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Résumé

Les solutions hydroalcooliques sont utilisées pour ’hygi¢ne des mains, afin de prévenir le
risque de transmission de microorganismes notamment les levures par contamination des
mains.

Dans ce contexte, nous avons réalisé deux types de solutions hydroalcooliques (SHA).
Une SHA formulée selon OMS (2010) et une autre SHA additionnée avec de I’huile
essentielle (HE) de I’origan (Origonum vulgare L.). Ensuite, nous avons évalué I’activité
antifongique in vitro de ces deux dernieres vis- & vis de Candida albicans 1P444, souche de
référence et C. parapsilosis, souche cliniquement isolée selon la technique d’'inhibition par

diffusion sur milieu solide.

Les résultats de notre étude ont révelé que la solution hydroalcoolique exerce une activité anti
fongique sur la souche de référence C. albicans et C. parapsilosis avec des zones d’inhibition
de diamétres respectivement de 10mm et 12mm. En revanche, SHA présente, une activité
trés importante lorsqu'elle est associee a l'huile essentielle de ’origan (Origanum Vulgare)

vis-a-vis de ces deux souches testées avec des diameétres d’inhibition 20 mm et 45 mm.

Notre formulation SHA+HE d’origan est a recommander pour I’hygiéne des mains,
puisqu’elle présente une extréme sensibilité des souches Candida albicans qui est une levure
de la flore transitoire cutanée et Candida parapsiloisis qui fait partie de la flore cutanée de la

peau des mains.

Mots clés : Solution hydroalcoolique, Huile essentielle, Activité antifongique, Candida

albicans, Candida parapsilosis, Origon (Origanum Vulgare L).



Abstract

Hydroalcoholic solutions are used for hand hygiene, in order to prevent the risk of

transmission of microorganisms, especially yeast, through hand contamination.

In this context, we made two types of hydroalcoholic solutions (SHA). One SHA formulated
according to WHO (2010) and another SHA added with essential oil (EO) of oregano
(Origonum vulgare L.). Then, we evaluated the in vitro antifungal activity of these two last
ones against Candida albicans 1P444, reference strain and C. parapsilosis, clinically isolated
strain according to the technique of diffusion inhibition on solid medium.

The results of our study revealed that the hydroalcoholic solution exerts an anti-fungal
activity on the reference strain C. albicans and C. parapsilosis with inhibition zones of 10
mm and 12 mm diameters respectively. On the other hand, SHA presents a very important
activity when associated with the essential oil of oregano (Origanum Vulgare) against these

two tested strains with inhibition diameters of 20 mm and 45 mm.

Our SHA+HE formulation of oregano is to be recommended for hand hygiene, since it is
extremely sensitive to Candida albicans, which is a yeast of the transient skin flora, and

Candida parapsiloisis, which is part of the skin flora of the hands.

Keywords: Hydroalcoholic solution, Essential oil, Antifungal activity, Candida albicans,

Candida parapsilosis, Origon (Origanum Vulgare L).
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Introduction générale

Introduction

Les mains sont parmi les principales sources de contagion lorsqu'elles touchent des surfaces
et des personnes contaminées. Elles doivent étre fréquemment désinfectées pour éviter la

prolifération des microorganismes (OMS, 2010).

L’hygiéne des mains est définie comme toute méthode retirant ou détruisant les
microorganismes présents a la surface des mains (Widmer, 2000). Cependant, afin de la
préserver, le nettoyage par lavage constant et correct a I'eau et au savon et/ou l'utilisation de
désinfectants a base d'alcool, notamment des solutions hydro-alcooliques, sont les méthodes

les plus recommandées (OMS, 2010).

En effet, I'utilisation des solutions hydro-alcooliques (SHA) pour la friction des mains a un
réle permettant de contrbler la transmission manu portée des microorganismes notamment
des levures (Girard, 2008).

Bien que, la pandémie actuelle du covid 19 a mis ’accent sur 1’hygiéne des mains pour éviter
la propagation du coronavirus SRAS cov-2, d'autres espéces microbiennes émergentes sont
de plus en plus répandue. A savoir, les levures du genre Candida, responsables d’un large
éventail de manifestations cliniques dont les infections candidosiques de pronostic redoutable

et le plus souvent nosocomiales (Eggimann et Pittet ,2014).

