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LES TEINTURES CAPILLAIRES COMMERCIALISEES EN TUNISIE :
RESULTATS D’'UNE ENQUETE NATIONALE

Dr Wiem Ben Ayed, Dr Chema Drira, Pr Inés Fradi, Mr Zied Snoussi, Dr Olfa Drissi, Mr. Hassene Hammouda,
Mme Najla Akrmi, Mme Asma Guettiti, Mr. Issam Khalfet, Mr. Manef Slama, Dr Zohra Jemmali,

Mme Sonia Khayat

INTRODUCTION

Lesproduitscosmeétiques (PC) sontconsidéres
de nos jours, comme des produits de santé a
part entiere et connaissent un essor sur tous
les plans et a tous les niveaux. La multiplicité
de ces produits et les substances peuvent
entrainer certains effets indésirables et
parfois méme des incidents graves. Afin
de proftéger la santé du consommateur
et de minimiser les risques associés a leur
ufilisation, les produits cosmeétiques sont
régis par des ftextes réglementaires a
I'échelle internationale et qui diferent a
un pays a un l'autre. En Tunisie a I'heure
actuelle, il n'existe aucun texte spécifique
qui réglemente les produits cosmétiques.
La fabrication des produits cosmétiques en
Tunisie n'est soumise O aucune autorisation
ou déclaration préalable. Il en est de méme
pour la mise sur le marché de ces produits
qui sont librement commercialisés. De ce
fait, le fabricant est le seul responsable et
le seul garant de la qualité de ses produits
(selon la loi Nn117-92° du 7 décembre 1992
relative a la protection du consommateur)
Les fteintures capillaires (TC) sont des
substances végétales ou synthétiques
permettant de modifier la couleur naturelle
des cheveux. Il existe frois types de
colorations : les végétales, celles a base
de sels métalliques et les organiques[l1].
La PARAPHENYLENE-DIAMINE  (PPD) est
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employée presque systématiqguement dans
toutes les teintures capillaires sombres (noir,
chatin,...). L'intensité de la couleur foncée
dépend de sa concentration en PPD. Les
couleurs prétendues « normales » ou « sans
ammoniaque » peuvent aussi contenir du
PPD. Les teintures capillaires d base de PPD
exposent d un risque de sensibilisation & la
molécule. Cette sensibilisation peut entrainer
lors d'un nouveau contact avec la PPD des
réactions allergiques séveres et rapides
requérant parfois une hospitalisation.
Depuis 2005, la présence de la PPD dans
les PC a été interdite en Europe en raison
de son grand pouvoir allergisant. Toutefois,
elle figure au niveau de la liste positive, des
substances qui ne peuvent étre utilisées en
dehors des restrictions et conditions fixées
par cette liste, qui autorise son utilisation
uniguement dans les TC pour une teneur
maximale de 6%.

Entre 2015 et 2017, plusieurs événements
indésirables & I'échelle  nationale et
internationale, d0s & la PPD contenues dans
les TC, le Henné et le tatouage éphémere,
ont été rapportés et traités a I'ANCSEP dans
le cadre des activités de cosmétovigilance
et de gestion des alertes. Les événements
indésirables rapportés étaient le plus souvent
de type allergies et eczéma de contact. Les
évenements plus graves, de type urticaire
ou anaphylaxie, étaient plus rares et peu
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documentés. L'analyse de ces produits a
montré des teneurs tres élevées en PPD
par rapport aux restrictions prévues par la
réglementation Européenne (réglement
1223/2009).

Dansle cadre de ses activités de I'évaluation
du risque, I'ANCSEP a pris l'inifiative de
mener une enquéte nationale d’évaluation
de la sécurité des TC commercialisées en
Tunisie, afin de s'assurer de la conformité de
ces produits, dans un but de préserver la
santé des utilisateurs et des professionnels.

Le but essentiel de cette enquéte consiste
a apporter les éléments de réflexion
indispensables pour la mise en place d'une
véritable stratégie visant a I'amélioration
de la qualité et la sécurité des produits
cosmétiques commercialisés en Tunisie qu'ils
soient fabriqués localement ou importés
ainsi que la protection et sensibilisation des
utilisateurs.

L' Objectif de cette enquéte est I'évaluation
de la conformité des TC contenant la PPD
de point de vu analytique et étiquetage
ainsi qu'a la mise en place de programmes
et de procédures de controle de la sécurité
des PC en général et des TC en particulier.

MATERIEL ET METHODES

e Type de I'étude

I s'agit d'une enquéte descriptive
transversale qui a été entreprise par
le service de coniréle des produits
cosmétiques et d’hygiene corporelle au sein
de la sous-direction du conftréle sanitaire des
produits de santé a I'’Agence Nationale de
Contréle Sanitaire et Environnemental des
Produits(ANCSEP). Elle consiste a analyser
I'étiquetage, la composition, le dosage....
des échantillons de teintures capillaires afin
d'évaluer leur innocuité.

» Recueil des échantillons
L'échantillonnage a concerné des teintures
capillaires commercialisées sur le marché
tunisien fabriquées localement et importées,
ainsi que les marques commercialisées dans
le circuit parallele durant la période allant
de Janvier 2018 a Mai 2018.

Le nombre des
dans chagque margue de couleur foncée,
qui comporte systématiqguement dans
leur composition du PPD, est limité a deux
nuances (Noire, Chatain).

Pour tout prélevement, une fiche de recueill
a été remplie et qui comporte : la date et
le lieu du prélevement, les produits prélevés,
leur numéro de lot, les dates de péremption,
nom du fabricant de chaque produit. Les
unités constituant un échantilon doivent
avoir le méme numéro de lot pour constituer
un échantillon homogene.

nuances sélectionnées

* Recherche et analyse du PPD

L'analyse et |la recherche du PPD dans les
TC ont été réalisé a « I'Institut National de
Recherche et d'Analyse Physico-chimique
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» I'INRAP. La chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS) avec ionisation en impact électronique
a été utilisée pour le dosage de la PPD dans
les colorations capillaires.

Cette méthode comprend une exitraction
liguide-liquide de la PPD de la matrice
par |'acetonitrile, suivie par le dosage
par GC-MS sur colonne (-5% Phenyl) -
methylpolysiloxane et détection en mode
SIM (selected ion monitoring). Le systeme est
piloté par un ordinateur équipé du logiciel
Chemstation ® permettant I'acquisition, le
traitement et I'enregistrement des données.
Les résultats sont exprimés en % de PPD par
rapport a la prise d'essai (1g). Le reglement
européen (CE) n° 2009/1223, relatif aux
produits cosmétiques, a fixé la concentration
maximale de la PPD ainsi que ses dérivés a
N-substitution et ses sels dans les préparations
prétes a I'emploi a 6%[2].

uuuuuuuuu

* Analyse de I'étiquetage

L'analyse de I'étiquetage est faite selon
la réglementation  tunisienne  (Norme
NT2006/18.08) et la  réglementation
Européenne  (reglement  2009/1223)[2].
Le ftraitement des données et |'analyse
statistique ont été réalisés par Microsoft
Excel 2010.

RESULTATS ET DISCUSSION

Dans cette étude la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse a été utilisée pour le dosage de
la PDD. En raison de sa grande sensibilité
et sa sélectivité, la méthode a démontré :
une bonne linéarité, une bonne exactitude,
limite de quantification basse,
une répétabilité et une reproductibilité
conformes aux critéres de la norme.

une

Tableau I: Les résultats des échantillons du marché réglementé

Caractéristiques Valeur

Concentration autorisée dans le produit (selon Réglement Européen 1223/2009) 6%

Limite de détection 0.01%
Limite de quantification 0.20%
Coefficient de variation de répétabilité (CVr) (2.5mg/g ou 0.25%) 4.02%
Coefficient de variation de reproductibilité (CVR) (2.5mg/g ou 0.25%) 4.16%
Limite de répétabilité r 0.30%
Limite de reproductibilité R 0.31%

* Ll'analyse du dosage du PPD

Les produits analysés sont des produits
importés : 45 échantillons dont 32 importés et
13 du marché parallele. Les produits locaux
n'ont pas été retrouvés sur le marché.
L'étude a comporté I'évaluation de la
qualité des produits commercialisés sur le
marché parallele et ceux commercialisés
sur le marché organisé. L'échantillonnage
s'est fait sur 3 points de vente du marché
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réglementé (grande surface, parfumerie
du Grand-Tunis) et sur le marché parallele.
Le dosage du PPD a été réalise sur 35
différentes marques de teintures capillaires
dont 10 ont été testées avec leurs 2 nuances
les plus foncées et 25 ont été testées avec
seulement leur nuance la plus foncée.
Le total des échantillons dosés est de 45
(Tableau 1 et 2).
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Tableau IlI: Les résultats des échantillons du marché paralléle

Teinture Echantillons Dosage du PPD
1 Noir 0,26
2 Chétain foncé 0.01
3 Noir riche 0.01
4 Cuir chatin 0,01
5 Prune exquise 0,01
[ Ebony black 1,46
7 Darkbrown 0,98
8 Marron foncée 0,01
9 Noir profond 0,01
10 Chatin foncée 0,82
" Noir 0.83
12 Brun 0,97
13 Noir 0.32
14 Brun 0,32
15 Noir 0,01
16 Chatin foncé 0,01
17 Noir 1.65
18 Chatin foncé 0,96
19 Noir 1,8
20 Chatin foncé 0,68
21 Noir 1,23
22 Chatin foncé 0,53
23 Noir 4,37
26 Noir 1.96
27 Noir 4-1 4,1
28 Noir 1.5 +1 2,2
29 Noir 1 2
30 Noir 0-1 0.01
31 Noir 0-1 3.2
32 Bleu noir 10-1 0,01
33 Noir0-1 0,01
34 Noir soff 11 2,1
24 Marron 2,87
25 Noir naturel 14,64
35 Noir 14
36 Noir 10
37 Noir 5
38 Noir 3
39 Noir 15
40 Noir 21
41 Noir 11.5
42 Noir 5
43 Noir 12
44 Noir 11
45 Noir 10.5
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Les concentrations du PPD variaient de 0.01% G 14.64 % avec une moyenne de 3.74 % et
un taux de conformité de 80% (45/36) tels que présenté dans la figure 1.

