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Résumé : Le rble des enzymes lytiques dans la physiopathologie des candidoses.

La candidose est la maladie fongique la plus courante chez I'homme causée par diverses espéces de levure
comme les champignons appartenant au genre Candida. L’espéce la plus courante est Candida albicans.
Le développement de ces candidoses est lié a plusieurs facteurs de virulence dont la production des
enzymes hydrolytiques. Ces enzymes hydrolytiques extracellulaires facilitent les caractéristiques
commensales et pathogénes telles que I'attachement au tissu hote et provoquent la rupture de la membrane
cellulaire de 1’hote. Les principales enzymes produites par les Candida sont la SAPs (aspartyl protéase
sécrétée), la phospholipase, 'hémolysine et 1’estérase. L’objectif de ce travail est une revue
bibliographique sur le réle des enzymes hydrolytiques dans le développement des candidoses et les effets

qui peuvent influencer 1’activité de ces enzymes.

Mots clés : Candida spp, les Candidoses, facteur de virulence, phospholipase, protéase, estérase,
hémolysine.

Summary: The role of lytic enzymes in the pathophysiology of candidiasis.

Candidiasis is the most common fungal disease in humans caused by various species of yeast such as
fungi belonging to the genus Candida. The most common species is Candida albicans. The development
of this candidiasis is linked to several virulence factors including the production of hydrolytic enzymes.
These extracellular hydrolytic enzymes facilitate commensal and pathogenic characteristics such as
attachment to host tissue and cause disruption of the host cell membrane. The main enzymes produced by
Candida are SAPs (secreted aspartyl protease), phospholipase, hemolysin and esterase. The objective of
this work is to review the literature on the role of hydrolytic enzymes in the development of candidiasis

and the effects that can influence the activity of these enzymes.

Keywords : Candida spp, Candidiasis, virulence factor, phospholipase, protease, esterase, hemolysin.
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Introduction

Au cours des dernieres decennies, les infections fongiques causées par les levures du genre
Candida sont devenues un probleme de santé majeur, entrainant une mortalité et des colts
médicaux éleveés pour les gouvernements et les patients hospitalisés [(Nami et coll., 2018) ;
(Sakagami et coll., 2019)].

Les candidoses sont les infections fongiques opportunistes les plus courantes. Ces infections
sont associées a diverses manifestations cliniques allant des infections superficielles aux
infections disséminées (Kullberg et Arendrup, 2015).

De nombreux facteurs contribuent a l'augmentation des infections fongiques tels que les
procédures meédicales invasives, les pose cathéters, la nutrition parentérale totale, la
ventilation mécanique ainsi que I'utilisation d'antibiotiques a large spectre pendant de longues
périodes (Ha et coll., 2011).

La physiopathologie de la candidose implique la transformation de la levure Candida d'un état
saprophyte symbiotique vers un état de pathogéne virulent. Cette transition est en rapport avec
I’expression de programmes de virulence favorisée par des modifications environnementales
et entretenue par le développement d’une réponse immunitaire inappropriée, voire facilitatrice

de I’hote (Poissy et coll., 2015).

La capacité de 1’espéce Candida a infecter plusieurs niches d'hdtes est étayée par un large
éventail de facteurs de virulence dont la capacité de transition morphologique entre les formes
levure et hyphe, I'expression d'adhésines a la surface cellulaire, la formation de biofilms, les
échanges phénotypiques et la sécrétion d'enzymes hydrolytiques [(Nichollset coll.,
2011) ;(Pammi et coll., 2013)].

Ces enzymes hydrolytiques sont des hydrolases lipolytiques qui auraient pour fonction de
faciliter les caractéristiques commensales et pathogénes telles que I’attachement aux tissus de
I'nbte et la rupture de la membrane de la cellule héte (Sanita et coll., 2014). Les
phospholipases, les aspartyl proteinases, les lipases et les hémolysines sont les hydrolases

sécrétées les plus couramment par Candida spp (Ghannoum, 2000).

Plusieurs travaux réalisés au sein du laboratoire antibiotiques antifongiques ; physicochimie,
synthese et activité biologique [(Boucherit et coll., 2011), (Seddiki et coll., 2013), (Seghir et
coll., 2017)] ont montré I’émergence de plusieurs espéces de Candida spp dans les centres
hospitaliers de 1’ouest Algérien. Par ailleurs, une étude en cours mené par 1’équipe du Pr Sari-
Belkherroubi a confirmé la présence de ces Candida non albicans au centre hospitalo-

universitaire de Tlemcen, et que les souches isolées sont productrice d’enzymes lytiques

)


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.14949#jam14949-bib-0103
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.14949#jam14949-bib-0056
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(résultats en cours de publication). C’est pourquoi nous avons entrepris cette revue

bibliographique sur le rle des enzymes lytiques dans la physiopathologie des candidoses.
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Les candidoses sont des mycoses cosmopolites provoquées par des champignons levuriformes
commensaux appartenant au genre Candida. L’espéce la plus courante est Candida albicans,
un constituant normal de 1’intestin humain, de la cavité buccale et de la microflore vaginale

(Essendoubi, 2007).

Les candidoses sont les infections fongiques opportunistes les plus courantes, cela est dd a
I'ubiquité de ces organismes et du nombre croissant de patients présentant des facteurs de
risque [(Lan et coll., 2017) ; (Shiranie et coll., 2017)]. Elles peuvent étre superficielles
(cutanées, cutanéomugqueuse chronique, onychomycose) ou profondes (candidose invasive et
hépatospléniques) (Guarana et Nucci., 2018).