La levure Candida parapsilosis fait partie du microbiote naturel qui constitue la peau
(Nutrium, 2011). Cependant, elle expose au risque de contaminations manu portées
(Develoux et Bretagne, 2005). Pour cela, une bonne hygiéne des mains contribue a réduire
ou a limiter le risque de transmission de cette levure. C’est dans ce contexte que s’inscrit

notre étude qui a porté sur deux volets:

- Formulations de solution hydro-alcoolique seule et de solution hydroalcoolique additionnée
de l'huile essentielle de I’origan. Sachant, que cette substance naturelle a un effet

anticandidosique.

-Evaluation de I’activité antifongique de ces deux solutions préparées au laboratoire, vis-a-vis
de Candida albicans 1P444, souche de référence et Candida parapsilosis cliniquement

isolée.
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1 Hygiene des mains

Les mains sont a I’origine de la transmission de divers micro-organismes, tant ceux présents
sur la peau saine, que ceux récoltés lors des soins (Publication conseil supérieur de la
santé, 2008).

L’hygiéne des mains fait partie des mesures préventives considérées comme trés efficaces
avec un haut niveau de preuve dans la lutte contre les infections liées aux soins de santé
(Uckay et al, 2013). Elle est donc indiquée chaque fois qu'il y a un risque de transfert de

micro-organismes de la peau ou d'une surface inanimée vers une autre surface (H.A.S, 2012).

En effet, I’hygieéne des mains est la mesure essentielle pour réduire les infections. Un geste
simple, peut-étre, mais auquel 1’observance des professionnels soignants demeure

problématique dans le monde entier (WHO, 2009).

2 Le role des mains dans la transmission des germes

Une bonne hygiéne des mains vise a controler efficacement la prolifération de la flore cutanée
au niveau des mains et ce, notamment, en éliminant la flore transitoire et en réduisant la flore
commensale, elle veille a éliminer les salissures (Publication conseil supérieur de la sante,
2008).

Les micro-organismes germes a 1’origine des infections associées aux soins sont des virus,
des champignons notamment les levures du genre Candida, des parasites et, plus
fréquemment, des bactéries. Aussi bien les micro-organismes présents sur la peau ou sur les
mugueuses des patients (micro-organismes endogenes) que les micro-organismes transmis
d’un patient a un autre, par le personnel soignant ou par I’environnement du patient (micro-
organismes exogenes) sont a Iorigine des IAS (OMS, 2010). Dans la plupart des cas, les
mains du personnel soignant sont le véhicule de transmission des microorganismes au
patient, néanmoins, les patients eux-mémes peuvent également étre a I’origine de
contaminations (OMS, 2010).
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3 Techniques de lavage des mains et leurs indications

On distingue plusieurs types de lavage ou de désinfection des mains d’efficacité, de technique
et d’indications différentes (Tableau N°1). Le choix de la technique va dépendre du niveau

de salissure des mains, du niveau de risque infectieux du geste qui va étre ou qui a été réalisé

et des équipements disponibles sur le lieu des soins (Gilles et al., 2009).

Tableau 1: Les différentes techniques d’hygiéne des mains et leurs indications.

Procédure

Technique

Indications

Lavage simple :

Opération ayant pour but
d'éliminer les salissures et

de réduire la flore.

- mouiller les mains.

- prendre une dose de savon
liquide non désinfectant.

- savonner 15 secondes au
moins en insistant sur les
espaces interdigitaux, le
pourtour des ongles, les bords
externes des mains.

- rincer a ’eau du robinet.

- secher par tamponnement
avec un essuie-mains a usage
unique.

- utiliser le dernier essuie-
mains pour fermer le robinet.
- jeter I’essuie-mains dans la

poubelle.

— en début et fin de journée.
— entre deux activités non
invasives.

— systématiquement, entre
deux patients ne présentant
pas de risque infectieux
identifié.

— apres un geste de la vie
courante (apres s’étre
mouché, étre allé aux
toilettes).

— en présence de poudre sur
les mains, au retrait des
gants.

— chaque fois que les mains

sont visiblement souillées.

Lavage hygiénique:

Opération ayant pour but
d'éliminer ou de réduire la

flore transitoire.

Méme technique que pour le
lavage simple mais :
- prendre une dose de savon

liquide désinfectant.

— apreés tout contact avec un
objet ou du linge
potentiellement contaminé.
— aprés tout contact avec un
patient infecté ou porteur
d’une Bactéries.

— avant tout contact avec un
patient immunodéprimé.

— avant toute manipulation
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de dispositifs médicaux.

- Avant la chirurgie.

Traitement hygiénigue

par friction: Opération
ayant pour but d'éliminer

ou de réduire la flore
transitoire et la flore
résidente.

