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Résumé :

Les candidoses buccales sont extrémement fréquentes. Elles sont habituellement dues a
la prolifération de Candida albicans, germe saprophyte devenant opportuniste lorsque les
conditions locales deviennent favorables a sa croissance. L’objectif de la présente étude
est d’établir I'épidémiologie des levures du genre Candida dans la cavité buccale et
d’étudier leur sensibilité a un antifongique de référence, I'amphotéricine B.
Les prélévements étaient effectués au mois de février 2020 sur des volontaires sains ne
présentant aucune lésion buccale.

Les résultats obtenus ont montré que parmi les 18 prélévements effectués, 38,9% sont
altérés par les levures, principalement Candida albicans (71,42%), Candida krusei
(14,29%), et Candida glabrata (14,29%). Le sexe masculin et 'dge sont les facteurs de
risque qui ont accompagné les cas d’infections.

Les tests de sensibilité a 'amphotéricine B ont révélé que toutes les souches de
C. albicans sont sensibles a I'amphotéricine B avec des CMI comprises entre 0,125 et
0,5ug/mL apres 24 et 48 heures d’'incubation a 35°C.

Mots-clés: mycoses buccales, Candida albicans, antifongiques, amphotéricine B.

Abstract:

Oral yeast infections are extremely common, usually due to proliferation of Candida
albicans, a saprophytic germ that becomes opportunistic when local conditions become
favorable for its growth. The objective of this study was to make the epidemiology of
yeasts of the genus Candida in the oral cavity and to study their sensitivity to a reference
antifungal, amphotericin B. The samples were taken in February 2020 from healthy
volunteers without oral lesions.

The results obtained showed that among the 18 samples taken, 38.9% were altered by
yeasts, mainly Candida albicans (71.42%), Candida krusei (14.29%), and
Candida glabrata (14.29%), male gender and age are the risk factors that have
accompanied cases of infections.

Sensitivity tests revealed that significant all the Candida albicans strains are sensitive to
amphotericin B with MICs between 0.125 and 0.5ug/mL after 24 and 48 hours of
incubation at 35 ° C.

Keywords: Oral yeast infections, Candida albicans, antifungal, amphotericin B.
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Premiére partie Synthése bibliographique

Les mycoses sont des infections fongiques causées par des champignons
levuriformes ou des  micromycétes. Elles peuvent étre systémiques ou

superficielles touchant I'épiderme et les muqueuses.

Les mycoses superficielles se situent a la quatrieme place parmi les infections
dermatologiques les plus répandues dans le monde (Hay, 2017). Elles affectent
20 a 25% de la population mondiale et leur incidence ne cesse d’augmenter.

La part des candidoses est estimée a 80% (Ameen, 2010).

Les candidoses superficielles sont des affections cosmopolites causées par des
levures appartenant au genre Candida qui regroupe de nombreuses especes.
La principale espece pathogene est Candida albicans. Elle est responsable de
54,3% de mycoses superficielles bien que d'autres especes soient de plus en plus
isolées. Il s’agit de Candida glabrata (16%), Candida parapilosis (14,9%), Candida
tropicalis (8,2%) et Candida krusei (1,6%) (Mujica et coll., 2004).

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie, diploide
possédant un matériel génétique répartit en huit chromosomes et se reproduit de
facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d'une cellule mére ou
blastospore formant ainsi des colonies blanches crémeuses. Sur le plan
morphologique, elle peut mesurer de 3 a 15um, et est caractérisée par un
polymorphisme que l'on peut retrouver in vitro et in vivo et qui lui permet

d’échapper aux défenses liées a I'immunité cellulaire (Eggimann et coll., 2003).

C’est une levure commensale qui colonise couramment les revétements cutanés
et les muqueuses humaines telle que les muqueuses de la cavité buccale ou elle
coexiste avec diverses espéces microbiennes assurant ainsi un équilibre
dynamique (Morales et Hogan, 2010). Cependant, le passage de [état
commensal a l'état opportuniste releve de divers phénomenes. Certaines
modifications de [I'écosystéeme bucco-pharyngée accélerent le processus
(flore, pH, imprégnation hormonale) ; Candida albicans posséde une remarquable
aptitude pour mettre a profit ce déséquilibre et devenir pathogene (Hube, 2015).