1. Les candidoses superficielles

La candidose superficielle est la manifestation clinique la plus fréquente. Souvent bénignes,
elles sont trés variées et peuvent toucher les surfaces épidermiques et les muqueuses telles que
la cavité buccales, le pharynx et I’cesophage (Wenying et coll., 2016).

1.1. Les candidoses cutanées et unguéales

Ces candidoses des plis se manifestent par un érytheme. Elles sont favorisées par 1’obésité,
I’humidité et une mauvaise ventilation (Wolf et coll., 2011). Ces candidoses provoquent des
infections au niveau des grands plis appelées intertrigo des grands plis (plis inguinaux,
axillaires, sous mammaires) et D’intertrigo au niveau des petits plis concerne les plis
interdigitaux palmaires (Denise, 2020).

Les onychomycoses a Candida sont caractérisées par des onyxis qui siegent essentiellement
au niveau des mains. Ces derniers sont associés a une réaction inflammatoire de I’ongle

appelée périonixys (Angora et coll., 2018).

Aux pieds plus exceptionnellement aux mains 1I’onyxis est souvent primaire, il commence sur
le bord libre ou les bords latéraux de la lame qui devient friable, blanchatre, verdatre ou méme

franchement noire (Borradori, 2017).

1.2. Les candidoses des muqueuses

1.2.1. Les candidoses digestives

L'eesophage est la localisation la plus commune des candidoses digestives, mais celles-ci
peuvent intéresser tout le tube digestif de I'estomac jusqu'au colon (Anofel, 2014).

Parmi les affections digestives on distingue :

-La candidose orale : c’est une infection des muqueuses buccales, également connu sous le

nom de candidose buccale ou bien le muguet buccal. Ce sont des affections courantes en

.
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médecine dentaire elles représentent une partie importante des lésions des mugueuses
buccales, les patients peuvent signaler une certaine sécheresse buccale, une irritation ou une
géne lors de la déglutition [(Born, 2013) ; (Ahmad et coll., 2020)].

Une étude d’Ahmed et coll (2020) ont montré que les prothéses dentaires incorporées dans
des nanomatériaux peuvent étre administrées aux patients a risque de candidose buccale.

-La candidose cesophagienne

L’cesophagite causée par Candida albicans est le plus souvent superficiel, ¢’est une maladie
définissant le SIDA, les hémopathies malignes, les patients transplantés et chez les patients
présentant des comorbidités telles que diabéte, consommation d'alcool et tabagisme,
antibiothérapie, corticothérapie, chimiothérapie, radiothérapie, lésions de I'cesophage
supérieur et vieillesse [(Robertson et coll., 2013) ; (Mohamed et coll., 2019)].

1.2.2. Les candidoses uro-génitales

La vulvo-vaginite est une affection courante dans le domaine de la santé des femmes. Elle
représente environ 10 % des consultations en cabinet chaque année et touche presque toutes
les femmes a un moment donné de leur vie (Li, 2021). Elle se caractérise par des pertes
généralement de type caillé, mais elles peuvent aussi étre fines et aqueuses et des levres
érythémateuses et gonflées (Li, 2021).

La balanite et balano posthie est une candidose génitale rares chez les hommes et due a une
contamination sexuelle, avec des lésions le plus souvent régressives (Li, 2021). Elle se
caractérise par les placards érythémateux prurigineux parfois érosifs, couverts d'un enduit
blanchatre, a la périphérie et une collerette épithélial (Chaine et coll., 2014). Généralement
favorisée par des facteurs généraux tels que l'obésité, la prise d'antibiotiques, en particulier le
diabete (Lin, 2020).

1.2.3. Les candidoses cutanéo muqueuses chroniques

Les candidoses cutanéo muqueuses chroniques (CMC) sont des infections relativement rares
qui se caractérisent par une persistance ou récidive des infections de la peau, des ongles et
des muqueuses (Baghad et coll., 2019).

La CMC est associée a un défaut de I'immunité des cellules T helper 17 (Th17) ou a une
perturbation des cytokines IL-17 et IL-22. Elle est egalement associée a des défauts impliqués
dans la différenciation des cellules Th17 de reconnaissance des Candida (comme la mutation
de STAT1) et la signalisation de I'lL-17 (Sparber et coll., 2019).

.



2. Les candidoses profondes

La candidose invasive est une infection émergente étroitement liée aux progres de la
technologie médicale et est largement reconnue comme une cause majeure de morbidité et de
mortalité dans le milieu des soins de santé causée par le genre Candida (Pappas et coll.,
2018). Sur le plan nosologique, on définit une candidose profonde lorsqu’il y a au moins un

organe profond touché (Anofel, 2014).

Les infections invasives a Candida spp représentent la 3*M cause la plus fréquente
d’infections sanguines nosocomiales (Whibley et coll., 2015).La candidose chronique
disséminée est une complication séveére avec une morbidité et une mortalité élevée chez les
patients atteints d'hémopathies malignes ayant subi une chimiothérapie (Rammaert et coll.,
2012). Elle se caracterise par une infiltration profonde du tissu de la cavité buccale par les
hyphes du champignon, qui concerne principalement le foie et la rate [(Lewis et coll.,

2017) ;( Hellstein et coll., 2019)].