Sur des mains seches, propres
et non poudrées :

- déposer une dose d’un
produit hydro-alcoolique aux
creux des mains.

- frictionner 30 a 60 secondes
toute la surface des mains en 6
étapes selon la technique
standardisée, jusqu’a séchage
complet.

- Mémes indications que
pour le lavage simple et le

lavage hygiénique.

— éloignement ou absence

d’un point d’eau.

Les effets de différentes techniques de lavage des mains sont résumes dans le tableau n°2.

Tableau 2: Comparaison des différentes techniques d’hygi¢ne des mains (Abbara, 2020).

Lavage simple des mains Désinfection hygiénique des mains
Type d’hygiéne
des mains Savon
Savon simple Antiseptique Solution hydro-
alcoolique
Elimination de 90% 99,9% 99,99%
la flore
transitoire
S
Elimination de Aucune action 50% 99%
la flore résidente
Elimination des + + -
souillures

4 Les solutions hydro-alcooliques et hygiene des mains

L’intérét du lavage des mains dans la prévention de la transmission des agents infectieux est

connu depuis de nombreuses années, cependant son application reste trop souvent
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insuffisante, différentes raisons sont alors invoquées : intolérance aux savons, manque de
temps, absence de point d’cau ce constat incite & promouvoir de nouvelles techniques

d’hygiéne des mains, comme la technique de désinfection des mains avec un produit hydro-

alcoolique (CTIN, 2001).

Cette technique de friction des mains avec un produit a forte teneur en alcool (solution ou gel
hydro-alcoolique) permet une hygiéne des mains rapide, méme en I’absence de point d’eau a
proximité du lieu de soin comme au domicile du patient ou en situation d'urgence (Figure 1).
Sa recommandation a été proposée en 2001 par le Comité Technique des Infections
Nosocomiales (CTIN, 2001).

(4 ) .
,fff 1
% 1 ’ f j \

Remplir la paume d'une main avec le produit hydro-alcoolique, Paume contre paume par
recouvrir toutes les surfaces des mains et frictionner : mouvement de rotation,

Wt | M | e

le dos de la main gauche les espaces interdigitaux les dos des doigts en les tenant
avec un mouvement d'avant paume contre paume, doigts dans la paume des mains
n arriére exerce par la entrelaces, en exercant un 0pposées avec un mouvement
paume droite, et vice et versa, mouvement d'avant en arriére, d'aller-retour latéral,
3! _
(} ~ 4
| § \
le pouce de la main gauche la pulpe des doigts de la main Une fois séches,
par rotation dans la paume droite par rotation contre la les mains sont prétes
refermée de la main droite, paume de la main gauche, et pour le soin,
et vice et versa, vice et versa.

Figure 1: friction hydro-alcoolique (Pittet, 2009).
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4.1 produits hydro-alcooliques

Les produits hydro alcooliques permettent d’effectuer un traitement hygiénique des mains par
frictions appelé désinfection des mains, Ils se présentent sous plusieurs formes (Travkine,
2012) :

- les solutions hydro-alcooliques ou (SHA). Ce sont des solutions, non nettoyantes permettant

une antisepsie sans apport d’eau exogene et sans ringage ni séchage.

- les gels hydro-alcooliques (GHA) sont des préparations semi-solides ayant les mémes
propriétés que celles des SHA.

- les mousses.

- Les lingettes.

4.1.1 Les solutions hydro-alcooliques

Les solutions hydro-alcooliques sont des solutions a séchage rapide, congues spécifiqguement
pour la désinfection des mains. Elles contiennent de l'alcool, un émollient, et parfois un autre
antiseptique. Elles s'appliquent par friction sans ringage sur des mains seches et d’apparence
propres (c’est a dire sans souillure visible) , ce sont des préparations alcooliques contenant
habituellement 60% a 77% d’éthanol ou d’isopropanol et congues pour étre appliquées sur les

mains en vue d’y réduire le nombre de micro organismes viables (Maslo, 2002).

Les solutions hydro-alcooliques sont des désinfectants pour les mains et entrent dans la
catégorie de produits biocides de type 1, c'est-a-dire celle des produits biocides destinés a
I’hygiéne humaine tels que définis dans I'annexe V de la directive 98/8/CE concernant la mise

sur le marché des produits biocides (Afssaps, 2011).