30%
70 %

Figure 1 : Le taux de conformité
parallele

En effet, 9 échantillons parmi les 45 testés
contenaient un taux en PPD supérieur a la
limite autorisée (6 %) avec une moyenne de
I'ordre de 13.3 %. Le taux de non-conformité
des produits provenant du circuit parallele
est de l'ordre de 80% (10/13) tels que
présentés dansla figure 2.Toutes les marques
du marché réglementé étaient conformes
avec une concentrafion en PPD <6%.
LaPARAPHENYLENE-DIAMINE (PPD)oulepara-
amino-benzene est une amine aromatique
dérivée de I'aniline[3], elle est fabriqués
a partir de goudron de houille. La PPD est
employée presque systématiqguement dans
toutes les teintures capillaires sombres (noir,
chatain,...). La recherche indique que la
PPD en combinaison avec le peroxyde
d’hydrogene est trés toxique et peut causer
le cancer.

L'allergie a la PPD est courante chez les
patients européens atteints d'eczéma, et
les études précédentes ont montré que les
teintures capillaires constituent la principale
cause d'allergie a la PPD[4].Dans une
étude récente portant sur 2939 patients
consécutifs recrutés dans 12 centres de soins
dermatologiques qui ont été testés pour
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Figure 2 : Le taux de conformité

des échantillons du circuit

des réactions de contact aux composants
colorants, 4,5% ont été testés positifs pour la
PPD et 0,1% pour le résorcinol[4]. D'autres
études rétrospectives ont montré que la
fréquence de I'allergie a la PPD est élevée,
elle est de l'ordre de 4.6% chez 21515
patients testés entre 2003 et 2007 dans 10
centres européens [5], de 4% chez 83 030
patients allemands testés par patch [6] et
de 7,1% des patients anglais PPD [7].

Les principaux agents de la dermatite
de contact dllergique déclenchée par
la coloration capillaire sont les molécules
para, en particulier le PPD et ses dérivés
o-nitro-p-phénylenediamine et para-
toluenediamine, qui sont des composés
hautement  sensibilisants[8, 9].En  cas
d'exposition normale & la teinture des
cheveux, 1 % deladose de PPD pénétre dans
la peau, et 80 % de celle-ci se transforme
en monoacétyl-PPD et diacétyl-PPD par
I'action de la N-acétyliransférase. D'autres
composés dérivés se lient  des acides
aminés spécifiques et forment les complexes
responsables de la sensibilisation[10].
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* Analyse de I'étiquetage

L'évaluation de la conformité de
I'étiquetage s'est basée sur I'analyse des
différentes mentions obligatoires. Selon la
Norme NT 18.08 et le reglement Européen
2009/1223, les mentions obligatoires sont
. la marque, le nom, la fonction, le mode
d’utilisation, la précaution d’'emploi (PE), la
durée aprés ouverture (DAO) ; le contenu
nominatif (CN) ; le pays d’origine (PO) ;la
date de péremption (DP). La non-conformité
consiste al'absence au moins d'une mention
au niveau de |'étiquette selon cette norme.

Cette analyse a démontré que les
non conformités détectées au niveau
de [I'étiguetage ont touché la totalité

des échantillons et ont été résumés ci-

dessous (Tableau lll). En effet, plusieurs non
conformités ne touchent pas la qualité du
produit (langue, contenu nominatif, ...).
Tous les échantillons présentent des non-
conformités rédhibitoires c'est-a-dire qui
touchent dla qualité intrinseque des produits
Numéro de lot, Date de péremption
ou (DAQ), Précaution d'emploi, Adresse
du fabricant ou de l'importateur, Liste
des ingrédients (principalement liste des
allergenes).
Les résultats montrent que les 9 échantillons
non-conformes de point de vue analytique
présentent des non-conformités au niveau
de leur étiquetage et donc présentent
encore plus de risque sur la sécurité des
consommateurs.

Tableau lIl: la conformité de I'étiquetage

MENTIONS ETIQUETAGE (NT 18.08) [ NOMBRE DE NC | FREQUENCE (%)
Fonction 2 4.44
Mode d'utilisation 11 24.44
Précautions d’emploi 14 31.11
Contenu nominatif 11 24.44
N° de Lot 22 48.89
DAO 22 48.89
Liste des Ingrédients 14 31.11
Langue Arabe 20 44.44
Pays d’origine 13 28.89
Adresse Importateur 32 71.11
Date de péremption 32 71.11

N°169 Décembre 2023




* Recommandations

- Instaurer un cadre juridique spécifique

aux produits cosmétiques et d’hygiene

corporelle.

- Inciter les fabricants et les importateurs  :
o Garantir la qualité et la sécurité de leurs
produits
o Respecter les regles et normes de
I'étiquetage qui doit répondre aux regles
et normes strictes afin d’informer et
protéger le consommateur.

- Renforcer le systéme de cosmétovigilance

par :

o Sensibilisation des professionnels de la
santé et le citoyen sur I'importance du
signalement des évenements indésirables
relatifs aux produits cosmétiques.

- Renforcer le contréle du marché des

produits  cosmétiques.

- Former et informer les professionnels de

santé concernant les PC.

- Former les professionnels du domaine des

PC (coiffeurs, esthéticienne..) au bon choix

et utilisation des PC et les informer sur les

risques qui peuvent étre liés a ces produits,
ainsi que les moyens de les éviter.

- Diffuser les informations pertinentes

concernant les PC via les médias ou tout

autre moyen de communication pouvant
atteindre un large public.

- Sensibilisation du consommateur & bien

choisir son Produit cosmétique (Etiquetage,

achat marché Organisé, conseils du

Pharmacien et du Médecin).

- Impliquer les professionnels de santé dans

la sensibilisation du grand public.

- Organiser des journées de sensibilisation

pour les consommateurs afin de vulgariser

les informations concernant les risques
inhérents aux PC.
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- Rédliser une étude approfondie sur la
présence de la PPD sous d’autres formes non
détectables par la méthode utilisée dans la
présente enquéte pour évaluer I'exposition
réelle.

CONCLUSION

L'objectif ultime de cette enquéte était
de déterminer les quantités de PPD dans
les produits de teintures capillaires sur le
marché Tunisien et d'évaluer le degré de
conformité par rapport aux exigences
réglementaires d'étiquetage des
ditsproduits. Malgré I'existence d'un cadre
réglementaire international, la majorité
des produits commercialisé sur le marché
réglementé sont non conformes du point de
vue étiquetage, par ailleurs ses produits sont
conformes de point de vue concentration.
Ceci indigue que le contréle technique a
I'importation a un réle trés important pour
garantir la qualité des produits et la sécurité
du consommateur.Cette enquéte pourra
servir comme une sensibilisation pour le
consommateur sur I'achat de ces produits
cosmétiques du marché réglementé.
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DIAGNOSTIC, FACTEURS PRONOSTIQUES ET PRISE EN CHARGE
THERAPEUTIQUE DES INFECTIONS FONGIQUES INVASIVES :
RESULTATS D’'UNE ETUDE TRANSVERSALE DANS UN HOPITAL TUNISIEN

Samaali Eya, Ghedira Donia, Sayadi Mouna, Stambouli Tabka Raoudha

RESUME

Introduction :

L'infectionfongiqueinvasive (IFl) est associée
d une morbidité, une mortalité et des coUts
de santé élevés.

Patients et méthodes :

Notre étude fransversale porte sur des
patients ayant développé une IFl et traités
par antifongiques systémiques, sur une
période de 14 mois dans un hépital tunisien.
Les données clinico-biologiques, les facteurs
derisque etla prise en charge thérapeutique
ont été collectés et analysés.

Résultats et discussion :

Nous rapportons 51 cas avec IFl, dgés entre
15 et 85 ans. 56,9% ont été hospitalisés
en réanimation et prés de 80% souffrent
déja d'autres pathologies. Sur la base des
criteres EORTC/MSGERC et des données
cliniues, radiologiques et biologiques,
les IFl ont été classées comme suit : 49,3%
de cas «d’'infection avéeréen, 10,1% de cas
«d'infection probabley et 17,4% de cas
«d'infectionpossiblen. Deuxfacteursderisque
sesontrévéléscorrélésdunmauvaispronostic
: I'intubation ou la ventilation invasive et la
corficothérapie au long cours. C.glabrata
était I'espece isolée la plus fréquente.
Aucune résistance au fluconazole n'a été
observée. Les antifongiques systémiques
prescrits pour la prise en charge de I'lFl
étaient : la caspofongine, I'anidulafungine,
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le voriconazole, I'amphotéricine B et le
fluconzaole (apres désescalade).
Conclusion :

Une étroite collaboration inter-disciplinaire
entre cliniciens, radiologues, parasitologues,
pharmaciens peut améliorer le pronostic de
ces infections.

