le plus souvent des
infections nosocomiales, et sont préoccupantes du fait de leur morbi-mortalité
importante. La levure colonise, par voie endogéne ou exogene, un ou plusieurs
organes internes voire I'ensemble de I'organisme avec comme sites de dissémination
les reins, le cceur, les poumons, le foie, les yeux, le systéme nerveux et la peau
(Chabasse et coll., 2006). La transition saprophyte-pathogéne s’opére a la suite d’une
baisse des défenses immunitaires de 1’hote (locales ou générales), permettant la

multiplication des levures [(Segal ,2005) ; (Sarazin, 2010)].

Candida albicans est une levure qui se trouve dans les cavités naturelles de I’homme
(buccale, intestinale ou vaginale) ou il vit de fagcon normale et exclusive chez 15 a
30% des sujets sains (Salerno et coll., 2011). Ainsi, on le rencontre couramment dans
le tube digestif ou il peut apparaitre dans les 24 heures suivant la naissance. C’est un

saprophyte exclusif des muqueuses (Bouchet et coll., 1989).

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, aérobie, diploide, dont
le matériel genétique se répartit en huit chromosomes. Cette levure peut mesurer de 3
a 15pum (Kabha et coll., 1995) (figrel).

v
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Figure 1: Morphologie de Candida albicans (Ali R. Hameed et coll., 2018)
1. Résistance de Candida albicans aux antifongiques :

Il existe quatre principales familles de molécules antifongiques : les polyenes, les
dérivés azolés, les échinocandines et les pyrimidines.
e Les polyéenes:

Ce sont des molécules qui ont la capacité de se fixer aux stérols membranaires des
champignons, ils sont principalement représentés par I'amphotéricine B et ses dérivés
lipidiques. La fixation de cette molécule macrocyclique a l'ergostérol modifie la
perméabilité de la membrane, cela conduit & une fuite extracellulaire des électrolytes
et a un effet fongicide (Anderson et coll., 2014) (figure2).

=

les complex médicament-
lipide, qui s’intercalent dans la
membrane cellulaire fongique
a partir d'un canal traversant la
membrane

S

P PolyeneErgosteth
" Action mécanique au niveau de I'ergostérol membranaire N Complex

Figure 2 : Action mécanique des polyénes sur 1’ergostérol provoquant la formation de
pores au niveau de la membrane cellulaire de la levure (Cowen, 2008)
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e Les dérivés azolés :
Parmi les azolés, on distingue ceux qui sont utilisés uniquement par voie locale
(bifonazole, éconazole, isoconazole), ceux uniquement par voie orale (itraconazole) et
ceux utilises des deux maniéeres (miconazole, fluconazole).lls bloquent la synthése de
I'ergostérol, le principal stérol de la membrane cellulaire fongique, en inhibant la
lanostérol1-4-alpha-déméthylase qui catalyse la diméthylation du lanostérol qui est

critique pour la biosynthese de 1’ergostérol (Sorgo et coll., 2011) (figure3).

Les azolés ciblent I'enzyme
biosynthétique de l'ergostérol,
lanostérol déméthylase
(également appelée
cytochrome p450), codée par
ERG11 chez C.albicans,
C.neoformans et par cyp51A
et cyp51B chez A.fumigatus.
. Accumulation de 14-a-méthyl-
3,6-dio, un stérol toxique
produit par I'a-5,6-désaturase

codée par ERG3.
Azoies
_.O_.O_.O_.O_.O © Ergosterol _‘O_.OJ-
o sstérol toxique|
2 2 Ergd
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Figure 3: Inhibition de la synthése de I’ergostérol par les dérivées azolés (Cowen,
2008)
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e Leséchinocandines :
Les échinocandines ont un effet inhibiteur dans la synthese de la paroi fongique en
inhibant la sous unité catalytique de la 1,3 B-D-glucane-suythaseimpliquées dans la
synthése dep D-glucane qui est un composant de la paroi du champignon. La

modification de cette paroi entraine a son tour des changements fatals a I’intérieur de

la cellule (Odds, 2003) (figure4).

Inhibiteurs non compétitifs
de la (1,3) -a-D-glucane
synthase, une enzyme
impliquée dans la synthése
de la paroi cellulaire
7 fongique.