4.1.2 Les gels hydro-alcooliques
Les gels hydro-alcooliques sont des préparations semi-solides ayant les mémes propriétés que

celles des SHA, permet de nettoyer et se désinfecter les mains sans eau ni savon. Sa
composition est principalement a base d’alcool (éthanol) a 70% qui joue un role antiseptique.
Contrairement au savon, il ne permet pas de se débarrasser d’une saleté lors de ’application
cutanée. Son action est essentiellement bactéricide. Une simple friction des mains de 30 se
ondes permet d’éliminer 99.99% de germes présents (WHO, 2009).
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4.1.3 Composition des solutions hydro-alcooliques (SHA)

1- Alcool

Le principe actif présent dans les SHA est, comme leur nom I’indique, un alcool. Pour
répondre aux critéres d’utilisation des SHA, cet alcool doit étre miscible dans 1’eau, avoir un
large spectre antibactérien et une certaine rapidité de séchage, c’est le premier antiseptique a
avoir éte utilisé en friction. Par ordre décroissant d'efficacité on classe les différents alcools :
n-propanol> isopropanol > éthanol, ’efficacit¢ dépend €galement de la concentration en
alcool de la solution, Les équivalences sont les suivantes : n-propanol 42% = isopropanol
60% = éthanol 77% (Rotter, 1984).

Les alcools sont actifs sur les bactéries (y compris les mycobactéries si le contact est
prolongeé), sur les virus enveloppeés (herpés, VIH, ..) et sur les champignons (Candida). Leur

action est plus limitée sur les virus nus. L’activité antifongique de 1’éthanol est importante

(Maslo, 2002).

L'avantage de I'alcool est la rapidité de son effet, sa forte activité contre les germes et sa force
d'évaporation rapide. L'inconvénient est qu'il desseche la peau, ce qui oblige a I'associer a des
émollients pour assurer une bonne tolérance. Son efficacité est réduite par dilution sur mains

humides, c'est pourquoi il ne doit étre utilisé que sur mains seches (Maslo, 2002).

2- L'antiseptique associé

L'antiseptique associé le plus fréqguemment est la chlorhexidine a 05 %.
L'association des 2 composes allie en effet la rapidité d'action de l'alcool et la persistance
d'activit¢ de la chlorhexidine. II existe des SHA associant a 1’alcool un ammonium

quaternaire, le triclosan ou le péroxyde d’hydrogéne (Maslo, 2002).

3-L’eau

L’eau est un constituant essentiel des PHA : elle a un role de potentialisation de I’action des
alcools. L’activité antimicrobienne des alcools est attribuée a leur capacité a denaturer les
protéines et elle sera d’autant plus efficace en présence d’eau. Ainsi, les préparations
contenant de 60 a 80 % d’alcool seront les plus efficaces comme dit précédemment et les
concentrations plus élevées le seront moins du fait de leur plus faible teneur en eau (WHO,
2010).
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4-Emollient

Un usage fréquent des solutions hydro-alcoolique pour I’hygiéne des mains peut causer une
sécheresse de la peau a ce niveau a moins qu’un émollient ou produit similaire soit ajouté a la
formulation de la solution de friction en vu de protéger la peau des mains. Il existe, sur la
base d’études scientifiques, la preuve d’une meilleure tolérance des solutions hydro-
alcooliques et des produits désinfectants lorsqu’ils contiennent des émollients ou autres
additifs cosmétiques. L'effet de dessechement de l'alcool peut étre ainsi réduit ou éliminé en
y ajoutant 1% a 3% de glycérol. La présence d’un émollient est indispensable pour garantir un
bon état cutané et favoriser ainsi I'observance de la méthode de friction hydro-alcoolique.
Les divers émollients utilisés sont la glycérine, 1’alcool myristique, la triéthanolamine,

I’hydroxyurée (Maslo, 2002) (WHO, 2010).

4.1.4 Formulations préconisées par ’OMS

L’OMS a réalis¢ un guide qui donne les clés pour la fabrication d’une solution
hydroalcoolique de base. Son efficacité est garantie par le respect de la norme EN 1500, et la
tolérance cutanée est bonne grace a la présence de glycerine. Les formules sont simples, car

elles doivent pouvoir étre reproduites dans le monde entier a moindre frais.: (WHO, 2010).

5 Les avantages et les inconvénients des gels hydro-alcooliques

5.1 Les avantages

» L’OMS recommande [I’utilisation de produits hydro-alcooliques sur les bases
suivantes (OMS, 2010) :

» lIs sont simples a utiliser et sont préts a I’emploi, ce qui favorise une bonne

observance en général.
> Rapidité de la procédure (20-30s).