Les moyens thérapeutiques disponibles dans la lutte contre les infections & Candida sont
restreints contrairement au grand nombre d’antibiotiques accessibles. La quantité
d’antifongiques disponibles pour cibler les mycoses médicales reste limitée & un petit nombre
malgré les avancés de la recherche (Gulati et Nobile, 2016). En effet, il n’existe
actuellement que quatre classes d’antifongiques : les polyenes (amphotéricine B), les
pyrimidines analogues (5-fluorocytosine), les dérivés azolés (fluconazole) et enfin, les

échinocandines (caspofongine) (Maubon et coll., 2014).

ECHINOCANDINS AZOLES

c

== Cell wall 22000000 Plasma membrane

FKS1-2 6:9 Ergosterol
Figure N°1 : Cibles des différentes classes d'antifongiques systémiques (Maubon et
coll., 2014).

]
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2. Structure cellulaire de la levure Candida

Les levures du genre Candida sont des organismes eucaryotes unicellulaires possédant un
noyau entouré d’une membrane nucléaire, un réticulum endoplasmique, des vacuoles et des
mitochondries (Larcher, 2015) (Figure N°2). La membrane plasmique est riche en lipides
dont I’ergostérol, et la paroi entourant la membrane est composee de protéines, de chitine et

de sucres dont les mannanes et les glucanes (Hofs et coll., 2016) (Figure N°3).

Membrane plasmique

Mitochondrie

Cicatrice de
bourgeonnement

Figure N° 2 : Schéma d'une cellule de levure (Larpent et coll., 1997).

Chitine
B(1-6)-glucanes ~ @ Glucanes
Glycoprotéines
Parol
B(1-3)-glucanes
Membrane
plasmique

Ergostérol

Figure N°3 : Organisation cellulaire de la paroi (Diamond et coll., 1999).

Le mannane est un composant important de la matrice de la paroi ou il représente environ

40% des polysaccharides. C’est un polymére de mannose lié a des protéines par des liaisons




covalentes. De plus, étant donné que la couche externe de mannane recouvre les couches
internes de la paroi cellulaire, il a été décrit comme étant important dans I'évasion
immunitaire dissimulant les f-glucanes de la détection immunitaire de I'néte (Hernandez-
Chavez et coll., 2017 ).

Les glucanes sont les constituants majeurs du squelette pariétal (60% du poids sec de la
paroi), ils conferent une forte résistance a la levure mais jouent aussi un role dans 1’adaptation
de la cellule aux variations de son environnement. Le B-1,3- glucane forme de longues
chaines de glucoses liés en B-1,3 avec pour certaines des ramifications latérales en B-1,6
(Gow et coll., 2011).

La chitine se présente sous la forme de polyméres de N-acétylglucosamine (plus de 2000
résidus) reliés par liaisons B-1,4. Les chaines de chitines sont reliées entre elles par des ponts
hydrogéne pour former un réseau tridimensionnel de microfibrilles au-dessus de la membrane

dans la couche la plus profonde de la paroi (Ruiz-Herrera et coll., 2006).

Les lipides pariétaux retrouvés en faible proportion au niveau de la paroi (1 a 7%),
participent a la rigidité de la paroi. Les principaux lipides sont représentés par des

triglycérides, des phospholipides et des stérols (libres ou estérifiés) (Mille et coll., 2004).

Un glycolipide intéressant a été identifié au niveau de la paroi de C. albicans : le
phospholipomannane (PLM). Sa structure varie en fonction des conditions de pH et de

température mais aussi en fonction de 1’isolat clinique (Trinel et coll., 2005).

De plus, le PLM est un fort stimulus inflammatoire qui déclenche la production de cytokines

inflammatoires (IL-6 notamment) par les macrophages (Jouault et coll., 2003).

Les protéines pariétales majeures chez Candida spp sont des protéines a ancre GPI
(Glycosyl Phosphatidyl Inositol) qui permet leur liaison a la membrane plasmique (Albrecht
et coll., 2006).

Les protéines pariétales jouent un réle important dans la structure de la matrice, ces protéines
peuvent étre structurales, enzymatiques ou jouer un rble dans les interactions cellulaires.
Certaines participent au maintien du squelette cellulaire par association avec la chitine et les
B-glucanes. L’expression des protéines parictales est extrémement régulée notamment lors de

la transition levure-hyphe (Netea et coll, 2008).

.
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3. Principales espéces de Candida d’intérét médical

Les levures du genre Candida sont ubiquitaires présentes dans une grande diversité
d’environnements. Sur plus de 200 espéces composant le genre Candida seules quelques-unes
sont connues pour provoquer des infections opportunistes avec des taux de mortalité élevés
(candidose) [(Odds et coll., 2001) (Ferreira et coll., 2009)] (Figure N°4).

Candida albicans est I'espece de levure la plus importante et la plus connue du genre
Candida. Candida albicans est un ascomycéte diploide possédant deux paires de 8
chromosomes, responsable de plus de la moitié des infections a la fois superficielles et
systémiques (Mukherjee, 2015). Elle forme des colonies blanches, luisantes et lisses a bords
nets sur milieu sabouraud (Bouchara 2010).

Candida parapsilosis est une levure diploide possédant 14 chromosomes, caractérisée par son
affinité pour les cathéters. Responsable d’un large éventail de manifestations cliniques dont
les candidoses cutanées (intertrigo), d’onyxis (essenticllement des ongles des pieds) et les
candidoses profondes (Kallel et coll., 2016). Elle forme des colonies couleur créeme, luisantes
et lisses ou irrégulieres sur un milieu sabouraud (Bouchara, 2010).