B-{L3) o ghucan

wynthase

Echinocandines

Figure 4: Destruction de la paroi fongique par inhibition de I’enzyme [3-1,3-glucane
synthétase, causée par I’action des échinocandines (Cowen, 2008).
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e La5-fluorocytosine: (dérivé pyrimidique) :
Ce sont des molécules qui perturbent le métabolisme de I’ADN de la cellule du
pathogéne. Leur pénétration aboutit a 1’arrét de la syntheése des protéines en inhibant
la synthése des acides nucléiques (AND, ARN) par formation d’antimétabolites

toxiques, ce qui entraine fatalement la mort de la levure [(Sanglard et coll, 2002) ;

(Paluszynskiet coll., 2006)] (figure5).
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& r . - - - -
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h-Fluorouracil Ay 5 FUMP
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JUMP —— e TP
l'inhibiteur de la thymidylate synthase
inhibe la synthése de I'ADN

Figure 5: Forme toxique de la 5-fluorocytosine, responsable de 1’inhibition de la

synthése de I’ADN de la cellule fongique (Dannoui, 2007)
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Cette résistance peut résulter (figure 6) :

- d’un défaut de transport ou de pénétration de I’antifongique a ’intérieur de la
cellule fongique (El Kirat, 2010).

- d’un défaut de transformation de 1’antifongique en forme active toxique (El
Kirat, 2010).

- d’un changement de la cible cellulaire de I’antifongique (El Kirat, 2010).

- d’une absence de la cible et de son remplacement par le recrutement ou le
détournement d’un autre métabolite (El Kirat, 2010).

- d’une surproduction de la cible cellulaire de I’antifongique qui est due a
certaines mutations ponctuelles (Mallory, 2012).

- d’un efflux actif de I’antifongique. Les principales familles de transporteurs
qui sont impliquées dans ce type de résistance sont les transporteurs de type MF
(Major Facilatator), codé par le géne MDR1 chez C. albicans et les transporteurs de
type ABC (ATP-Binding Casette), codé par le géne CDR1 et CDR2 chez C. albicans.
(Coste et coll., 2007).

- d’un détoxification (El Kirat, 2010).

2- Défaut d "activation |_J
1- Défaut d "import 3- Surproduction

‘ ¢ ' de la cible

6- Efflux actif : 4- Modification ou
- disparition de la cible

7- Détoxification ? ‘ 5- Sauvetage

By-pass métabolique

Figure 6 : Mécanismes de résistances aux antifongiques (El Kirat, 2010).
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En raison de I’acquisition de cette résistance aux antifongiques par Candida albicans,
different travaux se sont orientés vers la recherche des effets antifongiques des
plantes. Citons les études de :

- Chebaibi et coll., (2016) dont les résultats ont montré que les huiles
essentielles de Mentha rotundifolia (menthe a feuilles rondes), Majorana hortensis
(marjolaine), Pelargonium graveolens (géranium rosat), Salvia officinalis (sauge),
Lavandula stoechas (lavande stéchade), Lavandula angustifolia (lavande vraie),
Myrtus communis (myrte), ont une action antifongique intéressante envers C.albicans.

- Yilmaz et coll., (2013) qui observent une sensibilité de C. albicans a I’huile
essentielle de Laurus Nobilis (laurier noble).

- Giordani et coll., (2008) sur |’Artemisia herba-alba Asso (I’armoise blanche)
qui semble également avoir une activité contre Candida albicans.

- Et celle de Yadegarinia et coll., (2006) qui met en évidence I’effet anti-

Candida albicans de I’huile essentielle de Mentha Piperita L. (Menthe Poivrée).

Or toutes ces plantes citées ci-dessus ont dans leur composition chimique des
molécules de nature polyphénols. En effet, la menthe poivrée est composée
essentiellement de flavonoides (lutéolme, menthosides), tocophérols, azulénes, I’acide
rosmarinique, des terpénes, des caroténoides, des tanins et des huiles essentielles
(Iserin P., 2001) (Charles, D., 2013). De méme, le laurier noble qui contient
du flavonoides polaires (dérivées glycosylées de quercétine, catéchine et de
kaempferol), et apolaires (quatres dérives acylés de kaempferol) (Fiorini et coll.,
1998) (Kivgak et coll., 2002) alcaloides d’isoquinoline, sesquiterpenes lactones
(Simié et coll., 2003) (Kivcak et coll., 2002), en plus Demo et coll., 1998, Gomez et
coll., 2004 ont montré la richesse des feuilles de la plante en vitamine E