» Utilisation appropriée dans des régions disposant de ressources limitées, dans des
zones sans lavabos ou autres installations nécessaires a la pratique de I’hygiéne des

mains disponibles (y compris I’acceés a de ’eau propre, a des essuie-mains, etc.).

> lls permettent un gain de temps pour le personnel, dans la période d'activité

journaliére.

» Avantage économique car leur utilisation ne nécessite ni eau, ni savon, ni papier.
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> Leur accessibilité est immédiate (chambre du patient, chariots de soins, poches).
> lls peuvent étre utilisés par tous.
> Leur efficacité est supérieure a celle du lavage des mains au savon.

> Meilleure tolérance cutanée.

5.2 Les inconvenients des gels hydro-alcooliques
Les produits hydro-alcooliques présentent également quelques inconvénients que 1’on ne peut

négliger (Goetz, 2004) :

> aucune activité contre les spores et les parasites

» Inflammabilité du produit, (Ce sont des produits inflammables qui nécessitent certaines
précautions d’utilisation et de stockage).

» Odeur.

» le risque d’ingestion accidentelle ou délibérée.

> ne doivent pas étre utilisé sur des mains sales ou mouillés ou lésées ou lors du port de
gants poudrés (inhibition de I’action antiseptique de 1’alcool).

» Obligation d’utiliser des gants non poudrés.

6 Les microorganismes présents sur les mains

6.1 Flore microbienne ou microbiote de la peau

En 1938, Price publie pour la premiere foisun bilan de ses études sur les microorganismes de
la peau des mains et décrit deux flores : la flore résidante et la flore de passage, appelée
également transitaire. Ce scientifique évalue a plusieurs millions le nombre de germes

présents sur la peau des mains (WHO, 2009).

La peau abrite de nombreux microorganismes commensaux, qui constituent le microbiote
cutané. Ce dernier est défini comme les groupes de micro-organismes qui peuvent vivre en
symbiose avec leur hote humain. I1 représente ’ensemble de bactéries, de champignons et de
virus (Mokni et Abdelhak, 2014). Les microorganismes commensaux du microbiote
partagent de nombreuses caractéristiques avec les pathogenes comme leur capacité a pénétrer
I’hote, a se multiplier et a se propager. Cependant, une différence-clé est que les commensaux

trouvent leur niche naturelle dans 1’organisme sans nuire & 1’hote. Contrairement, aux
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microorganismes pathogénes, qui envahissent I’hdte en en se multipliant dans les cellules de

I’hote et par conséquent, introduisent une inflammation (Di domizio et al, 2016).

Le microbiote se divise en deux parties: La flore cutanée résidente et la flore cutanée

transitaire.

> La flore résidante :

La flore résidente ou de séjour ou commensale est la flore normale non pathogéne, appelée
aussi microbiote permanent. Ce dernier est constitué des microorganismes qui vivent et se
multiplient sur la peau, adhérent aux couches profondes de la peau, sont difficiles a éliminer

(Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology , 2009).

Cette flore cutanée de la peau varie de maniere quantitative et qualitative d’une personne a
I’autre selon I’dge, le sexe, le siége, le systéme immunitaire et certains facteurs
physicochimiques tels que ’humidité, le pH et la température (Kong et Segre, 2012). Elle se
renouvelle régulierement et elle est rarement a l'origine d'infections ,elle joue un réle
important dans la résistance a la colonisation et la protection, parmi les especes de la flore
résidente,des bactéries (Staphylococcus epidermidis, Corynébactéries, Microcoques,

Brevibacterium...) et de champignons parapsilosis ( Abbara, 2020) (Stéphan, 2004)
> La flore transitoire :

La flore transitoire colonise les couches superficielles de la peau, composée de micro-
organismes ayant contaminés récemment la peau. Elles sont potentiellement pathogeénes et
provenant du tube digestif (exemple Candida albicans), de l'environnement, de matériel

contaminé ou encore du contact avec des individus colonisés ou infectés.

Elles sont généralement considérées comme transitoires mais sont préoccupantes en raison de
leur transmission facile par les mains, a moins qu'elles ne soient éliminées par friction
mécanique et lavage a l'eau et au savon ou détruites par l'application d'un désinfectant
antiseptique (WHO, 2009).

Ces micro-organismes transitent la surface de la peau car ils sont incapables de de survivre

plus de quelques heures au niveau de la peau saine (Abbara, 2020).