Key words invasive fungal infection,

prognosticfactors, candidiasis, aspergillosis

INTRODUCTION

L'infection fongique invasive (IFl) représente
actuellement un réel probleme en milieu
hospitalier pour plusieurs raisons. D'abord, et
contrairement aux infections bactériennes,
le diagnostic mycologique d’une lFldemeure
encore difficile, et ce malgré les progres
technigues et I'automatisation (1). En effet,
il est difficile de détecter la candidémie sur
les hémocultures, car la sensibilité de cette
derniere dépend a la fois du nombre de
paires d’'hémoculture prélevées, mais aussi
du kit utilisé. En outre, les IFl sont responsables
d'une mortalité assez importante, estimée
a 40% a 30 jours. Enfin, la prise en charge
thérapeutique d’'une IFl est couteuse pourles
établissements de santé, car le prix les anti-
fongiques systémiques, notfamment ceux de
la classe des échinochandines et les formes
liposomales des polyenes est élevé (2).
Selon les définitions consensuelles de
I'« EuropeanOrganization for Research
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andTreatment of Cancer and the Mycoses
Study Group Education and Research
Consortium » (EORTC/MSGERC)de I'année
2020, les IFl sont classées en trois catégories
. « prouvée », « probable » ou « possible »,
se basant sur des facteurs liés a I'hdte, la
clinique et la preuve mycologique (3).Les
preuves documentation mycologique sont

I'examen microscopique, la recherche

des antigenes galactommamnes (GM) et
le 1,3-p-D-glucane (BDG), le résultat de la
culture d'un site stérile, une hémoculture ou
la présence de I' ADN par PCR-séquencage.
Plusieurs arguments de l'infection devraient
donc étfre recherchés rapidement afin
d’'entamer le traitement précocement et
éviter I'aggravation. (Tableau 1)

Tableau 1: Les catégories des Infections Fongiques Invasives

Prouvée

Probable Possible

., . | Tous les patients
Facteurs liés a

indépendamment de leur

Chez les Immunodéprimés
+ Présence de facteur de

Présence de facteur de
risque

I'hote ) . . .
état immunitaire risque
Symptémes
yme - Oui Oui
cliniques
-Microscopie/ Histologie et/ | - Un seul test mycologique est
ou culture positives sur un | positif
prélevement stérile ou sur le
Preuve
i sang
mycologique o .
-Association de plusieurs
tests  positifs  (antigenes,
PCR)

Le probleme de la résistance émergente
des levures est venu se surgjouter
récemment a la complexité du diagnostic.
Des souches multi-résistantes (tel que
Candida auris) ou de sensibilité diminuée
au fluconazole (tel que Candida glabrata)
sont de plus en plus isolées (4). Face a cela,
I'arsenal thérapeutique des anti-fongiques
systémiques est restreint, méme avec la mise
récente sur le marché des échinocandines.
En Tunisie, I'incidence des IFI a augmenté
d'une maniere significative ces dernieres
années, A l'instar de plusieurs pays dans le
monde. Selon une étude multicentrique
tunisienne menée sur cing ans (2011-2015)
, quatre candidoses invasives se produisent

par jour(5). Une autre étude menée au CHU
de Sfaxrapporte que 80% desIFlaffectent des
terrains fragilisés présentant un ou plusieurs
facteurs de risque (6). La détermination des
facteurs de risque de I'infection fongiques et
ceux corrélant avec un mauvais pronostic
permettront d'identifierles patients menacés
d'ou il est possible de prévenir leur survenue
et guider le tfraitement probabiliste.

La présente étude a pour objectif de décrire
le profil de la population de patients ayant
contracté une IFl dans un Centre hospitalo-
universitaire  funisien. Les éléments du
diagnostic clinico-biologique de l'infection
fongique, les facteurs de risque ainsi que
ceux corrélant avec un mauvais pronostic,
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et la prise en charge thérapeutique ont été
décrits et analysés.

PATIENTS ET METHODES

Notre étude est transversale descriptive,
réalisée au service de pharmacie interne
du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU)
Fattouma Bourguiba de Monastir. L'étude
s'est étendue sur une période de 14 mois
(Ter janvier 2019-28 février 2020).

* Critéres d’inclusion :

Ont été inclus tous les patients, tout age
confondu, ayant confracté des IFl et qui
ont recu un antifongique systémique de
la classe des azolés (sauf le fluconazole),
échinocandines,polyénes.

* Criteres d’exclusion :

Ont été exclus les patients traités par
le fluconazole comme seul traitement
antifongique, ceux qui ont déjd commencé
le traitement avant le début de I'étude, et
les patients décédés apres moins de 48h
de traitement. Nous justifions I'exclusion du
fluconazole par la fréquence élevée de
sa prescription au sein de notre CHU, son
ancienneté ainsi que son colt peu élevé,
comparé aux autres molécules.

Les données clinico-biologiques (les facteurs
de risque d'études et la prise en charge
thérapeutique ont été recuellies (age,
service  d'hospitalisation,  antécédents
médicaux et chirurgicaux, traitement
antérieurs, motif d"hospitalisation, traitement
recus durant I'hospitalisation, notion de co-
infection bactérienne, etc) et transcrites sur
une fiche de recueil a partir de la demande
parvenant au service de pharmacie et du
dossier médical informatisé.
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Tout résultat d'une enquéte mycologique
a été également recueilli aupres du service
de microbiologie : le résultat d'un examen
direct, I'antifongigramme, la sérologie, la
recherche d’'antigenes, le score Candida
(considéré positif s'il est supérieur ou égal &
3) etl'indice de colonisation (correspondant
au rapport du nombre de prélevements
positifs par le nombre de prélevements
réalisés : nasal, rectal, urinaire, axillaire, sang,
efc). Un indice de colonisation supérieur &
0,5 est considéré significatif (7).

RESULTATS

1. Caractéristiques démographiques de la
population

L'étude a permis de recenser un total de
51 cas de patients répartis comme suit : 32
(62,7%) patients atteints d'une candidose
invasive, 6 patients (19,6 %) atteints d'une

aspergillose pulmonaire invasive (n=10),
6 patients (11,8%) atteints d’infections
secondairement disséminées (n=6) et 3

patients (5,9%) de co-infection candidosique
et aspergillaire (n=3).

Les patients étaient &dgés de 15 a 85 ans,
avec un dge moyen de 53,22+16,5 ans, et
un sex-ratio de 1,125.

2. Diagnostic de l'infection fongique

En se basant sur les criteres de I'EORTC/
MSGERC et en réunissant les données
cliniques, radiologiques et biologiques de
chaqgue patient, I'ensemble des IFl sont
classées en: 49,3% cas d’ «infection prouvée
» (n=34), 10,1% cas d’« infection probable »
(n=7) et 17,4% cas d’ « infection possible »
(n=12) (Figurel).
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Figure 1 : Distribution des infections fongiques invasives (en nombre)

Au cours des investigations des candidoses
invasives, une cartographie a été réalisee
pour 22 patients hospitaliseés aux services de
réanimation. L'indice de colonisation (IC) était
positif pour 18 patients, dont un seul avait une
candidose invasive « prouvée ». Dans ces cas,
les prélevements révélés positifs étaient de
type : nasal, buccal, rectal et cutané.

Le score candida a été calculé pour 17
patients et s'est révélé toujours supérieur a 3.
Un anti-fongigramme a été réalis€é dans
59,4% (n=41) des cas. Candida glabrata

était I'espece la plus frequemment isolée
(36,5%), suivie par Candida albicans (32,7%),
puis Candida tropicalis (15,4%) (figure 2). Les
sensibilités respectives des souches isolées
de C.albicans et C.glabrata, obtenues
par les techniques Vitek2® et E-test®, sont
représentées dans le tableau 2.
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Figure 2 : Distribution des espéces isolées de Candida (en pourcentage)
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Tableau 2 : Résultats de I'étude de sensibilité des souches de C.albicans et C.glabrata

Sensible Intermédiaire Résistant
Fluconazole Ampho. B Fluconazole Ampho. B fluconazole | Ampho. B
C.albicans 80% 100% 20% - - -
C.glabrata 18 .2% 77.8% 54,5% - 27.3% 22,2%

* C.albicansest considéree sensible aufluconazolesi la CMI<0,5 mg/L, et & I'amphothéricineB si la CMIL]

mga/L (EUCAST 2022)

* C.glabrataest considérée sensible aufluconazolesi la CMI <16 mg/L, et a I'amphothéricineB si la CMI <1

mg/L (EUCAST 2022)

*CMI : concentration minimal inhibitrice

La sérologie a été réalisée pour 26% des
patients atteints de candidoses invasives et
s'est révélée positive dans 23% des cas.
Le diagnostic des aspergilloses s'est basé
essenfiellement sur des éléments de
présomption radio-clinique (fievre, toux, ...).
Des filaments mycéliens aspergillaires ont
été observés a I'examen direct dans 2 cas,
L'identification a été possible dans deux
cas seulement et a objectivé Aspergillus
fumigatuset Aspergillus flavus.