Candida glabrata est une espece de levures haploide du genre Candida possédant 13
chromosomes, elle produit des colonies blanches lisses et luisantes sur un milieu sabouraud.
Cette espéce est a I'origine de 8% d’infections digestives et de candidose systémique
notamment chez les patients immunodéprimés (Ahmed et coll., 2014). Ces dernieres
décennies en raison de la pression des antifongiques azolés et sa sensibilité dose-dépendante a
ces molécules, son incidence a augmenté (Bouchara, 2010).

Candida tropicalis est un saprophyte de 1’environnement retrouvé dans 1’eau, le sol, I’air, les
céréales mais aussi chez certains mammifeéres. Cette levure diploide (10-12 chromosomes)
forme des colonies de couleur créeme, luisantes et plissées sur milieu sabouraud. Candida
tropicalis est a l’origine d’infection vulvo-vaginites et des candidoses systémiques
(Bouchara, 2010).

Candida krusei est un saprophyte de I’environnement (sol, eau, air), caractérisé par des
colonies blanches et mates, plates et séches a bords festonnés sur milieu Sabouraud. Cette
espéce est a I’origine de 4% des infections vulvo vaginites (Goémez et coll., 2020).

Candida kefyr est une levure pathogéne émergente provenant des produits laitiers fermentés
(fromages, yaourts), elle forme des colonies crémeuses de couleur blanche a créme et
translucides sur milieu Sabouraud. En clinique, C. kefyr est responsable de candidoses

profondes ou systémiques (Bouchara, 2010).

.
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Candida lusitaniae est une espéce de levures peu fréquente, produit des colonies blanches,
crémes, lisses et brillantes sur un milieu de culture. Candida lusitaniae est a 1’origine
d’infection disséminée (Mavor et coll., 2005).

Candida guilliermondii est une levure haploide issue du milieu extérieur ou elle est assez
répandue. Elle provoque des candidoses cutanées et des infections superficielles (intertrigo et
onyxis). Sur un milieu sabouraud elle forme de petites colonies lisses de couleur blanches ou
créemes (Cuenca et coll., 2002).

Candida dubliniensis est une espéce proche de C. albicans, impliqué dans des cas de
candidose orale chez des personnes infectées par le VIH. Elle produit des colonies blanches a

bords nets, luisantes et lisses sur milieu Sabouraud (Bouchara, 2010).

Figure N° 4: Caractéristique macroscopiques et microscopiques des principales
especes de Candida d'intérét médicales. (a) C.albicans, (b) C.parapsilosis, (C)
C.glabrata, (d) C.tropicalis, (e¢) C.krusei,(f) C .kefyr, (g) C.lusitaniae, (h)
C.guilliermondii et (i) C.dubliniensis ( Pascal et Marielle, 2016).
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4. Physiopathologie et facteurs de virulence

La physiopathologie des infections fongiques invasives fait intervenir une transition des
levures du genre Candida d’un état saprophyte commensal vers un état pathogene virulent
(Poissy, 2015).

Cette transition dépend de 1’équilibre entre les capacités de colonisation de la levure et

I’expression des facteurs de virulence. La candidose évolue en trois phases :

-Adhérence et colonisation.

-Invasion.

-Multiplication et survie chez I’hote.
La pathogenese de Candida spp dépend de I’expression de plusieurs facteurs de virulence tels
que la production d’adhésines, le thigmotropisme, le changement de morphologie
(Polymorphisme), la formation de biofilm et la production des enzymes hydrolytiques
(Deorukhkar et coll., 2014).

4.1.Production d’adhésines

Les Candida spp sont capables d’adhérer a différents substrats et tissus par 1’intermédiaire de
molécules dénommeées adhésines (Garcia et coll., 2011).

Candida albicans possede un grand nombre de récepteurs a sa surface qui lui permettent de
reconnaitre les cellules de son hote et de se fixer telles que Hwpl, Als, Eapl et Pgal [(Li et
coll., 2007) ; (Hashash et coll., 2011) ; (Mayer et coll., 2013)].

La famille de génes ALS code huit protéines de la paroi cellulaire (Als1-7 et Als9) qui sont
connues pour favoriser I'adhésion aux cellules épithéliales (Hoyer et coll., 2016).

Eapl est une protéine de la paroi cellulaire réticulée au glucane ancrée au glycosyl
phosphatidyl inositol. 1l joue un role & la fois in vitro et in vivo dans I'adhérence et le
développement de biofilm (L. et coll., 2007).

De plus, Pgal est une protéine a ancrage GPI de 133 acides aminés qui est non seulement
nécessaire pour l'adhésion et la formation de biofilm mais également pour maintenir lI'intégrité
de la paroi cellulaire (Hashash et coll., 2011).

D’autre part, la protéine de paroi Hwpl est une mannoprotéine liée de maniére covalente aux
B-1,6-glucanes de la paroi par sa partie C-terminale (Staab et coll., 2007). Cette protéine
specifique du stade hyphe chez C. albicans joue un réle important dans 1’adhésion aux tissus
(Sharkey et coll., 1999).

.
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4.2.La thigmotropisme

La thigomotropisme est la croissance hyphale directionnelle démontrée par Candida spp sur
des surfaces avec des topologies spécifiques (Mayer et coll., 2013). C'est un mécanisme
important pour augmenter la virulence de Candida spp, il aide a créer un biofilm sur les

surfaces abiotiques et a se propager dans le tissu hote (Viana et coll., 2020).