L’armoise blanche riche essentiellement en flavonoides : flavonoides communs
(flavones glycosides et flavonols), flavonoides méthylés et flavonoides glycosides tels
que quercétine-3 glucoside et flavones C-glucosides (Saleh et coll., 1987) (Saleh et
coll., 2005)

Il semblerait que les molécules de nature polyphénols ont un pouvoir antifongique.
C’est pourquoi nous sommes intéressés dans cette étude a 1’évaluation de 1’effet de

quelques composés polyphénols sur la croissance de Candida albicans.

S
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2. Les polyphénols

Les phénols sont des produits de métabolites secondaires retrouvés dans le régne
végetal et qui sont regroupés en 8000 composes (Celhay, 2013). lls ont tous en
commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques, portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyle (Zouid, 2011), libres ou engagés dans une fonction ester, éther
ou hétéroside (Krief, 2003) qui peuvent étre méthyles, acylés ou glycosylés (Khater,
2011).

Les phénols naturels sont retrouvés dans plusieurs plantes et aliments notamment les
fruits, les légumes qui sont considérées comme étant une source importante de
I’alimentation riche en polyphénols, le thé, les céréales surtout les céréales
pigmentées tels que le riz noire, rouge et pourpre, les microalgues, les fleurs
comestibles et sauvages ainsi que les plantes médicinales. [(Alldritt et coll., 2019),
(Deng et coll., 2013) (Li et coll., 2013)]

Les composes phénoliques sont synthétises par deux voies de biosynthése :

- La voie de I’acide shikimique qui fournit un chemin alternatif aux molécules
aromatiques, en particulier les acides aminés aromatiques comme : la tyrosine, la
phénylalanine et le  tryptophane.  L’érythrose-4-phosphate  avec le
phosphoénolpyruvate, forment le shikimate (Dewick, 2009).

- La voie de I’acétate/ malonate. La p-oxydation et la glycolyse forment
I’acétylCoA en donnant le malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la
cyclisation des chalnes polycétoniques, obtenues par condensation répétée d’ unités

« Acétate » qui se fait par carboxylation de I’acétyCoA (Boubekri, 2014).

)
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Figure 7 : Représentation des voies de biosynthese des polyphénols (Akroum, 2011).

3. Classification des polyphénols

Les polyphénols sont classés en groupes selon le nombre des noyaux phénoliques et
les éléments structurels qui relient ces cycles. lls peuvent étre divisés en différentes
classes (tableaul) qui sont phénols simples (C6 : hydroguinone), acides phénoliques
(C6-C4 : acide p-hydroxybenzoique), coumarines (C3-C6: acide p-coumarique),
naphtoquinones (C6-C4 : juglone), stilbénoides (C6-C2-C6 : trans- resvératrol),
flavonoides (C6- C3-C6 : kaempférol), isoflavonoides (daidzéine), et les anthocyanes
(delphinidol). Les formes polymérisées sont les lignanes et les tanins condensés
(Garcia-Salas et coll., 2010).

Sont présent partout dans les racines, les tiges, bois, les feuilles, les fleurs et les fruits
des plantes vasculaires (Nkhili, 2009). La majorité de composés polyphénoliques se
trouve dans les fruits, les noix et les légumes alimentaires (Alldritt, I.et coll., 2019).
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Au niveau tissulaire de la plante, la localisation des polyphénols est liée a leur role, on

indique par exemple les flavonoides et les anthocyanes qui sont présent dans

I’épiderme.

Au niveau cellulaire, ils sont trouvés dans deux compartiments : les vacuoles et la

paroi.

Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides. (Boubekri,

2014)

Synthése bibliographique

Tableau 1: Les principales classes des composés phénoliques (Halmi, 2015)

Squelette carbonée classe Structures de bhase
C6 Phénol simple ['"‘* a
Acide hydroxybenzoique J‘i
r"‘ OH
C6-Cl oM
Acides OH
~
C6-C3 hydroxyciannimiques
comarines
g ’[i“\::/ ﬂ
C6-C2-C6 Stilbénes L
g T
Nl Py S—T
(C6-C3)2 Lignancs oy
o
h [ I - " (s =)
(C6-C3-C6) n Tanins condensés ] '.'fl ol

3.1. Acides phénoliques
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IIs sont retrouvés dans certaines plantes agricoles et médicinales. Ce sont des dérivés
de I’acide hydroxybenzoique tels que 1’acide gallique ou 1’acide cinnamique comme
I’acide caféique, 1’acide vanillique, ’acide férulique. Ces acides phénoliques sont
considérées comme des substances photochimiques avec des effets antioxydants, de
chélation, et anti-inflammatoires, leurs toxicité est faible et sont considérés

géneralement comme non toxiques. (Zouaoui, 2012)
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Figure 8 : Structures de quelques acides phénols (Gonzalez et coll., 1997)

3.2. Les tanins
Les tanins représentent un groupe hétérogéne a haut poids moléculaire (Wkhili,
2009). lls constituent un groupe complexe de polymeéres d’origine naturelle
(Bennick, 2002).
Les tanins sont habituellement subdivisés en deux groupes differents par leurs
structure et par leurs origine ; les tanins hydrolysables et les tanins condensés

(Ballasundramm et coll., 2006)
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Comme exemple de tanins, 1’acide tannique (Acidumtannicum) présent dans les noix
de galle, I'écorce et d'autres parties des plantes. Il possede un goQt astringent similaire

a l'acide gallique (Barcelo et coll., 2014).

O OH

HO OH
OH

Figure 9: Structure de I’acide tannique (Manach et coll., 2004).

3.3. Les flavonoides

Ils constituent le plus grand groupe des substances phénoliques des plantes.
(Ballasundram et coll., 2006). Les flavonoides sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux souvent responsables de la coloration des fleurs,
des fruits (Stevanovic et coll., 2009) et parfois des feuilles surtout en automne
(Tansova et Ribarova, 2009).

Ils ont en commun une structure chimique de base qui posséde un squelette carboné
constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés habituellement entre
eux par une chaine sous la forme d’un hétérocycle (C). Les substitutions des cycles
(A) et (B) peuvent inclurent la glycosylation, 1’oxygénation, I’alkylation et de

sulfatation (Ballasundram et coll., 2006).

Figure 10 : Squelette de base des flavonoides (Chebil, 2006)
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Les principales classes de flavonoides sont : flavanols, flavane-3;4 diols, flavones, et

flavonones. (Scalbert et Williamson, 2000)

3.4. Les stilbénes
Les stilbénes ne se présentent qu’en petites quantités dans 1’alimentation humaine.

(Manach et coll., 2004)

Figure 11 : Structure de base de stilbéne

3.5. Les lignanes
Les graines de lin sont une source alimentaire importante de lignanes, bien que ces
composés se retrouvent également en quantité moindre dans les Iégumineuses et dans

les légumes. (Zouaoui, 2012)
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Figure 12: Structure générale des lignanes (Suzuki et coll., 2007)
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3.6. Lignines polymeres
Les lignines a partir du latin « lignum » signifie le bois, ce sont des polymeres
composés naturels a partir de trois principaux précurseurs ; alcools p-coumarylique,

coniférilique et sinapylique. (Bunzel et coll., 2004).

4. Les propriétés antimicrobiennes des produits phénoliques
Il est connu que le pouvoir antioxydant est le principal réle physiologique attribué aux
polyphénols. (Navano et coll., 2008). Les composés phénoliques ont la capacité de
stopper ou d'inverser le processus de cancérogénese (Boubekri, 2014). lls réduisent la
coagulation du sang, inhibe I'agrégation plaquettaire, limitent I'oxydation des lipides
sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques d'athérome (Muanda, 2010). Les
produits polyphénoliques ont des effets préventifs contre les maladies
cardiovasculaires et le vieillissement [(Kwok et coll., 2015), (Tresserra-Rimbau et
coll., 2014)]. lls diminuent également les risques d'obésité et de diabete [(Greenberg,
2015), (Wang et coll., 2016)], et améliorent la capacité de cognition du cerveau
humain. (Liu et coll, 2017 ).
En plus des propriétés antioxydantes, antiallergiques, anti-inflammatoires, et
anticancéreuses des polyphénols, ils ont des propriétés antimicrobiennes [(Daglia,
2012), (Younes, 2015)].
Il a été rapporté que la supplémentation en polyphénols altére les microorganismes
intestinaux en favorisant la santé humaine (Cardona et coll., 2013).
Selon Halimi (2015), il est désormais possible de développer des conservateurs
alimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses a
base de certains composés phénoliques comme : les tanins, les flavanols et les
flavan3-ols.
Les flavonoides peuvent bloguer la synthése des acides nucléiques d'Escherichia-coli,
ces composes ont une activité bactéricide en perturbant les métabolismes énergétiques
(Jones et coll., 1994).
Il a été montré également que la pluparts des composés phénoliques ont une activité
antifongique trés puissante. Selon Orturno (2005) les polyméthoxy-flavones de
Citrus sinensis (I’oranger-orange douce-) ont une action fongicide sur Penicilluim