2. Profil clinico-biologique de la population
La répartition des prescriptions en fonction
du service d'hospitalisation était comme
suit : les services de réanimation (56,9%,
n=29), les maladies infectieuses (17,6%,
n=9) et I'hématologie clinique (13,7%, n=7).
La proportion de la population présentait
des anftécédents pathologiques est de
80,4% (n=41) se répartissant comme suit :
pneumopathie 34,6% (n=18), une maladie
canceéreuse 17,3% (n=9), une maladie
chronique 11,5% (n=6) (de type HTA,
diabete), une insuffisance rénale 11,5%
(n=6).
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Les patients ont recu conjoinfement
une antibiothérapie dans 89,9 % des
cas. Les familles d'antibiotiques les plus
frequemment prescrites chez les patients
atteintsd’IFIsont:lesbéta-lactamines alarge
spectre (carbapénemes, uréidopénicillines
et céphalosporines de 3eme génération)
(46,15%, n=24), suivies par la colistine
(18,4%), les fluoroquinolones (13,4%) puis les
aminosides  (12,8%).

L'ensemble des facteurs de risque de
I'infection fongique identifies chez la
population d'étude sont résumés et
analysés statistiguement dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Résultats de I'analyse statistiques des facteurs de risque

Odds Intervalle de
Facteurs de risque N % Vlt(:lrl‘?zur Vé:éeur Ratio* confiance &
P OR 95%
Durée d'hospitalisation >72h | 47 | 18,5% 4,25 0,062 1,91 [1,45;2,52]
Antibiothérapie d large .
specire 47 | 18,5% | 0,083 1 0,851 [0,3;2,39]
Intubation ou ventilation .
invasive 31 12,2% | 4,413 0,046 2,194 [0,96 ; 4,9]
Voie d'abord centrale 30 11,8% | 3,088 0,094 1,867 [0,878 ; 3,97]
Immunodépression/ .
neutropénie 23 2.1% 0,375 0,581 1,217 [0,65; 2,28]
Corficotheropie aulong | 19 | 757 | 4948 | 0,041 | 2021 | [109;:375]
Diabéete 17 6,7% 0,16 0,769 1,143 [0,6;2,18]
Hémopathie maligne/ .
chimiothérapie 12 4,7% 0,615 0,518 0,722 [0,30; 1,72]
Chirurgie récente 11 4,3% 1,439 0,312 0,572 (0,21 ;1,59]
Prophylaxie par des azolés 6 2,4% 0,131 1 1,184 [0,49 ; 2,83]
Infection a
Acinetobacterbaumanii 6 2,4% 0,266 0,688 0,75 (0,23 ; 2,44]
MDR**

L'évolution de l'infection au sein de la
population était favorable chez 29 patients
(56,9%) et défavorable (conclue par un
déces) chez les 22 autres patients (43,1%).
Cespatientssont majoritairement hospitalisés
aux services de réanimation (76,47% versus
23,53% dans les autres services cliniques).
L'analyse statistique utilisant le test khi2 a
permis de ressortir 2 facteurs de mauvais
pronostic d’'infections fongiques : I'intubation
ou ventilation invasive (p=0,046, OR=2,194)
et la corticothérapie au long cours (p=0,041,
OR=2,021) (tableau 2).

3. Prise en charge thérapeutique

Les anfi-fongiques prescrits dans I'étude
sont : la caspofungine, I'anidulafungine,
le voriconazole, I'amphotéricine B et le
fluconzaole (suite O une désescalade).
Dans les cas de candidoses invasives, la

OR : Odds-ratio/ MDR : multi-drungresistant

caspofungine a été utilisée dans 58,6% des
cas et I'anidulafungine dans 10,3% des cas.
Les patients traités par les échinocandines
étaient hospitalisés aux services de
réanimation dans 78,37%. Selon les criteres
de I'EORTC/MSGERC, le ftraitement par
I’échinocandine correspondait a une IFI «
prouvée » dans 71,42% des cas et a des IFl «
probables » dans 20% des cas.

La prise en charge des aspergilloses a reposé
sur I'ufilisation du voriconazole dans 53,8%
des cas. Les cas restants avaient recu la
caspofungine ou I'amphotércine B. Selon
I'EORTC/MSGERC, 40% des indications étaient
« prouvées » et 60% étaient « possibles ».
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DISCUSSION

1. Diagnostic de l'infection candidosique

La sensibilité du diagnostic mycologique
classique (examen microscopique + culture)
est de 70 % et varie selon la pathologieet le
type de prélevement (sanguin, respiratoire)
(8). En outre, aprées [I'hémoculture
I'identification du champignon n’est possible
qu’'apres la subculture qui prend quelques
jours G deux semaines. Cette culture est
concluante dans 50% des cas seulement
pour les candidémieset elle est encore
moindre pour les aspergilloses(?).Dans notre
étude, 62,3% des IFl ont été prouvées par un
argument mycologique, c'est a dire la mise
en évidence de levures ou aspergilloses par
microscopie ou culture ou encore par PCR
dans un spécimen stérile ou biopsie. Dans
22 cas de candidoses invasives, I'infection
a été classée prouvée, confre un seul cas
pour les aspergilloses invasives.

L'indice de colonisation (IC) était positif
chez 86,66% des patients ou la candidose
invasive a été prouvée. Ce pourcentage est
tres proche de celui de Pittetet al. (92,9%)

uuuuuuuuu

(7). Le calcul de I'IC est donc tres significatif
dans les candidoses invasives et possede
une valeur prédictive positive. Il est I'outil le
plus communément utilisé pour évaluer le
risque de confracter une IFl. D'apres I'étude
réalisée par Eggimann et Pittet(7) et sa
comparaison entre différentes études, I'IC
permet de mieux déceler une colonisation
fongique surtout & Candida spp.et de
distinguer les patients & bas risque de ceux &
haut risque, et qui vont donc bénéficier d'un
traitement antifongique empirique.
Concernant le score Candida, il était positif
dans seulement 17 cas. C'est un moyen de
diagnostic simple et intéressant utilisé pour
mieux gérer une candidémie(10). Vu sa
sensibilité (77,94%) et sa spécificité (66,67%)
déterminée par Kazanciogluet al.(11) en
2022, ce score permet de pré-déceler une
candidémie.

Parmi les 41 antifongigrammes récupéres,
Candida glabratas s'est révélée comme
I'espece la plusisolée, et ce contfrairement &
d’autres études nationales et internationales
(tableau 4).

Tableau 4 : Répartition des especes isolées de Candida rapportées par des études antérieures

Auteur C. glabrata C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis
Trifi and coll. (12) 23% 54 % - -
Fuller and coll. (13) 20.8% 49.6% 5.2% 12%
Notre étude 36.5% 327 % 154 % 5.8%

Une étude épidémiologique réunissant 25
pays et réalisée par Quindos et al. (14) publiée
en 2018, a relevé que C.glabrata occupe la
1ére ou 2eme position dans plusieurs pays : la
Chine, le Japon, I' Amérique latine, les pays du
sud de la Méditerranée, I' Asie et I'Europe. Le
changement de I'épidémiologie passant de
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C.albicans vers d'autres especes de Candida
estdU essentiellement ala pression de sélection
des antifongiques utilisés excessivement
notamment en milieu hospitalier.

Les souches de C. glabrata isolées étaient
plutdt de sensibilité diminuée au fluconazole,
tandis que les souches de C. albicans étaient
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toutes sensibles au fluconazole. L'émergence
de C.glabrata de sensibilité diminuée au
fluconazole a été décrite dans le monde
entier. Fuller et al. (13) ont trouvé que 8 a
10% ces dernieres souches. Parmi ces isolats
résistants, 9 a 10% ont une résistance croisée
aux échinocandines. Un des mécanismes de
résistance au fluconazole est la surexpression
des genes CgCDR1 et CgCDR2 codant pour
des protéines d'efflux de I'antifongique (15,
16). D'autres mécanismes contribuent & cette
résistance, le plus connu étant la mutation
du gene FKS, avec production d'une 1,3
B-D-Glucane synthase mutée. |l s'en suit
donc une résistance aux échninocandines
qui représentent, d'une maniere générale,
la premiere ligne thérapeutique pour les
candidoses invasives (17). Des résistances
parmi  C.glabrata et C.auris ont été
recueillies, mais restent peu fréquentes parmi
C.albicans(18).

Dans notre étude, C.albicans reste encore
sensible au fluconazole. Fuller et al. ont estimé
que le pourcentage des résistances est
inférieur a 1% pour cette espece et que les
CMI ont une distribution normale (13).
Pour I'amphotéricine B, on retfrouve
rarement des résistances de Candida. En
revanche, C.auris présente une résistance &
I'amphotéricine B qui peut atteindre 30% des
cas (18).

2. Diagnostic de l'infection aspergillaire

Au cours des Al, le fraitement a été entamé
en se basant sur les éléments radiologiques
et cliniques chez les patients a risque. Le
diagnostic  d'une  aspergillose
est évoqué par la réunion d'un faisceau
d'arguments : les facteurs lies a I'héte, la
clinique et les images évocatrices a la

invasive

tomodensitométrie thoracique (TDM). Notre
étude a trouvé que I'examen radiologique
était toujours en faveur d'une aspergillose
pulmonaire. La TDM est I'examen clé pour le
diagnostic précoce de I'API (19), les aspects
évocateurs étant : le signe de halo et le signe
du croissant gazeux.