4.3.Le polymorphisme

Candida albicans est un champignon polymorphe qui peut se développer sous forme de
levure bourgeonnante, sous forme de cellules ellipsoides allongées avec des constrictions au
niveau des pseudohyphes ou sous forme d'hyphes vrais a parois paralléles (Mayer et coll.,
2013).

Le polymorphisme implique la transition de C. albicans d'une forme commensale a une forme
pathologique, qui dépend des changements de l'environnement dans lequel il se trouve.
[(Noble et coll., 2017) ;( Hanaoka et coll., 2020)].

4.4.La formation de biofilm

Un autre facteur de virulence important de Candia spp est sa capacité a former des biofilms
sur des surfaces abiotiques ou biotiques, ce qui entraine une morbidité et une mortalité élevées
(Tsui et coll., 2016). En général, le processus de développement du biofilm de Candida sp
peut étre divisé en quatre étapes : adhérence, initiation, maturation et dispersion (Figure N°5)
[(Blankenship et Mitchell, 2006) ; Lohse et coll., 2018)].

Plusieurs facteurs de transcription contrdlent la formation du biofilm, ceux-ci incluent les
facteurs de transcription Berl, Tecl et Efgl (Galdiero et coll., 2021).
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P

D. Dispersion

C. Maturation

Figure N°5 : Les différentes étapes de la formation d’un biofilm par Candida albicans
(Megha et coll., 2016).

4.5.La sécrétion d’enzymes hydrolytiques

Les enzymes hydrolytiques sont des hydrolases lipolytiques qui ont pour fonction de faciliter
les caractéristiques commensales et pathogénes telles que I’attachement aux tissus de I'hOte et
la rupture de la membrane de la cellule héte (Sanita et coll., 2014).

En raison de ces enzymes une invasion dans les surfaces des muqueuse et des vaisseaux
sanguins est possible et elles participent également a éviter la réponse immunitaire de I'hdte
[(Wibawa et coll., 2016) ; (Talapko et coll., 2021)].

Les principales enzymes produites par les Candida sont la SAPs (aspartyl protéase sécrétée),
la phospholipase, I'némolysine et I’estérase [(Sardi et coll., 2013) ;( Wibawa et coll., 2016)].
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5. La production d’enzymes lytique par la levure Candida

5.1.Les phospholipases

Les phospholipases (EC.3.1.1.4) sont des hydrolases qui hydrolysent les phospholipides
communs a toutes les membranes cellulaires en acides gras et autres substances lipophiles
(Mba et Nweze, 2020).

Selon la base de clivage de la liaison ester au sein d’une molécule phospholipide, ces enzymes
sont divisées en quatre groupes dont les acyles hydrolases (PLA, PLB) et les
phosphodiestérases (PLC et PLD) (Barman et coll., 2018) (Figure N°6).

PLG{EC 3.1.4.3)

]
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I
CH, -0OH
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Figure N°6 : Réaction d'hydrolyse enzymatique de la phospholipase C au niveau de la
premiere liaison phosphodiester (Ramrakhiani, 2011).

La sécrétion des phospholipases est un facteur important de virulence chez Candida spp, ces
enzymes sont impliquées dans l'adhésion et la pénétration dans les cellules hétes
(Ghannoum, 2000). La lyse membranaire du tissu de 1’hote provoquée par les
phospholipases facilite ’invasion tissulaire par Candida spp. Cela peut également permettre
d’exposer des récepteurs facilitant I’adhésion de Candida aux cellules de I’h6te (Ghannoum,
2000).

L’étude réalise par Tsai et coll (2013) a montré que la production de phospholipases est trés
élevée chez Candida spp, lors des Iésions tissulaires en raison de ses capacités de dégrader les
glycérophospholipides de la cellule hote.

En 2016, Jasim et coll ont trouvé que 40 sur 50 Candida spp avaient tendance a avoir une
activite positive de phospholipases.

Pour Pandey et coll (2018), les phospholipases sont exprimées par la majorité des isolats de
Candida non albicans tel que C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei et méme C. parapsilose.
D’autres auteurs, ont trouvé que 82,85% des souches de Candida albicans étaient de fortes

productrices de phospholipases (Melo et coll., 2019).
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En raison de son vaste role dans l'infection systémique, la production de ces enzymes peut
étre considérée comme l'un des principaux critéres qui distinguent les souches virulentes

invasives des souches non invasives chez Candida spp (Mba et Nweze, 2020).

5.2.Les protéinases

La protéinase ou la protéase est une enzyme importante qui clive la liaison peptidique au sein
des protéines. Il existe quatre catégories de protéinases: la sérine protéinase, l'aspartyl
protéinase, la cystéine protéinase et la métalloprotéinase (Mba et Nweze, 2020).

Chez Candida spp, se sont les aspartyles protéases (EC 3.4.2.3) qui sont fortement

synthétisées et sécrétées (Figure N°7).

E-.,Tr.nH Halog

e

Figure N°7 : Mécanisme d'action du clivage peptidique par la protéase aspartique
(Chamkant, 2010).

Cette famille d’enzymes protéolytiques, bien caractérisée chez Candida spp comporte 10
membres (Sapl — Sap10) de poids moléculaires variable entre 35 et 50kDa.

Les protéinases Sapl a Sap8 sont des exo-protéases, par contre Sap9 et Sap10 sont ancrées a
la paroi cellulaire [(Neglik et coll., 2003) ; (Cassone et coll., 2016)].