digitatum, de méme les flavonoides de Conyza aegyptica (la vergerette de Canada)

<
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ont une action fongistatique sur Candida, Microsporum canis, M.gypseum qui sont

des agents de mycoses humaines et animales (Batawita, 2002).

Tableau 2: Activités biologiques de quelques polyphénols dans 1’organisme

Polyphénols Activité Auteur
Acides
phénoliques Antiulcéreuses (Koné, 2009)
Lignanes Antibactériennes (Richard, 2012)
Antifongiques
Antiallergique

(Mazué, 2011)
(Nkhili, 2009)

Antioxydant, Anti inflammatoires
anticacéreuse, Anti-obésité,

Les flavonoides Antiallergique, Anti-ulcere

Anti-prolifération, Antimutagenes (Khan, 2010)

anti-atherosclerosis

(Koné, 2009)

coumarines Anticancérigenes, Analgésiques

Partant de toutes ces données, nous avons voulu évaluer I’activité de quelques
composés de structure polyphénol (I’acide gallique et 1’acide tannique) sur la

croissance de Candida albicans.
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Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche “Antibiotiques,
Antifongiques, Physico-chimie, Synthése et Activités Biologiques (LAPSAB),
Département de biologie, Faculté des sciences, la nature et sciences et la terre et
I'univers, Université Abou Bekr Belkaid (Tlemcen).
1. Matériel biologique
Pour notre étude, nous avons utilisé une souche de référence Candida albicans ATCC
10231 (American Type Culture Collection). Cette souche est maintenue par repiquage
successif sur gélose Sabouraud et conservee a 4°C.

2. Préparation de I’inoculum
Une colonie de levure d’une culture de 24h sur gélose Sabouraud est suspendue dans
1mL d’eau physiologique stérile (8,5%).La concentration cellulaire est ajustée a 3x10°
cellules/mL.
Cet inoculum est ensuite dilué au 1/100 puis au 1/20 dans le milieu RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute Medium) pour avoir une concentration finale égale
a 1,5 x10°® cellules/mL

3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI)

La concentration minimale inhibitrice représente la plus faible concentration en
antibiotique, antifongique ou composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance
d’un microorganisme (Denis et coll., 2011) aprés un temps d’incubation de 18 a 24
heures.

Nous avons recherché la concentration minimale inhibitrice des molécules a tester
selon le protocole du Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI M27 A3
(2008).

3.1. Préparation de la solution mere du composé polyphenol a tester
Nous avons utilisé deux composes polyphéenol : 1’acide gallique et 1’acide tannique.
Pour chaque composé nous avons préparé une solution mere a 32pg/mL dans de I’eau
physiologique.
A partir de chaque solution mére nous avons préparé une série de dilution dans allant
de 16pg/mL a 0,03pug/mL le milieu RPMI (figure 13)

<
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500uLL S00uLL S00uLL S00uL.  S00uL

Figure 13 : Schéma de préparation des dilutions du composé polyphénol a tester

3.2. Préparation de la microplaque :
Pour chaque composé polyphénol, 100pL de chaque dilution préparée sont placés
dans un puits de la microplaque (une dilution par puits) jusqu'a la fin de la ligne,
auxquels sont additionnés 100uL de la suspension levurienne de Candida albicans.
Le volume final de chaque puits est de 200pL.
En paralléle, un témoin négatif et un témoin positif sont préparés.
Le témoin négatif correspond a une incubation du milieu RPMI seul (le puits contient
100pL de milieu).
Le témoin positif consiste a incuber les levures en ’absence d’agent antifongique (le
puits contient 100uL de culture de levure).
Les microplaques sont scellées et placées dans une étuve a 37°C pendant 48 heures.