Page 10



Etude bibliographique

La flore transitoire se compose essentiellement de bactéries provenant de l'environnement
(Entérobactéries ; Pseudomonas spp; Klebsielles ; Streptocoques,) et de levure Candida
albicans, particulierement chez les sujets immunodéprimés ou diabétiques (Abbara, 2020).

7 Les levures Candida
Les levures du genre Candida sont des levures saprophytes que 1’on retrouve a I’état

commensal chez I’homme sur la peau et les muqueuses (Develoux et Bretagne, 2005).

Le genre Candida regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, a bourgeonnement
multilatéral, productrices ou non de pseudomycélium, voire un vrai mycélium (Sundararaj
et al, 2005).

7.1 Candida albicans

Candida albicans est une levure cosmopolite, commensale des muqueuses, dimorphique,
capable de coloniser son héte sous forme de levures, de chlamydospores, de pseudohyphes ou
d’hyphes véritables (mycélium) et d’opérer des changements phénotypiques. Sa virulence
élevée est liée a cette capacité de transformation (Gow et al, 2002). Les hyphes de cette

levure sont responsables de I’envahissement des tissus notamment cutanés de la peau et de la

production du biofilm (Brikci-Benhabib et al, 2016).

En milieu hospitalier, la levure Candida albicans représente la cause majeure des infections

nosocomiales opportunistes d’origine mycosique. Sa fréquence d’isolement est de 60-80%
des cas (Raoult, 1998).

Cette levure devient pathogéne lorsque le statut immunitaire ou physiologique de 1’individu
est altéré, ce qui definit C. albicans comme un pathogéne opportuniste (Bekkal Brikci-
Benhabib et al, 2020).

7.2 Candida parapsilosis
Candida parapsilosis est une levure de forme variable, ronde a ovale. Les colonies croissent
rapidement, sont blanches, crémeuses, lisses ou plissées. C’est est une levure commensale

isolée fréquemment de la peau (Paugam et al, 2010).

Cette espéce généeralement liée a I'nygiene des mains, peut également se développer dans les

solutions de nutrition parentérale (Bekkal Brikci-Benhabib et al, 2015).
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Matériel et méthodes

1 Evaluation de I'activité anti fongique de la SHA in vitro

1.1 Matériel biologique

Pour I’évaluation de I’activité antifongique, nous avons testé deux souches fongiques, qui ont
été collecté du laboratoire de recherche : Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie,

synthése et activité biologique, de I'université de Tlemcen.

Il s’agit de Candida albicans IP 444, souche de référence et Candida parapsilosis, levure
isolée cliniguement. Ces deux souches ont été maintenues par repiquages successifs sur
gélose Sabouraud et conservées a 4°C. Il est que, Candida albicans fait partie la flore
transitoire cutanée habituelle et Candida parapsilosis fait partie la flore commensale de la
peau.

1.2 Préparation d’une solution hydro-alcoolique

Les solutions hydro-alcooliques (SHA) sont composées, selon les recommandations de
I’OMS, en grande proportion d’un alcool, le plus souvent 1’éthanol pour son plus large
spectre, d’un émollient pour la tolérance cutanée, de 1’eau stérilisée et H.O2, un antiseptique

pour élargir le spectre d’activité du produit (OMS, 2010).

La solution hydro-alcoolique a été préparée selon le protocole établie par ’'OMS (2010), dont

les réactifs utilisés pour 100 ml de cette solution sont :

Volume Densite
Ethanol (C2HsO) a 96 % 83.3 ml 0,806
peroxyde d’hydrogene 3%( H20z) 4.17 ml 1,01
Glycérol (C3Hs0s) 1.45 ml 1,26
Eau distillée g.s.p 100 ml 1,00

Dans un bécher contenant 83.3 ml d’éthanol a 96%, 4.17 ml (H202) & 3% sont ajoutés en
utilisant une éprouvette graduée. Ensuite 1.45 ml de glycérol ont été mélangés précédemment
en utilisant une pipette graduée. Cette derniere a été rincée avec un peu d’eau, puis on verse

le contenu car le glycérol étant une substance visqueuse adhérant aux parois. Enfin, on ajuste
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avec la quantité suffisante (q.s.p) d'eau distillée pour compléter la fiole jaugée jusqu'au trait de

jauge jusqu’a 100 ml.

Une deuxiéme préparation a été effectuée suivant le méme protocole (OMS, 2010), en

ajoutant a cette derniére deux a trois goutes de I’huile essentielle de 1’origan.