Au microscope, des flaments mycéliens, tres
caractéristiques du genre Aspergillus, ont
été objectivés dans deux cas. La présence
de ces demiers dans un prélevement
respiratoirestérile,confirme I'infection (19). Les
souches isolées étaient : Aspergillus fumigatus
et Aspergillus flavus, correspondant aux
souches les plus incriminées dans I'API (19).
En raison du faible nombre de cas (n=13),
NOUS Ne pouvons pas conclure quant au profil
de sensibilité des souches d’'Aspergillus dans
notre CHU. Parailleurs, I'étude de sensibilité n'a
pas été rédlisé. L'IDSA ne recommande pas
I'antfifongigramme pour une infection initiale
mais le recommande en cas de non réponse,
de suspicion d'une souche résistante aux
azolés ou encore a but épidémiologique (20).
Des études récentes ont décrit I'émergence
des résistances aux azolés (Voriconazole,
ltraconazole, Posaconazole), quireprésentent
la premiéere ligne de traitement des API selon
les guidelines de I'IDSA. Rensdiz-Sharpe et al.
(21) ont retrouvé une prévalence 20,2% d'A.
fumigatus résistant au voriconazole dans
plusieurs centres hospitaliers de [I'Europe
chez les patients hospitalisés en hématologie
clinique. Plusieurs mécanismes de résistance
sont impliqués, les plus communs sont la
surexpression de la protéine cyp5l et des
pompes d’efflux ATP-binding casette(22, 23).
L'utilisation des échinocandines pour traiter les
infections a Aspergillusrésistant aux azolés a été
approuvée parlaFoodandDrug Administration
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en 2002. Aujourd’hui, une émergence de
résistance des souches d’'Aspergillus envers
cette classe thérapeutique a été observée.
Satish et al. (24) en 2019 ont montré que cette
résistance est due a différents mécanismes

génomique, impliquant la FSK, et non
génomique, perturbant I'interaction avec la
cible chez A.fumigatus.

3. Profil clinico-biologique et facteurs de
risque des IFI

Les caractéristiques démographiques (&ge
moyen et sexratio) de notfre population
étaient similaires a celles d’'autres études,
comme celle de Ouachiet al. (25) (moyenne
d'age de 48 ans avec un dge extréme a 85
ans, sex-ratio=1,5) (25) et Karray E. et al. (26)
(sex-ratio=1,16). Notons que nous n'avons pas
colligé des cas d'infections fongiques chez la
population pédiatrique dans notre période
étude, elles seraient probablement sous
diagnostiquées (27, 28).

La détermination des facteurs de risque
permet d'identifier la catégorie de patients
menaceés par les infections fongiques. En plus
des facteurs de risque de I'néte cités dans
les criteres dhEORTC/MSGERC (3), la liste est
élargie 4 partir de la revue de la littérature
pour couvrir tous les patients a risque (tableau
2).

Plusquelamoitié delapopulationd’étude était
hospitalisée dans des services de réanimation
(56,8%). Actuellement, il est bien établi qu'un
séjour aux unités de soins intensifs est associé
d une incidence plus élevée de contraction
d’infections fongiques, notamment invasives.
Plusieurs données de la littérature soutiennent
ce résultat, dont I'étude rétrospective réalisée
sur quatre ans par Touhami K et al.(29)
(Casablanca, Maroc) et I'étude de Denis et
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al. (Strasbourg, France), qui ont objectivé un
séjour en réanimation, dans respectivement
29 et 37,5% des cas(30).

Nous avons trouvé qu’une durée de sé&jour
>72H et une antibiothérapie & large spectre
sont les facteurs de risque les plus rencontrés
chez la population (18,5%). La suspicion
d'une infection fongique se pose devant
la non-obtention de |'apyrexie 72 heures
apres un fraitement antibiotique a large
spectre (31). Devant les signes cliniques non
spécifiqgues d'IFl, I'infection bactérienne est
souvent prioritairement suspectée, retardant
ainsi le diagnostic et la prise en charge de
la fongémie(32). L'antibiothérapie était le
premier facteur de risque dans les candidoses
et le deuxieme facteur de risque au cours
des aspergilloses. En effet, I'exposition aux
antibiotiques, perturbe la flore bactérienne
commensale notamment digestive, d’ou un
déséquilibre qui favorise la multiplication des
champignonscolonisantsurtoutlesmuqueuses
(33, 34). Les bactéries de la flore commensales
activent, en effet, le systeme immunitaire inné
par un facteur de transcription (HIF-1a) et
un peptide antimicrobien (LL-37), d'ou une
résistance a la colonisation candidosique(35).
Toujours dans le méme contexte, une étude
publiée en 2016 sur I'épidémiologie des
candidoses en France (32) estime que la
prévalence de l'infection candidosique est
comprise entre 10 et 20% chez un groupe
de patient exposé préalablement aux
antibiotiques & large spectre et ayant une
colonisation multifocale. Hebert C.et al.(36)
suggerent a traversleur étude réalisée en 2010,
que hexposition a la pipéraciline/tazobactam
est associé a une infection ultérieure avec des
levures résistantes au fluconazole.

Un pourcentage de 12,2% de la population
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de I'étude étaient ventilés sous le mode «
ventilation assistée contrdlée ». Ce facteur
vient donc en deuxieme position. Par ailleurs,
une méta-analyse faite par Huang D et al. en
2020 (28) a conclu qu'une colonisation des
voies aériennes par Candida spp chez les
patients ventilés est associée a un risque élevé
de mortalité. Une autre étude prospective
menée en Inde aux unités de soins intensifs
a retrouvé une candidémie chez 10% des
patients sous ventilation mécanique depuis 7
jours (37).

L'immunodépression, qu’'elle soit le
résultat d’une corticothérapie prolongée,
d'une chimiothérapie ou liée a une
maladie  auto-immune, a  représenté
21,3% de tous les facteurs. Plusieurs études
proposent  I'immunodépression, définie
par une neutropénie (PNN<500/mm3), une
corticothérapie, une chimiothérapie, une
infection au VIH, patient greffé, comme étant
un facteur de risque fortement associé aux
infections fongiques (38-40).

L'analyse des données de notre étude a
frouvé que les infections fongiques sont
associées a une infection par Acinetobacter
baumannii - multi-résistant  dans seulement
2,4% des cas des candidoses. Ce résultat
ne concorde pas avec les résultats d'autres
études, tel que celle de Tan X et al.(41, 42)
qui a frouvé que la colonisation des voies
aériennes par Candida facilite la survenue
d’'une pneumonie par A.baumannii aussi bien
chez le modele animal que chez 'hnomme.
L'effectif réduit de notre échantillon pourrait
expliquer cette discordance avec les résultats
déja publiés.

Seulement 2,4% des patients ont recu le
fluconazole en prophylaxie fongique, tel que
proposé par I'IDSA chez les patients & haut

risque dans les unités des soins intensifs (17).
En effet, I'utilisation massive des antifongiques
conduit a I'émergence d'isolats résistants
voire multi-résistants. Une étude réalisée a ce
sujet au CHU de Rennes a montré que chezles
patients atteints d'aspergillose chronique, la
pression de sélection par I'utilisation intensive
d’'azolés explique I'apparition d’A.fumigatus
résistants (43). L'acquisition de mutations de
novo par une souche initialement sensible,
présente dans les poumons est le mécanisme
le plus vraisemblable.

L'étude statistique de I'ensemble de ces
facteurs de risque a déterminé les facteurs
de risque suivants comme menacant
la vie des patients atteints d'infection
fongique : I'infubation ou ventilation invasive
(OR=2,194) et la corticothérapie au long
cours (OR=2,021). Les études deMassou(44)
et Durga(45) ont tfrouvé une corrélation entre
I'immunodépression/ neutropénie et les IFI.
L'intfubation/ ventilation invasive est le facteur
de risque incriminé par Poissy et al.(46).Cette
différence peut étre due aux différences inter-
pays entre les populations et les écarts entre
les pratiques et protocoles thérapeutiques
dans les unités de réanimation (tableau 5).
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Tableau 5: Valeurs « p » des infections fongiques invasives rapportés dans des études similaires

Valeur p Mas- Vogﬁ:" P Valeur p
Facteurs de risque Valeur p sou et al a et gl Poissy et al.
a Notre étude *(2013) ’ ((2020
((2018 .
Maroc Suisse
Inde
Durée d'hospitalisation > 72h 0,062 - - -
Dicbete 0,769 - 1 0.2
Intubation ou ventilation invasive 0,046 - 0,88 0,001 >
Antibiothérapie & large spectre 1 - - 0,2
Prophylaxie par des azolés 1 - - 0,5
Voie d'abord centrale 0,094 - 0,37 0,6
Hémopathie maligne/ chimiothéra- 0,518 0,628 - 0,3
pie
Corticothérapie de longue durée 0,041 0,137 - -
Immunodépression/neutropénie 0,581 0,002 0,003 0,2/0,6
Infection & Acinetobacterbaumanii- 0,688 - - -
multi-résistant
Nutrition parentérale totale 1 - - 0,4
Chirurgie récente 0,312 - - 0,3

*p-value en analyse multi-variée des facteurs associés aux candidoses systémique prouvées

4. Prise en charge thérapeutique par les anti-
fongiques systémiques

IL est & noter d’abord que le posaconazole,
la 5-flucytosine et la micafungine ne sont pas
commercialisés en Tunisie.