Les CMI sont déterminées a I’ceil nu.

Figure 14 : Plaque 96 puits pour la détermination des paramétres CMI et CMB.
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L’acide gallique se présente sous la forme cristallisée, d’un blanc jaunatre pour une
masse molaire de 170,12 g / mol, avec un point de fusion de 250°C et une solubilité
dans l'eau de 1,1% a 20 ° C (Verma et coll., 2013).

L’acide tannique est un dérivé de I’acide gallique. C’est un composé jaune a marron
claire fortement soluble dans 1’eau. C’est un acide faible avec un pka autour de 10, a

une masse molaire de 1701,19g/mol, avec un point de fusion de 210°C .
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Pour notre étude nous avons testé deux molécules de nature polyphénol : 1’acide gallique et

I’acide tannique.

Cependant en raison des conditions sanitaires particulieres liées a la pandémie du Covid-19,

nous n’avons pu réaliser qu'un seul essai pour chaque polyphénol testé.
Les premiers résultats sont présentés dans cette partie.

1. Détermination de la concentration minimale (CMI) inhibitrice de P’acide

tannique

Aprés préparation de la microplaque contenant de 1’acide tannique a des concentrations allant
de 0,03pg/ml a 16pg/ml, et une incubation a 37°C pendant 48 heures, nous avons déterminé
la CMI a I’ceil nu.

Nous remarquons une croissance dans le puits témoin positif contenant uniquement la
suspension levurienne, et aucune croissance dans le puits témoin négatif contenant

uniquement le milieu de culture RPMI. Ce résultat confirme que la microplaque n’a pas été

contaminée.

Nous remarquons également une croissance dans les autres puits de la microplaque contenant
les concentrations en acide tannique de 0,03pug/ml a 16ug/ml. Il semblerait que jusqu’a

16pg/ml I’acide tannique n’a aucun effet sur la croissance de Candida albicans.

S
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Figure 15 : Microplaque a 96 puits apres incubation de 48h a 37°C

2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’acide gallique

Aprés préparation de la microplague contenant de I’acide gallique a des concentrations allant
de 0,03ug/ml a 16ug/ml, et une incubation a 37°C pendant 48 heures, nous avons déterminé
la CMI a I’ceil nu.

Nous remarquons une croissance dans le puits témoin positif contenant uniquement la
suspension levurienne, et aucune croissance dans le puits témoin négatif contenant
uniquement le milieu de culture RPMI. Ce résultat confirme que la microplaque n’a pas été

contaminée.

Nous remarquons également une croissance dans les autres puits de la microplague contenant
les concentrations en acide galliqgue de 0,03ug/ml a 16ug/ml. Il semblerait que jusqu’a

16pg/mL I’acide gallique n’a aucun effet sur la croissance de Candida albicans.

5



Troisiéme partie Résultats et discussion

L’acide tannique est réputé dans I’inhibition des microorganismes aérobies, parce qu’il
possede une grande affinité pour les ions métalliques et que les microorganismes aérobie ont
besoin de ces ions pour accomplir les fonctions telles que la réduction des ribonucléotides
précurseurs dans la synthése de I’ADN. Les propriétés antimicrobiennes de I’acide
tannique sont liées a la liaison ester entre I’acide gallique et le glucose (résulte 1’acide
tannique), car I’acide gallique a lui seul ne pourrait pas inhiber la croissance microbienne
(Hisanori A. et coll., 2001).

Une ¢étude est faite pour évaluer ’activité antimicrobienne et antifongique de [’extrait
hydroéthanolique des écorces de Maytenus undata qui contient dans leur composition
I’acide tannique a montré que C.albicans est inhibé a 16ug/mL de I’extrait de la plante
(Kimenyi, P.et coll., 2009).

Une autre recherche réalisée par Belarbi, 2017 afin de d’étudier I’activité antifongique des
extraits de la plante d’Ammis visnaga et de molécules bioactives notamment 1’acide tannique
a montré que ce dernier a une activité intéressante sur C. albicans a 300mg/mL par la
méthode des puis. Par contre, par la méthode des disques, ’acide tannique présente une

faible activité envers C. albicans avec un diametre d’inhibition de 6mm a 200ug/mL.