En effet, cette levure posséde différents facteurs de virulence qui sont :
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-Dimorphisme cellulaire: Candida albicans existe sous quatre formes
morphologiques : les blastospores ou blastoconidies qui représentent la forme la
plus courante de multiplication de Candida albicans saprophyte. En présence de
conditions favorables, cette levure peut changer de morphotype et passer a la
forme mycelium ou pseudo-mycelium nécessaires a l'invasion des tissus et des
organes de I'héte. lls sont rencontrés dans les tissus infectés. En fin, les
chlamydospores ou chlamydoconidies qui correspondent a la forme de résistance
de C. albicans et participent & son identification au laboratoire. Elles sont rarement
mises en évidence in vivo. Les chlamydospores ont la particularité d'étre
acidophiles et acido-résistantes [(Cole et coll., 1991) ; (Sudbery et coll., 2004)].
(Figure N°1).
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Figure N°1: Transitions morphologiques chez Candida albicans
(Ernest, 2000)

-Adhérence aux cellules épithéliales et invasion tissulaire : 'adhésion de
Candida albicans aux cellules épithéliales est favorisée par la production
d’enzymes protéolytiques, alors que l'invasion tissulaire est due a une action

combinée des tubes germinatifs et de la sécrétion d’enzymes protéolytiques qui va
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provoquer une désorganisation de l'architecture de la muqueuse buccale et la

création de bréche ou les mycéliums vont s’infiltrer.

La survenue et le devenir d'une candidose refletent souvent I'état de santé du
patient. En effet, Candida albicans a été isolé de la cavité buccale de nouveau-nés
(45%) (Manning et coll., 1985), d’enfants sains (45 a 65%) (Berdicevsky et coll.,
1984), d’adultes sains (30 a 45%) (Lucas, 1993), de porteurs de protheses
amovibles (50 a 65%) (Arendorf et coll., 1980), de patients hospitalisés
(65 a 88%) (Cumming et coll., 1990), et de patients leucémiques traités par
chimiothérapie (90%) (Rodu et coll., 1988).

La prise en charge des candidoses buccales est basée en premiére intention, sur
I'utilisation d’antifongiques topiques. Les antifongiques systémiques peuvent étre
utilisés pour traiter des candidoses buccales plus étendues. Trois principales
classes d’antifongiques sont utilisées :

-L’amphotéricine B (Fungizone®) : c’est un antifongique de la famille des
polyénes. Il représente le traitement topique de référence des candidoses
oropharyngées malgré sa toxicité et ses effets secondaires bien connus (Laniado-
Laborin et coll., 2009).

Son spectre d’action couvre la plupart des espéces pathogénes pour 'lhomme
(Canuto et coll., 2002), son efficacité est trés élevée sur C. albicans, en revanche
elle n’est pas établie pour Candida guilliermondii, qui lui est naturellement
résistant (Kettani, et coll., 2006). Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
de 'amphotéricine B vis-a-vis de C. Glabrata et C. krusei sont supérieures a celles
de C. albicans (Ellis, 2002).

-Les dérivés azolés : Il s’agit d’antifongiques issus de la synthése chimique.
Leur mécanisme d’action repose sur l'inhibition de la biosynthese de I'ergostérol et
la modification de la perméabilité membranaire aboutissant a une accumulation de
lanostérol conduisant a un ralentissement de la croissance suivi de la mort
cellulaire. Les dérivés azolés peuvent inhiber également d’autres enzymes telles
gue la cytochrome C peroxydase et la catalase ce qui induit une accumulation de
concentrations toxiqgues d'eau oxygénée dans les cellules fongiques
(Masia et Gutierrez, 2002).
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Les dérivés azolés utilisés pour le traitement des mycoses superficielles sont
exclusivement représentés par les imidazolés en raison de leur efficacité et de leur
innocuité. lls agissent sur I'ensemble des agents responsables de mycoses
cutanéo-muqueuses, Candida sp., dermatophytes et Malassezia sp.. lls agissent
également sur les bactéries Gram positif ce qui est une propriété intéressante
pour les mycoses surinfectées. Les résistances sont rares pour ces antifongiques
(Coudoux, 2006).