La caspofungine, une échinocandine, était
I'antifongique le plus prescrit, ce qui est
conforme aux recommandations de [I'IDSA
actualisées en 2016 (17), et qui préconisent
I'utilisation d'une échinocandine en premiere
intention chez les patients présentant des
facteurs de gravité, ou ayant déja recu un
azolé en prophylaxie (sixcasdansnotre étude).
Selon I'IDSA une réévaluation doit se faire
pour juger le bénéfice-risque du traitement.
Le traitement peut étre poursuivi 14 jours apres
la derniere hémoculture positive. Avant cette
mise a jour, le fluconazole était la molécule
de premiere intention(47). L'émergence
de résistance avec C.glabrata et les effets
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indésirables fréquents des azolés (hépato-
toxicité et interactions médicamenteuses
avec les médicaments métabolisés par le
systeme cytochrome P450) ont positionné
les échinocandines a la lére ligne de la
prise en charge de [l'infection fongique
candidosique (48).

Un relais des échinocandines par le
fluconazole estrecommandé chezles patients
qui sont restés cliniquement stable pendant 5
A 7 jours avec des hémocultures de contrdle
négatives a répétition, si la souche isolée est
sensible au fluconazole. Nous avons relevé
quatre occasions ou cette désescalade de
la caspofungine au fluconazole, était possible
mais n'a pas été effectué.Une évaluation au
service de réanimation au CHU de Bordeaux
arévélé le méme constat (49). Des études de
pharmaco-économie peuvent étre réalisées
a ce sujet afin de sensibiliser les cliniciens. En
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Tunisie, le prix élevé des anti-fongiques de la
classe des échinocandines (anidulafungine
et caspofungine), dépassant 1000 dinars
tunisiens par unité, génere une élévation tres
importante du coUt de la prise en charge
d'une infection fongique, Au Centre National
de Greffe de la Moelle Osseuse de Tunis, une
étude évaluant le colt de la prise en charge
des fongémies par la caspofungine, a montré
que le traitement a coUté un total de 290 580 €
pour un total 19 patients sur une période de 05
mois (50). La rationalisation de la prescription
des anfi

fongiques systémiques et I'implémentation
d'une anfi-fungalstewardship  dans les
hopitaux s'avere  indispensable.

Chez un patient atteint d'une aspergillose
cutanée et pulmonaire avec une candidose
invasive, deux azolés (voriconazole et
fluconazole) ont été associés. Ceftte
association n'est pas appuyée par I'IDSA.
Le fravail de Gellen(51) qui explique les
différentes  combinaisons possibles de
traitement antifongique ne soutient pas, non
plus, cette association. Cette association
augmente les effets indésirables oculaires,
la photosensibilité et surtout le risque
d'interactions médicamenteuses parinhibition
des iso-enzymes du cytochrome P450.
Le voriconazole est I'antifongique le plus utilisé
(53,8%) dans les cas d'aspergillose invasive, ce
qui est bien conforme aux recommandations
de I'IDSA (20). L'amphotéricine B (forme
lipidique), auparavant molécule de choixdans
les Al, demeure une alternative (fongicide
contre A.fumigatus et A.flavus mais inactif sur
A.terreus(52)).

La prise en charge par antifongique doit étre
initiée dans les plus brefs délais pour avoir un
succes thérapeutique, car chague heure de

retard d'initiation de traitement augmente la
mortalité de 8%. Sur le modele animal, plus ce
délai augmente plus I'effet du médicament
est diminuée (53). Les cliniciens doivent
collaborer avec les biologistes, le référent en
infectiologie et le pharmacien afin de pouvoir
identifier les patients colonisés, acheminer
les prélevements rapidement et donner un
résultat fiable (54). Une décision thérapeutique
adéquate dans les délais rapides doit étre
prise en coopération avec un l'infectiologue
et le pharmacien.

CONCLUSION

Pour conclure, nous avons apporté par la
présente étude au CHU Fattouma Bourguiba
une contribution & la compréhension des
infections fongiques invasives : prévalence
des facteurs de risque, facteurs pronostiques,
especesen cause, et modalités diagnostiques.
Nous avons souligné I'importance d'une
thérapeutique correcte et optimisée selon
les recommandations. Enfin, seule une
collaboration muiltidisciplinaire étroite entre
cliniciens, radiologues, parasitologues et
pharmaciens pourra améliorer la prise en
charge et le pronostic de ces infections.
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CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE ET ETUDE
DE LACTIVITE ANTIMICROBIENNE DES FRUITS
DE LA PLANTE SAUVAGE LYCIUM EUROPAEUM

Mariem Chadbane, Mediha Sefi, Fatma Bouaziz, Najiba Zeghal

RESUME :

Les fruits des plantes du genre Lycium
sont devenus tres populaires vu leurs
valeurs nufritionnelles et leurs effets
biologiques  intéressants. Ce  fravail
avait pour but d'étudier la composition
physicochimique et |'effet antimicrobien
des fruits de Lycium europaeum. Les
parametres physicochimiques et la teneur
en polyphénols et en flavonoides ont été
déterminés. L'activité antimicrobienne a été
testée surdes bactéries et des champignons.
Les résultats ont montré que ces fruits ont un
pH acide, une faible teneur en protéines et
en matiere grasse mais ils sont riches en eau,
sucres et minéraux. lls contiennent le sodium,
le calcium, le magnésium, le fer, le zinc et le
cuivre. L'extrait a base d'éthanol a 70% de
ces fruits, contenant des polyphénols (209,38
*+ 3,54 mg équivalent acide gallique/100 g
matiere fraiche) et des flavonoides (14,31 +
0,98 mg equivalent quercéetine/100 g matiere
fraiche), a eu une action antibactérienne
contre Salmonella thyphimurium et Bacillus
thuringiensis mais n'a pas montré un effet
antifongique. Les fruits de L. europaeum
pourraient étre exploités pour leur valeur
nutritionnelle et en tant qu'une source
naturelle d'agents antibactériens.
Mots clés Lycium europaeum,
composition physicochimique,
antimicrobien.
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ABSTRACT :

Fruits of the plants of Lycium genus are
becoming very popular owing to their
interesting nutritional value and biological
effects. This work aimed to study the
physicochemical composition and the
antimicrobial effect of Lycium europaeum
fruits. The physicochemical parameters and
the polyphenol and flavonoid contents were
determined. The antimicrobial activity was
tested on bacteria and fungi. Results showed
that these fruits have an acidic pH, a low
protein and fat content but they were rich in
water, sugars and minerals. They contained
sodium, calcium, magnesium, iron, zinc and
copper. The 70% ethanol extract of these
fruits, containing polyphenols (209.38 + 3.54
mggallicacidequivalents/100 g freshweight)
and flavonoids (14.31 £ 0.98 mg quercetin
equivalents/100 g fresh weight), had an
anfibacterial action against Salmonella
typhimurium and Bacillus thuringiensis but
did not show an antifungal effect. The fruits
of L. europaeum could be exploited for their
nutritional value and as a natural source of
antibacterial agents.

Keywords: Lycium europaeum, fruit,
physicochemical composition, antimicrobial
effect.
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INTRODUCTION
Les plantes médicinales  constituent
une source inépuisable de substances

naturelles bioactives douées de propriétés
thérapeutiques intéressantes. Parmi ces
plantes, nous pouvons citer celles du
genre Lycium de la famille Solanaceae
qui regroupe plus que 70 especes dont la
plupart poussent dans les régions arides et
semi-arides. Ces plantes suscitent de plus
en plus d'intérét vu les valeurs nutritionnelles
et les effets bénéfiques qu’'elles présentent,
notamment dans leurs fruits (1, 2). En
effet, il a été documenté que les fruits de
certaines especes de Lycium sont riches
en éléments nutritifs tels que les sucres, les
minéraux et les vitamines (3) et possedent
des effets antioxydant (2), antimicrobien
(4), hypoglycémiant, hypolipidémiant (5)
et anti-cancéreux (6). Les polyphénols, les
caroténoides, les polysaccharides ainsi que
d'aufres composés bioactifs sont suggérés
confribuer aux effets bénéfiques de ces fruits
(7). En Tunisie, le genre Lycium est représenté
par quatre especes, L. shawii, L. infricatum
Boiss., L. europaeum L., et L. halimifolium
Mill (8). L. europaeum est un arbrisseau
sauvage tres épineux qui produit des fruits
correspondants & des baies subglobuleuses
rouges ou orangées. En médecine
traditionnelle, cette espece est utilisée en
ophtalmologie (?) et pour le traitement du
diabete (10). Ses feuilles, contenant des
alcaloides, sont utilisées pour le traitement
des brllures de la peau. Une recherche
scientifique effectuée par Ghaliet al. (11) a
monftré que |'extrait hydroalcoolique de ses
fruits contient des tanins, des flavonoides, et
des caroténoides, exerce in vitro une activité
antioxydante et inhibe la prolifération des

cellules cancéreuses pulmonaires humaines
ainsi que des cellules cancéreuses de la
médullosurrénale du rat. Rosa et al. (12)
ont aussi montré que I'huile grasse extraite
a partir des fruits de L. europaeum est riche
en phénols, caroténoides, et acides gras
essentiels et elle inhibe la croissance des
cellules cancéreuses du cdblon humain.
Toutefois, d notre connaissance, aucune
étude antérieure n'a été réalisée sur la
compositionphysicochimique etl’évaluation
de I'activité antimicrobienne des fruits de L.
europaeum. Pour cela, nous nous sommes
intéressés dansle présent travail & déterminer
les caractéristiques physicochimiques
des fruits de cette espéce, leur teneur en
polyphénols et en flavonoides et a évaluer
leur activité antimicrobienne.