Par ailleurs, ’activité métabolique des enzymes SAP varie selon le pH du milieu. Sapl et
Sap3 ont une activité protéolytique maximale a pH acide tandis que Sap4 et Sap6 sont plus
actifs & pH neutre a Iégérement alcalin, ce qui induit des infections systémiques (Aoki et coll.,
2011).

Sap1-6 est essentiel pour I'adhérence, les lésions tissulaires et I'altération des mécanismes de
défense de I'n6te et le rble de Sap 7 dans la pathogénicité de Candida sp n'est pas
complétement compris alors que Sap 9 et Sap 10 sont essentiels pour maintenir I'intégrité de
surface régulatrice des cellules levuriennes (Deorukhkar et Saini, 2015).

Le role et I’action des Saps dans les processus d’invasion et de dommage tissulaires ont été

prouvés par le fait que 1’invasion est clairement inhibée par la pepstatin A (un inhibiteur des

aspartyl proteases) chez C. albicans (Dalle et coll., 2010).

&
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Le géne Sap a été observée chez plusieurs espéces de Candida non albicans notamment C.
parapsilosis et C. tropicalis, alors qu’il est absent chez C. glarbata. L’absence de ce géne
chez cette espece révéle son potentiel de virulence plus faible par rapport aux autres especes
de Candida (Kaur et coll., 2005).

Les protéinases sont exprimées par la majorité des isolats de C. albicans provenant de
différents échantillons cliniques [(Junqueira et coll., 2012) ; (Ramos et coll., 2014)]. De
plus, Ramos et coll en 2015 ont détecté que la majorité des Candida non-albicans isolées des
cas de candidose cutanée produisent du Sap.

La sécrétion des protéases est considérée comme I'un des principaux facteurs de virulence
associé a I’infection qui joue un réle important dans la croissance excessive de Candida
puisque ces enzymes ouvrent la voie a I’adhérence a I’hote (Hoyer, 2001).

En effet, les protéases aspartiques (Saps) contribuent a I’adhésion de Candida, & son invasion
et a la destruction du tissu immunitaire de I’hote. Ces enzymes sont capables de dégrader un
nombre important de protéines des tissus de 1’hote présentes au niveau des sites infectés
(Kadry et coll., 2018), telles que les immunoglobulines, les protéines du complément et
les cytokines ainsi que des composants des muqueuses tels que le collagene, la kératine et la
mucine [(Kumar et coll., 2006) ; (Bochenska et coll., 2016)].

5.3.Les estérases

Une autre famille d’enzyme hydrolytique est observée chez Candida celle des estérases. Les
estérases nommeées hydrolases carboxyl esters (EC 3.1.1.1) catalysent I’hydrolyse des liaisons
esters dans les esters d’acides gras a chaine courte des groupes acyle (Borchet et coll., 2017)
(Figure N°8).

Ces enzymes accentuent 1’invasion de Candida spp dans les tissus hotes et médiatisent les
interactions avec diverses enzymes [(Khedidja et Abderrahmane, 2011) (Pandey et coll.,
2018)].

En raison des utilisations répandues des enzymes lipolytiques dans divers applications, il y a
toujours un intérét pour les nouvelles estérases aux propriétés uniques (Borchet et coll.,
2017).

:
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Figure N°8 : Structure d'estérase carboxyle (Wen et coll., 2013).

Une étude réalise par Aktas et coll en 2002 a montré que toutes les souches de Candida
albicans cultivées sont productrices d’estérases.

En 2011, Williams et Lewis suggerent que le mécanisme de la virulence chez Candida spp
est d0 aux effets cytotoxiques de I'estérase dans les tissus de I'hdte. De plus, Pandey et coll
(2018) ont trouvé que 56,25 % des souches de C.albicans étaient de fortes productrices
d’estérase.

D’autre part, I’étude réalise par Fatahinia et coll (2017) a signalé C. glabrata comme le plus

faible producteur d'estérase chez les patients atteints de candidose vulvo-vaginale.

5.4.Les lipases

La lipase (EC 3.1.1.3) est I'une des enzymes produites par les pathogenes Candida spp, ces
enzymes catalysent 1’hydrolyse des liaisons esters dans les esters d’acides gras a chaine
longue des groupes acyle (Figure N°9).

En fonction des conditions du milieu, les lipases interviennent dans deux types de réaction :

I’hydrolyse et la synthése.
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Figure N°9 : Activité catalytique des lipases (Regil et Georgina, 2013).
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La production de lipases extracellulaires par les levures du genre Candida permet la
dégradation des lipides pour I'assimilation des nutriments et 1’adhésion aux tissus hétes. Elles
entrainent aussi le déclenchement de l'inflammation grace a sa capacité de dégrader les
microflores résidentes dans l'environnement immediat qui affecte les cellules du systeme
immunitaire (Khedidja et Abderrahmane, 2011).

En 2008, une étude effectuée par Paraje et coll a montré que la lipase produite par C.
albicans déclenche la cytotoxicité et facilite le dép6t lipidique dans les cellules du systeme
immunitaire.

D’autres auteurs, suggerent que la lipase sécrétée de C. parapsilosis favorise la survie des
cellules fongiques dans les macrophages et atténue la réponse inflammatoire de I'hdte (Toth
et coll.,, 2014).