L’acide gallique est un composé phénolique botanique naturel impliqué dans différents
processus (Barcelo et coll., 2014) ; (Perazzoli et coll., 2017)

L’acide gallique est considéré comme un inhibiteur par excellence des champignons, des
bactéries, et de certains virus (Silva et coll.,, 2017), de plus il a des propriétés
antimicrobiennes contre de nombreuses souches bactériennes par son action bactéricide
(Barcelo et coll., 2014).

Plusieurs travaux ont montré ’efficacit¢é de 1’acide gallique comme étant un agent
antimicrobien contre divers pathogéne chimiques et alimentaires (Agarwal et coll., 2006 ;
Borges et coll., 2013 ; Barcelo et coll., 2014)

Les travaux de Borges et coll., (2013) ont montré une activité antimicrobienne de 1’acide
gallique contre divers bactéries pathogene notamment Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes aux valeurs de CMI de
1500ug/mL, 500ug/mL, 1750ug/mL, et 2000ug/mL, provoquant des changements
irréversible dans les propriétés de la membrane, charge intra et extracellulaire, perméabilité et

propriétés physicochimiques.

-
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De méme, d’autres travaux de Vandel et coll., 2015, ont évalué I’action antimicrobienne de
nombreuses substances naturelles y compris ’acide gallique qui proviennent des plantes
(Chimaphila umbellata, Betula payrifera, Rhus typhina et Fraxinus pennsylvanica) contre
des bactéries pathogenes en utilisant la technique de dosage sur microplaque. Les résultats
montrent que 1’acide gallique a une activité antimicrobienne contre E. coli, P. aeruginosa et

S. aureus.

En outre, ces auteurs ont remarqué que 1’acide gallique de I’extrait de la plante Rhus
typhina particuliérement n’était pas efficace contre les souches bactériennes testées a une
concentration initiale de 1000ug/mL. Par contre, lorsque la concentration a été augmenté a

10000ug/mL, I’acide gallique a montré une action antimicrobienne.

Une recherche réalisé par Benyahia (2017) sur 1’évaluation antimicrobienne de 1’acide

tannique et gallique par deux méthodes par la détermination des CMI a montré que :

- les souches de Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis sont les plus sensibles a
I’acide tannique avec des zones d’inhibition qui varient entre 16 et 18mm, de méme a
I’acide gallique avec un diametre d’inhibition de 15 a 24mm.

- Pour les souches de E. coli, P. aeruginosa et Klebsiella pneumoniae, elles ont
montré une résistance avec des zones d’inhibition qui varient entre 5 et 12mm pour 1’acide
gallique et de 10 et 12mm pour I’acide tannique.

- Les bacilles thermophiles et mésophiles ont également montré une sensibilité vis-a-
vis de I’acide tannique et ’acide gallique avec des diamétres d’inhibition de 15 et 20mm.

D’aprés la détermination des CMI, les résultats ont montré que I’acide tannique est
plus actif sur les souches a Gram négatif avec une CMI <10mg/mL (la méme pour toutes les
souches).

- Concernant I’acide gallique, il présente des résultats intéressants qui different en

fonction des souches testées.
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C’est dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules actives envers la levure Candida
albicans, que notre étude s’inscrit. Nous avons voulu évaluer 1’activité antifongique de I’acide
gallique et de I’acide tannique vis-a-vis de la levure Candida albicans. 1l s’agit de deux
composés polyphénols qui pourraient étre intéressants a utiliser vu leur disponibilité de par

leur présence dans la composition des extraits de plantes.

Malheureusement en raison des conditions sanitaires particulieres que nous vivons cette
année, nous avons a peine fait un test préliminaire pour chaque composé polyphénol et nous
n’avons pas pu poursuivre notre travail expérimental vu que ’université a fermé ces portes

des le début du travail pratique.

Les premiers tests ont montré que jusqu’a 16pug/ml, 1’acide tannique et 1’acide gallique n’ont

aucun effet sur la croissance de Candida albicans.

C’est pourquoi il serait souhaitable de refaire d’une part les tests réalisés afin de confirmer les
résultats observés. D’autre part, d’augmenter les concentrations utilisées jusqu’a atteindre la

concentration minimale inhibitrice de chacun de ces composés envers la levure.
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