Les deux préparations sont introduites dans deux flacons a vis (chacun de 100 ml), puis
placées en quarantaine pendant 72 heures. Ce delai qui permet la destruction des spores

bactériennes potentiellement présentes dans 1’alcool ou dans le flacon.

2 Evaluation de I’activité antifongique des solutions hydro-
alcooliques

L’activité antifongique a été évaluée pour deux solutions hydro-alcooliques. La premiére

SHA seule et la deuxi¢tme SHA additionnée de I’huile essentielle de 1’origan. Afin de

déterminer ’activité de ces deux derniéres vis-a-vis de nos souches (C. albicans IP 444 et

C. parapsilosis), nous avons utilisé la technique de diffusion sur gélose nutritive (méthode de

disques).

2.1 Technique de diffusion sur gélose
Le principe de la méthode des disques repose sur la diffusion de la solution hydroalcoolique
seule ou additionnée a HE de ’origan dans la gélose contenant le les souches a tester a partir

d’un disque.

Des boites de Pétri contenant du milieu Sabouraud dextrose agar additionné de 2% de glucose
sont ensemencées aseptiquement a partir d’une suspension de 108 cellules/ml qui provient

d’une culture jeune de levures.

Les disques stériles, imprégnés de 10 uL de la SHA seule et SHA + HE origan, a tester sont
placés sur gélose Sabouraud préalablement ensemencée par un inoculum de 10° UFC/ml. La
lecture se fait aprés incubation a 30°C pendant 24 a 48 heures par mesure des diameétres des

zones d’inhibition autour du disque.

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des puits. La lecture
des résultats s’effectue par mesure des diametres des zones d’inhibitions. Un produit est

considéré actif, si le diameétre de la zone d’inhibition est supérieur a § mm.
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Selon la littérature, une souche est dite résistante pour un produit (composé), si les
diamétres moins de 8 mm ; sensible (+) pour des diametres de 8 a 14 mm ; trés sensible (++)
pour des diamétres de 15 & 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de
20 mm (Hsouna et al, 2017).
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Résultats et discussion

L’hygi¢ne des mains est un geste préventif important pour éviter les infections croisées
souvent d’origine manu portée (Teyssou et al, 1997). Les solutions hydroalcooliques ont
pour but d’éliminer la flore transitoire cutanée. Elles ont un large spectre d’activité sur les
micro-organismes, une grande rapidité d’action et une excellente tolérance. Elles sont

utilisées pour ’antisepsie des mains et méme pour la désinfection des surfaces (Pittet, 2009).

En termes d’efficacité, I’activité antimicrobienne est importante a évaluer. Dans ce contexte,
nous avons entrepris cette ¢tude qui a porté sur I’évaluation de I’activité antifongique des
solutions hydroalcooliques formulées au sein du laboratoire de pédagogie d’Ain Temouchent,

vis-a-vis de Candida albicans IP 444 et Candida parapsilosis.

1 Evaluation de [Il'activité antifongique des solutions
hydroalooliques in vitro

Nous avons préparés deux solutions hydroalcooliques afin d’évaluer leur activité
antifongique.

Deux formulations de solutions hydroalcooliques (SHA) ont été testés sur Candida albicans
IP444 et C. parapsilosis. La premiere, une formulation de solution hydroaloolique seule
selon les recommandations de I’OMS et la deuxiéme, une formulation de solution
hydroaloolique additionnée par I’huile essentielle (HE) de 1’Origan.

En Algérie, communément appelé « zadter », l'origan est une plante essentiellement

médicinale qui jouit d’une grande ferveur populaire (Baba Aissa, 1990).

L’aspect macroscopique de C. parasilosis présente des colonies blanches, lisses, crémeuses

et brillantes (Figure 2).

Figure 2 : Candida parapsilosis isolée cliniquement, ensemencé a partir d’une collection de

souches.
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Des boites de Petri ensemencées par Candida albicans et Candida parapsilosis, contenant des
disques imprégnés d’eau distillée stérile, ont été utilisées comme témoins. Aprés 48h
d’incubation, aucune apparition de zones d'inhibition n’est observée (figure 3 et 4).

Les résultats relatifs aux tests antifongiques, nous montrent, qu’aprés 48 heures
d’incubation, une croissance des cellules fongiques sur les boites de Petri, avec une formation

des zones d'inhibition autour des disques imprégnés par SHA simple et SHA+ HE de I’origan.