5.5.Les hémolysines

Les hémolysines sont des facteurs de virulence cruciaux qui aident les Candida a survivre et a
persister dans I'n6te (Anil et coll., 2014). Candida spp est béta hémolytiques [(Chin et coll.,
2013) ; (Jasim et coll., 2016)]. La levure Candida utilise I’hémolysine pour perturber les
érythrocytes par la destruction de leur membrane cellulaire et la libération de leur teneur en
hémoglobine (source de fer) qui est employée par les Candida spp comme nutriments qui
contribuent a survivre et a persister au sein de I'hdte (Furlaneto, 2018). La capacité
d’assimiler le fer est une propriété importante pour la continuité des microorganismes et le
développement de I’infection. La plupart des organismes pathogenes tirent le fer de
I'hnémoglobine (Mba et Nweze, 2020).

L'activité hemolytique est un facteur de virulence potentiel qui aide a disséminer la candidose
et a faciliter I'invasion des hyphes (Tsang et coll., 2007).

La capacité d’exprimer les enzymes hémolytiques varie non seulement entre les différentes
espéces de Candida, mais également entre les souches de la méme espéce isolées de différents
sites (Weissman et Kornitzer 2004).

Rossoni et coll (2015) ont trouvé que C.glabrata présente une haute activité hémolytique par
rapport a Candida albicans.

Pandey et ses collaborateurs (2018) montrent que C. tropicalis présente une activité
hémolytique accrue par rapport a C. albicans.
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6. Les paramétres qui peuvent influencer la production d’enzymes lytiques

L’activité enzymatique de Candida peut varier en fonction de 1’espéce et de la source des
isolats (Mohandas et Ballal, 2008). Plusieurs facteurs peuvent influencer 1’activité
enzymatique des levures Candida, tels que la température, le pH, le glucose, certains ions,
dont Fe** ou certains composés (éthanol, n-butanol) (Wan et coll., 2015).

Wan et coll (2015), ont testé 1’effet de différentes concentrations de CaCl,, NaCl et KCI sur
la production d’hémolysine par les Candida spp. Les résultats ont montré que lorsqu'ils
étaient cultivés dans du CaCl,, NaCl ou KCI, [lactivitt  hémolytique
des isolats de Candida était réduite par rapport a leur culture en absence de ces sels. Ils ont
déduit que la présence de différents électrolytes a eu un effet négatif sur la production de
I'némolysine par C.albicans, C.tropicalis, et C. glabrata.

En 2015, Fatahinia et coll, ont évalué I’influence du diabéte sur 1’activité enzymatique de
C.albicans isolée de la cavité buccale par des dosages sur gélose au sang et des tests d’opacité
Tween 80. Les résultats ont montré que les activités estérasiques et hémolytiques de Candida
albicans chez les patients diabétiques sont supérieures a celles des sujets sains, mais certaines
especes telles que C. glabrata agissent de maniéere similaire a C. albicans dans le diabete.
D’autre part, une étude réalisée par Ravichandran et Muthuraman en 2016, visait a évaluer
I’efficacité d’extrait de feuilles de Lawsonia inermis (Henné) sur la production d’enzymes
par Candida albicans. lls ont testé I'effet de I’extrait de L. inermis sur l'activité enzymatique
de la protéase de C. albicans a deux concentrations différentes de 500g/ml et 750g/ml, et
I’activité phospholipase a été testé a une concentration de 300 g/ml de I’extrait. Ils ont
constaté que, pour des concentrations de 500g/ml 750g/ml et 300g/ml de D’extrait une
diminution de 27%, 33% et 44.5% de la production des enzymes, respectivement.

En 2018, Yang et coll, ont évalué les effets antifongiques de la dioscine (une saponine
stéroidienne qui pourrait étre isolée d'herbes médicinales et de légumes du genre Dioscorea
sur la formation et le développement du biofilm, ainsi que des facteurs de virulence tels que
I'adhésion, la transition morphologique et la production d'enzymes extracellulaires de
Candida albicans par des tests in vitro et une analyse statistique. Ils ont déduit que la dioscine
a inhibé de maniere marquante la production d'enzymes extracellulaires hydrolytiques de
Candida albicans.

Pour étudier l'effet du changement de pH et de température sur I’activité hydrolytique.
Tefiani et et coll (2020), ont testé I’activité de phospholipase, estérase et de protéase de 14

souches de C. albicans dans différentes conditions de pH et de température. Les résultats ont

.
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montré que le pH et la température ont un effet sur la production de phospholipiase et de
protéinases.

Une autre étude réaliser cette fois-ci par Erum et coll (2020), visait a étudier la corrélation
entre la résistance aux agents antifongiques et la virulence de C. albicans. Ils ont examiné le
niveau de production de phospholipase dans les souches de C. albicans résistantes et sensibles
au fluconazole. Ils ont trouvé que la majorité (83,33 %) des levures résistantes
au fluconazole ont produit de la phospholipase tandis que seul 35,42% des souches sont
sensibles au fluconazole et produisent de la phospholipase. Ils ont déduit qu’une production
élevée de phospholipase était corrélée a la resistance au fluconazole.