MATERIEL ET METHODES

* Matériel végétal

Les fruits de L. europaeum (Figure 1) ont
été récoltés dans une région de Sfax en
Avril 2012. Cette plante a été identifiée
au Laboratoire de Biologie Végétale de la
Faculté des Sciences de Sfax. Les fruits ont
été nettoyés a I'eau distillée, séchés a I'air
libre pour quelques heures et congelés &
—-20°C.

-

%

Figure 1. Aspect du fruit de L. europaeum
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* Obtention du jus de fruit

L'obtention du jus de fruits de L. europaeum
a été faite par un broyage des fruits
décongelés et dénoyautés suivi d'une
centrifugation & 10000 rom pendant 20 min
des broyats permettant la séparation du
surnageant du culof.

» Caractérisation physicochimique du
jus de fruit

Le pH du jus de fruit a été mesuré a I'aide
d'un pH metre étalonné (13). Pour la
détermination de I'extrait sec total, une
quantité du jus de fruit a été séchée a
I'étuve a une température de 103 + 2°C
jusqu'a I'obtention d’un poids constant qui
a été déterminé a I'aide d'une balance
de précision (Sartorius Analytic A200S) (14).
La teneur en minéraux a été déterminée
apres calcination de la matiere seche du
produit a 550°C pendant 4 h (15). Le dosage
des sucres totaux a été effectué selon la
méthode de Dubois et al. (16). Apres une
défécation au ferrocyanure de potassium
(15%) et au sulfate de zinc (30%) et une
filtration, la teneur en sucres réducteurs
dans le jus de fruit a été déterminée par
la méthode colorimétrique de I'acide
3,5-dinitrosalycilique (DNS) (17). Les protéines
ont été estimées par la méthode standard
de Kjeldahl (18). La teneur en matiere grasse
a été déterminée sur un extrait obtenu
avec un systeme Soxhlet. Le solvant utilisé
était I'éther de pétrole (19). Le dosage des
minéraux présents dans le jus de fruit a été
réalisé moyennant un spectrophotometre &
flamme (20).
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» Préparation de I'extrait des fruits de L.
europaeum

L'extraction des substances bioactives a
partir du jus de fruits de L. europaeum a
été réalisee selon la méthode de Lamien-
Meda et al. (21). Ainsi, une quantité de 1 g
de jus a été dissoute dans 10 ml d'éthanol
70%. Le mélange a été agité a I'aide du
vortex pendant 10 min puis centrifugé
(4000 rpm). Cette opération a été répétée
jusqu’a épuisement de I'échantillon. Apres,
I'extrait de fruit récupéré dans le surnageant
a été évaporé sous vide moyennant un
rotavapeur. L'extrait obtenu a servi a la
détermination de la teneur en polyphénols
totaux et en flavonoides et a I'éfude de
I'activité  anfimicrobienne.

» Détermination de Ila teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides

Le dosage des polyphénols totaux a été
déterminé selon la méthode Folin- Ciocalteu
(22). Les résultats ont été exprimés en mg
équivalent acide gallique/100 g matiere
fraiche (mg EAG/100 g MF).

La teneur en flavonoides a été déterminée
par la méthode au chlorure d'aluminium
(AICI3) décrite par Chang et al. (23) en
utilisant la quercétine comme standard. Les
résultats ont été exprimés en mg équivalent
quercétine/100 g matiere fraiche (mg
EQ/100 g MF).

» Etude de I'activité antimicrobienne

L'activité  antimicrobienne de [|'exirait
étudié a été évaluée par la technique de
diffusion en milieu gélose (24, 25). Différentes
souches provenant de I'ATCC (American
Type Culture Collection) ont été utilisées :
des bactéries a Gram (-) : Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmonella thyphimurium
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(ATCC 19430) et Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883); des bactéries a Gram (+) :
Bacillus thuringiensis (ATCC 10792) et Bacillus
subtilus (ATCC 2633); et deux champignons
: Aspergillus niger (ATCC 10582) et Rhizopus
oryzae (ATCC 20344). Ces souches
microbiennes issues d'une pré-culture ont
été étalées a la surface d'une gélose LB
pour les bactéries et d'une gélose PDA pour
les champignons. Des disques stériles (6 mm
de diametre) imprégnés avec I'extrait de
fruit & une concentration de 100 mg/ml ont
été déposés stérilement sur la surface de
la gélose. L'ampiciline (100 mg/ml) a été
utilisée comme contréle positif. Alors que
I'éthanol 70% a été utilisé comme contrdle
négatif. Ensuite, les boites ont été incubées
A 37°C pendant 24 h pour les bactéries et &
30°C pendant 72 h pour les champignons.
Enfin, le diametre de la zone d'inhibition de
la croissance microbienne produite apres

I'incubation des boites a été mesuré (y
compris le diametre du disque).

» Présentation des résultats

Les essais ont été répétés deux a trois fois.
Les résultats ont été présentés sous forme de
moyenne * écart-type.

RESULTATS

Caractérisation physicochimique des fruits
de L. europaeum

La caractérisation physicochimique des
fruits de L. europaeum a montré qu'ils sont
caractérisésparunpHacide.llsontunefaible
teneur en matiere seche ce qui explique
leur richesse en eau. Les sucres représentent
les constituants prédominants alors que les
protéines et la matiere grasse sont présentes
en quantités moins importantes. Une bonne
teneur en minéraux a été détectée dans
ces fruits (Tableau 1).

Tableau | : Caractérisation physicochimique des fruits de L. europaeum

Parameétre L. europaeum
pH 4,35+ 0,01
Matiere seche (%) 16,26 £ 0,21
Sucres totaux (%) 89,61 1,10
Sucres réducteurs (%) © 77,55+ 0,32
Protéines (%) ™ 0,08+ 0,00
Matiere grasse (%) ™ 0,24+ 0,02
Minéraux (%) ™ 5,10+ 0,06

*:g/100 g Matiére fraiche (MF),

** . g/100 g Matiere seche (MS)
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* Teneur en minéraux des fruits

de L. europaeum

La détermination de la teneur en minéraux
des fruits de L. europaeum a révélé que les
macro-éléments les plus abondants sont le
sodium (Na) (111,68 £ 1,53 mg/100 g MF) et
le calcium (Ca) (108,48 + 2,52 mg/100 g MF)

(A)
120

b b
100
80
60
40 a
20 .
0

Sodium Calcium

Teneur
(mg/100 g MF)

Magnésium
Macroéléments

uuuuuuuuu

alors que le magnésium (Mg) est présent
en quantité plus faible (33,65 £ 1,15 mg/100
g MF). Concernant les microéléments, la
teneur la plus importante a été obtenue
pour le fer (Fe) (3.75 + 0,12 mg/100 g MF)
suivie par le zinc (Zn) (0,51 £ 0,11 mg/100 g
MF) et le cuivre (Cu) (0,32 £ 0,01 mg/100 g

(B)

Teneur
(mg/100 ¢ MF)

1 a
a
0 7 jE=s)
Zinc Fer Cuivre

Microéléments

Figure 2. Teneur en macroéléments (A) et en microéléments (B) des fruits de L. europaeum.

La signification statistique a été déterminée par ANOVA (test de Tukey). Les moyennes ne

partageant pas la méme lettre (a ou b) sont statistiquement différentes.

Teneur en polyphénols fotaux et en flavonoides de I'extrait des fruits de L. europaeum
Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides de I'extrait des fruits de L. europaeum

ont été présenté dans le Tableau Il.

Tableau Il : Teneur en polyphénols et en flavonoides de I'extrait des fruits de L. europaeum

Polyphénols totaux
(mg EAG/100 g MF)

Flavonoides (mg EQ/100 g MF)

Teneur 209,38 + 3,54

14,31 £0,98

 Activité antimicrobienne

Les résultats de [I'étude de I'activité
anfimicrobienne ont été llustrés sur le
tableau lll. Aucune zone d’'inhibition n'a été
observée pourl’éthanol 70%.Enrevanche, les
différentes souches bactériennes testées, S.
typhimurium, E. coli, B. thuringiesis et B. subfilus,
ont montré une sensibilité a I'ampicilline,
a I'exception de K. pneumonice qui a été
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résistante a cet antibiotique. S. typhimurium
et B. thuringiensis ont été sensibles a I'extrait
de L. europaeum. Les autres souches E. coli,
B. subtilus, A. niger et R. oryzae ont montré
une résistance a cet extrait.
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Tableau il : Activité antimicrobienne (diamétre de la zone dinhibition en mm)
des fruits de L. europaeum

Souches L. europaeum | Ethanol 70% | Ampicilline
i i + +
Bactéries & Gram S. typhimurium 15,50 +0,70 24 +0,01
(-) K. pneumoniae 0 0 0
E. coli 0 0 25+0,03
Bactéries & Gram B. thuringiensis 12,50+ 0,71 0 21 £0,01
(+) B. subtilus 0 0 12 +£0,02
A. niger 0 0 0
h .
Champignons R. oryzae 0 0 0
DISCUSSION Mg représente un cofacteur de nombreux