R

Figure 4: effet des disques sec sur Candida Figure 3: effet des disques sec sur
albicans. Candida parapsilosis.

L’activité de SHA seule vis-a-vis de Candida albicans présente un zone d’inhibition sur boite
d’environ de 10 mm (figure 5). Ce qui indique une sensibilité (>8mm) de la souche a SHA.
Des études ont été effectuces sur I’efficacité du lavage des mains et du traitement hygiénique
par friction hydro-alcoolique au cours des soins, ont montré qu’une contamination était
absente lorsque les mains avaient été traitées par une solution hydro-alcoolique (Lucet et al,
2002).

L’activité antifongigue SHA + HE d'Origon vis-a-vis de cette souche, était deux fois plus

importante que celle de SHA, avec une zone d’inhibition de 22 mm.

Selon la littérature, une souche est dite résistante pour un produit (composé), si les
diametres moins de 8 mm ; sensible (+) pour des diameétres de 8 a 14 mm ; trés sensible (++)
pour des diamétres de 15 & 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de
20 mm (Hsouna et al, 2017).
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Figure 5: L’activité antifongique de SHA+ HE 1’origan vis-a-vis de Candida parapsilosis.

La zone d'inhibition de la solution hydroalcoolique contenant HE de I'Origon pour la souche
sauvage de Candida parapsilosis, est de 45 mm (figure 6). Nos résultats montrent que cette
derniére présente sensibilité pus importante plus large que la Candida albicans vis-a-vis le
mélange de la solution hydro alcoolique avec I'Origon (figure 6). Cependant, I’activité de
SHA seule vis-a-vis de C. parapsilosis était beaucoup moins importante. Elle était de 12 mm

(figure 7). Ce résultat se rapproche de celui obtenu pour C. albicns IPP444 (10 mm).

1——/'

=T

Figure 7: effet du mélange (SHA + Figure 6: effet de la SHA sur

Origon) sur Candida parapsilosis. Candida parapsilosis.
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Des travaux réalisés par Abdelouahid et Bekhechi (2004), montrent que L’HE de
I’origan (Origanum glandulosum) présente une d’activité importante sur la souche C.

albicans IPP 444, avec une zone d’inhibition de 55 mm.

Plusieurs auteurs ont décrit que I'HE d’origan a des propriétés anticandidosiques in vitro
allant de I’inhibition de la croissance des blastoconidies jusqu’a I’inhibition de la forme

hyphale ((Manohar et al, (2001) ; Salgueiro et al, (2003)).

Une étude réalisée par Baratta. et al. (1998), sur I'effet d'huiles essentielles de romarin, de
sauge, de Laurier, de coriandre et d'origan contre le champignon Asperlllus niger. Les
résultats montrent que I’HE de I'origon a manifesté l'activité antifongique la plus élevée. Cette
HE possede une forte inhibition sur la croissance du champignon méme a une faible

concentration.

Une autre étude récente realisée par Bencharif (2018), sur I’activité antifongique de I’'HE de
I’espéce O .vulgare vis —vis du champignon Mucor sp, et qui résultat montre que cette huile

provoque un forte d’inhibition de la croissance (diamétre d’inhibition 9 cm).

Selon Giordani et Kaloustian en 2006, I’action antifongique des huiles essentielles est due a
une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-

ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

De nos jours, les solutions hydroalcooliques sont trés utilisées pour prévenir le
risque de transmission des microorganismes (virus, bactérie ou champignons) par

contamination des mains.

Notre étude a porté sur la préparation de deux types de solutions hydroalcooliques (SHA).
Une SHA formulée selon OMS (2010) et une autre SHA additionnée avec de I’huile

essentielle de 1’origan (Origonum vulgare L).

Nous avons évalué 1’activité antifongique in vitro de ces deux derniéres vis- a vis de

Candida albicans IP 444, souche de référence et C. parapsilosis, souche cliniquement isolee.

Les resultats ont montré que la SHA exerce un effet antifongique important a I'égard des deux
levures testées (Candida albicans et Candida parapsilosis). Cependant, lorsque I’'HE de
I’origan est additionné a SHA, elle exerce un effet antifongique plus important comparé a

celui de la SHA seule.

Ces resultats ouvrent de nouvelles perspectives a réaliser soi-méme, a la maison, des
solutions hydroalcooliques parfumés a I’huile essentielle de notre choix. Sachant que,
I’eucalyptus , le thym, la verveine , le citron , la lavande, le romarin ...ont des activité

virucide , bactéricide et fongicide .
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