Partant les travaux Wan et coll (2015), Andalouci et Chetitah (2020 sous la direction du Pr
Sari-Belkherroubi L), ont évalué I’effet des sels NaCl et KCI sur la production d’hémolysine
chez Candida glabrata , Candida tropicalis et Candida famata . Les résultats ont montré que
plus la concentration en NaCl augmente, plus P’activit¢é hémolytique augmenté. Cette
augmentation varie d’un facteur de 0.23 a 0.42 chez C.glabrata, de 0.43a 0.28 chez
C.tropicalis et de 0.45 a 0.38 chez C.famata et ce pour des concentrations en NaCl de 1%, 5%
et de 25% respectivement. Pour KCI les résultats ont montré que plus la concentration en KCI
augmente, plus I’activité hémolytique augmente chez C.tropicalis. Cette augmentation varie
d’un facteur de 0.22 a 0,31 lorsque la concentration passe de 1% a 5%. D’autre part, ils ont
remarqué que la plupart des souches C. glabrata perdent leur activité hémolytique en
présence de 25% de KCI tandis qu’une inhibition totale de croissance observé chez C.famata.
Alors que plus la concentration en KCI augmente plus 1’activité hémolytique de C.famata et

C.glabrata diminue.
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Les protocoles expérimentaux pour évaluer I’activité enzymatique

1. Recherche de la production de phospholipases
L’activité phospholipase est examinée selon la méthode de Samaranayake et coll (1984).A cette fin, le
milieu suivant est préparé comme suit, 13 g de sabouraud dextrose agar (SDA), 11.7 g de NaCl, 0.11 g de
CaCl, dans 184 ml de I’cau distillée. Cette préparation est mise 1’autoclave pendant 20 min a 120°C
.Ensuite, 20 ml du surnageant du jaune d’ceuf obtenu apres centrifugation a 3000 g pendant 10 min a 4°C
sont ajoutés au milieu préparé précedemment. Un volume de 10 pl de I’inoculum (10%cellule / ml) est
déposé sur la surface de la gélose au jaune d’ceuf déja coulée dans les boites de pétri (laisser sécher a
température ambiante).Ces dernieres sont ensuite incubées & 37°C pendant 72 heures.
Selon Price et coll (1982), les niveaux d’activité des enzymes hydrolytiques sont établis selon une
gamme d’indices Pz. La zone de précipitation Pz est déterminée avec la formule décrite ci-dessous :
Pz= Diametre de la colonie (cm) / (Diamétre de la colonie (cm) + la zone de précipitation (cm))
Tous les indices d'activité enzymatique ont été classés comme suit:
-Pz = 1, activité négative (-).
-0,64 <Pz <0,99, positif.
-Pz < 0,64, fortement positifs.

2. Recherche de la production de protéases

Pour la détection de la production de protéase, la méthode d’Aoki et coll (1990) est utilisée. Le milieu est
une gélose qui contient du sérum d’albumine bovin (BSA). Pour cela, 0.04 de MgSQO., 0.5 de K;HPO,, 1
g de NaCl, 0.2 g extrait de levure séchée, 4 g de glucose et 0.5 g BSA sont dissoutes dans 60 ml de
I’eau distillée. Apres avoir ajusté a ph =3.5. Cette solution est stérilisée par filtration en utilisant des
microfiltres de 0.22 pl .Puis mélangé a 140mL d’agar fondue stérile. 10 pl de I’inoculum de la suspension
de levure (10° cellules / ml) sont déposées sur la gélose. Les boites sont incubées & 37°C pendant 7 jours.

Les niveaux d’activité des protéases sont établis selon la gamme d’indices Pz (Price et coll., 1982).

3. Recherche de la production d’estérases
La production d’estérases est évaluée a I’aide du test d’opacité a tween 80 selon la méthode décrite par
Slifkin (2000). Le milieu de culture est constitué de peptone (10 g), NaCl (5g), CaCl, (0.1g) et 15 g d’agar
sont dissous dans 1’eau distillée. Le milieu est laissé se refroidir (50°C), ensuite 5 ml de Tween 80 stérile
lui sont ajoutés. 10 pl de I’inoculum sont déposés sur la gélose coulée dans les boites de pétri. Les boites
sont laissées pour séchage avant incubation dans 1’é¢tuve a 37 °C pendant 10 jours. La présence d’un halo
opaque autour des colonies, observé sous lumiere est considérée comme une activité estérase positive (+).

4. Recherche de la production d’hémolysine

Selon Manns et coll (1994) pour déterminer I'activité hémolytique, 7 ml de sang de mouton frais sont été

ajoutés a 100 ml de milieu gélose Sabouraud dextrose. Ensuite, 10 pL de Iinoculum (10°cellules / mL)
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Les protocoles expérimentaux pour évaluer I’activité enzymatique

sont déposees sur le milieu en boite de pétri. L'incubation se fait a 37 ° C pendant 48 h. La présence d'un

halo translucide distinctif autour de la colonie indique une activité hémolytique positive.
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CONCLUSION GENERALE




Conclusion générale

Les levures du genre Candida représentent la cause la plus fréquente de 1’infection fongique humaine.

Cette tendance est d’autant plus importante chez les patients immunodéprimés mais aussi chez ceux

présentant des facteurs de risques tels qu’un age avancé. Les enzymes hydrolytiques extracellulaires sont

considérées comme un important facteur de virulence qui se traduit dans la pathogénie de Candida.

L’objectif que nous nous sommes fixés pour cette revue bibliographique est de faire le point sur le réle

des enzymes hydrolytiques dans la physiopathologie des candidoses.

Il ressort que :

La dioscine et I’extrait de feuille Lawsonia inermis peuvent étre considérées comme des sources

potentielles pour le développement d'un médicament anti-candidat.

La concentration glycémique et la présence des électrolytes font partie des facteurs qui influencent
la production d’hémolysine chez Candida spp.

L’activité de phospholipases et de protéase peut étre influencée par les variations du pH et de la
température contrairement aux estérases.

Plus la résistance au fluconazole augmente plus la production de phospholipase augmente chez
Candida spp.

L’activité hémolytique varie en fonction des concentrations en NaCl et KCI chez C.glabrata,

C.famata et C.tropicalis.
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