L'analyse physicochimique des fruits de L.
europaeum a révélé leur caractéere acide
car ils ont une valeur de pH de 4,35. Cette
valeur est comparable a celle trouvée par
Dahech et al. (4) pour les fruits de L. shawi
(pH = 4-4,4). Concernant la composition
approximative de ces fruits, nos résultats ont
montré que I'eau et les sucres représentent
les composants majeurs, alors que les
protéines et la matiere grasse constituent
des composants mineurs. Selon Clerici et al.
(26), les fruits ayant une forte teneur en eau,
combinée & une faible teneur en lipides
et une concentration élevée en sucres,
sont dexcellentes sources alimentaires.
Nos résultats ont aussi révélé que les
fruits de L. europaeum contiennent une
bonne quantité de minéraux incluant des
macroéléments comme le Na, le Ca et le
Mg et des microéléments tels que le Fe, le Zn
et le Cu. Ces minéraux sont des substances
indispensables au bon foncfionnement
de I'organisme. Le Ca est responsable de
la minéralisation du fissu osseux et il joue
un réle dans la contraction musculaire et
la fransmission de I'influx nerveux (27). Le

systemes enzymatiques comme I'adénylate
cyclase et la Na+/K+-ATPase, il intervient
dans la régulation du Ca intracellulaire et
exerce un effet anfi-inflommatoire (28).
Le Fe est nécessaire pour le transport et le
stockage de I'oxygene dans I'organisme. Le
In et le Cu sont des oligo-éléments essentiels
impligués dans une multitude de processus
de régénération enzymatique et du systeme
de défense antioxydant de horganisme (29).
Comparés a nos résultats, Dahech et al.
(4) ont trouvé pour les fruits de L. shawii des
teneurs en Mg (35,14 + 1,34 mg/100 g MF)
et en Fe (2,31 £ 0,55 mg/100 g MF) proches
de celles obtenues dans le présent travail,
une teneur plus importante en Zn (0,89 £ 0,02
mg/100 g MF) et des contenus plus faibles
en Na (63,01 £ 2,62 mg/100 g MF) et en Ca
(34,73 £ 1,28 mg/100 g MF).

De plus, nos résultats ont montré la présence
de composés bioactifs dans [|'extrait
éthanol 70% des fruits de L. europaeum
comme les polyphénols et les lavonoides.
La teneur de polyphénols que nous avons
enregistrée (209,38 £ 3.54 mg EAG/100 g MF)
est supérieure a celle trouvée par Turker et
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al. (30) dans I'extrait éthanol 95% des fruits
de cette méme espece poussant dans
une région de Turquie (91 mg EAG/100 g
MF). Les polyphénols sont des molécules
bioactives trés recherchées car elles sont
réputées pour leurs excellentes propriétés
antimicrobiennes.

Pourcetteraison, nousavonsévaluél'activité
antimicrobienne de noftre extrait moyennant
la méthode de diffusion sur milieu gélosé
contre S. typhimurium, K. pneumoniae,
E. coli, B. thuringiensis, B. subfilus, A. niger
et R. oryzae. Nous avons noté que, parmi
les souches bactériennes testées, seules
S. typhimurium et B. thuringiensis ont été
sensibles a cet extrait. Lazone d'inhibition de
la croissance de la bactérie a Gram (+) (B.
thuringiensis) a été plus importante que celle
de la bactérie a Gram (-) (S. typhimurium)
(p-value=0.02). Ce résultat est en accord
avec celui de Chen et al. (31) qui ont mis en
évidence la grande sensibilité aux extraits de
plantes des bactéries d Gram (+) parrapport
a celles d Gram (-) et ils ont attribué cela dla
différence dans les couches externes entre
ces deux types de bactéries. En effet, les
bactéries ad Gram (-) possedent une couche
supplémentaire, la membrane externe, qui
est imperméable a la plupart des molécules
assurant une meilleure protection de la
cellule bactérienne. Dépourvue de cette
membrane externe, la paroi des bactéries
a Gram (+) peut étre envahie beaucoup
plus facilement par les extraits de plantes ce
qui perturbe son intégrité cellulaire. Les fruits
d'autres espéces de Lycium, a savoir Lycium
barbarum et Lycium shawii, ont été démontré
avoir des propriétés antimicrobiennes
contre Salmonella enterica, E. coli, et K.

pneumoniae (4, 32, 33). Les composés
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phénoliques détectés dans notre extrait
pourraient contribuer a I'effet antibactérien
observé. Les flavonoides, en particulier, sont
connus pour étre synthétisés par les plantes
enréponse aune infection microbienne (32).
Récemment, Mejri et al. (34) ont identifié
par HPLC 17 composés phénoliques dans les
fruits de L. europaeum, dont les flavonoides
catéchine et naringénine et les acides
hydroxycinnamiquesacide férulique etacide
p-coumarique qui sont doués d'activités
antimicrobiennes (35-37). Selon Brooks et
al. (38) et Pelczar et al. (39), les polyphénols
exercent leur activité antibactérienne a
travers plusieurs mécanismes : hinterruption
de la fonction des membranes cellulaires
bactériennes, la licison aux protéines et
d la paroi cellulaire, binactivation des
enzymes bactériennes et Dbintercalation
dans hADN bactérien lors de sa réplication.
Concernant I'activité antifongique, I'extrait
des fruits de L. europaeum n'a pas montré
une activité inhibitrice vis-a-vis des deux
souches fongiques testées. La résistance
des champignons aux extraits de plantes
peut étre expliquée par la nature de la
paroi cellulaire de ces microorganismes qui
est riche en chitine et en cellulose et elle est
faiblement perméable (40).

CONCLUSION

Nous retenons de la présente étude que les
fruits de la plante sauvage L. europaeum
sontriches en eau, en sucres et en minéraux,
surtout Na, Ca et Fe. L'extrait éthanol
70% de ces fruits a présenté une teneur
considérable en composés phénoliques et
a permis d'inhiber la croissance des souches
bactérienne S.typhimurium et B. thuringiensis.
Ces fruits pourraient étre exploités pour leur
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valeur nutritionnelle et en tant qu’une source
naturelle d'agents antibactériens.
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org.tn) soit sous forme de manuscrits plus un CD, (dactylographié en double interligne avec
une marge de 2,5 cm sur chaque bord) sur worden triple exemplaire, qui doivent €tre en-
voyés a |'adresse suivante :

Société des Sciences Pharmaceutiques de Tunisie, Maison du Pharmacien, 56 Rue Ibn
Charaf, 1002 tunis — Belvédere

* La longueur des manuscrits (non compris les références) ne dépasse pas 10 pages dac-
tylographiées (double interligne) pour les articles originaux.

Les articles sont adressés par le bureau de Ia SSPT pour avis a des lecteurs qui restent ano-
nymes.

* La premiére page comportera le titre de I'article qui doit étre précis et concis mais infor-
matif

e Auteur : Le prénom, le nom de chaque auteur, I'adresse complete de I'hdpital ou du

centre de recherches dans lequel le travail a été effectué.

» Auteur correspondant : Le nom et I'adresse complete de la personne & laguelle doit étre
envoyée la correspondance concernant I'article

* Tirés a part : L'adresse pour la demande de tirés a part doit étre mentionnée.

* _Mots clés : Les auteurs devront indiquer quatre & cing mots clefs destinés aux organismes
de documentation (ces mots clefs ne figurent pas nécessairement dans le titre).

» Résumé : Le texte de I'article commence a la page 2 par un résumé en Francais et en
Anglais. Ce résumé doit étre structuré : Pré requis, objectif du travail, méthodes, résultats,
conclusions.

 Abréviations :

& Les abréviations d'unité de mesure et symboles chimiques sont conformes &
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& celles d'utilisation internationalement reconnues. Les mesures de longueur,

hau teur, poids et volumes sont dans le systeme métrique (m, kg, I) ou leurs multiples.

& Les abréviations internationales connues sont seules a étre utilisées. En ce qui
concerne les termes peu courants, il faudra signaler leur signification, entre paren-
these, la premiere fois qu'ils apparaissent dans le texte. Les notes de bas de page
devront étre évitées.
* Les tableaux : (5 au maximum) doivent étre insérés a leur place dans le texte, numérotés
en chiffre romain par ordre d'apparition dans le texte, le chiffre doit étre placé au-dessus
et les notes au-dessous.
* Les figures : (5 au maximum), graphiques, dessins ou photographies doivent étreinsérés a
leur place dans le texte, numérotés en chiffres arabes, par ordre d'apparition dans le texte
et leur emplacement précisé. lls doivent étre accompagnés d’'une légende comprenant
un fitre court et des explications. Ces tableaux et figures doivent étre aussi clairs que pos-
sible.
* Les références bibliographiques : doivent &tre numérotées selon I'ordre d’apparition dans
le texte (chiffres arabes). Ces références doivent étre présentées strictement selon les indi-
cations suivantes:en regle générale
tous les auteurs sont listés s'ils sont 5 ou moins puis suivis de “et al” & partir du 5eme auteur.
* Le nom de tout auteur cité dans le texte devra étre suivi, entre parenthéses, d'un numéro

de renvoi a la bibliographie.

* Exemples :
- Articles originaux :

Houeto JL, Gout O: . Manifestations neurologiques des infections. Gastroenterology 1980;
79:3114-3120

- Chapitre d'un livre :

Houeto JL, Gout O: . Manifestations neurologiques des infections. In Souleyrand, Encycl
Med Chir Ed. Elsevier Masson, Paris, 1980; pages: 31-50

* Les Remerciements doivent figurer en bas de page ou fin d’article.

NB : Le Comité de Rédaction se réserve le droit de renvoyer aux auteurs, avant toute sou-
mission a I'avis des lecteurs, les manuscrits qui ne seraient pas conformes a ces modalités

de présentation.
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