-Les échinocandines : c’est une classe d'antifongiques faisant partie des
polypeptides. lls agissent en inhibant de fagcon non compétitive la B-1,3-glucane
synthétase, impliquée dans la polymérisation et la syntheése des glucanes de la
paroi des champignons. Cette diminution de glucanes entraine une fragilisation de
la paroi aboutissant a une instabilité osmotique et donc la mort cellulaire
(Chabasse et coll., 2006).

Il est & noter que la surutilisation des antifongiques a large spectre pour le
traitement des mycoses cutanéo-muqueuses peut étre a 'origine de I'émergence
de souches de Candida moins sensibles (Srivastava et coll., 2018).
Cette résistance constitue une menace sérieuse pour '’homme, elle est liée a un

taux de mortalité supérieur a 80% dans le monde (Alanio, et coll., 2014).

La prise en charge de ces infections nécessite une rigueur dans la démarche
diagnostique et thérapeutique. De plus, le traitement probabiliste sans diagnostic
biologique avec des molécules a large spectre en premiere intention pourrait étre

a l'origine d’une résistance aux antifongiques.

Par ailleurs, De nombreuses études se sont intéressées aux candidoses invasives
ou profondes qui entravent directement le pronostic vital, contrairement aux
candidoses cutanéomuqueuses qui n’ont pas suscitées beaucoup d’attention et
dont I'épidémiologie reste mal connue et est basée sur des études anciennes.
C’est pourquoi, nous avons entrepris cette étude dont I'objet est de rechercher les
levures du genre Candida dans la cavité buccale des volontaires sains
(ne présentant pas de pathologies bucco-dentaires apparentes), et étudier le profil

de sensibilité des souches isolées a 'amphotéricine B.
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Ce ftravail a été réalisé au laboratoire « Antibiotiques Antifongiques : physico-
chimie, synthése et activité biologique (LapSab) » de I'université Aboubekr Belkaid
de Tlemcen.

1. Prélevements

Les prélevements sont effectués au cours du mois de février 2020 sur des
volontaires sains, ne présentant pas de mycoses buccales apparentes, par
écouvillonnage de la langue, des dents et de la paroi buccal.

Apres prélevement, les écouvillons sont introduits dans des tubes stériles
contenant 5mL de bouillon Sabouraud puis placés dans une étuve a 35°C pendant
24, 48 voire 72 heures.

2. Isolement et purification

A partir des tubes présentant un trouble, des boites de Pétri contenant de la
gélose Sabouraud sont ensemencés, puis incubées pendant 24 a 48 heures a
35°C afin de rechercher les levures. La purification des souches se fait par

passages successifs sur gélose Sabouraud.

3. Identification des souches

L’identification des souches isolées est réalisée par CHROM-Agar™ Candida, par
test de Blastése ou test de filamentation des levures dans le sérum humain et la

recherche de chlamydospores sur milieu RAT (Rice Agar Tween).

Les levures identifiées sont conservées sur gélosé Sabouraud inclinée en tube a
4°C.

3.1.Test de CHROM-Agar™

Le CHROM-Agar™ Candida, est un milieu sélectif qui colore spécifiquement les
trois principales classes de levures du genre Candida. Les colonies de
Candida albicans sont ainsi repérées par une coloration vert-turquoise sur ce
milieu. Candida tropicalis donne sur CHROM-Agar™ Candida, des colonies avec
une couleur bleue, Candida krusei des colonies couleur prune de grande taille
avec un relief irrégulier, Candida glabrata des colonies roses/blanches et toutes

les autres espéces des colonies blanchatres.
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Des boites de Pétri contenant du CHROM-Agar™ Candida sont ensemenceées par

stries puis placées dans une étuve a 35°C pendant 48 heures.

3.2.Test de chlamydosporulation (Drochey et Vieu, 1957)

Une colonie de levure est prélevée puis ensemencée par stries sur gélose Rice
Agar Tween (RAT) en créant de fentes dans la surface de la gélose a I'aide d’un fil
de platine. La zone ensemencée est recouverte d’'une lamelle couvre-objets stérile
puis incubée a 30 °C pendant 48 heures. La présence de chlamydospores (spores
globuleuses de 10 a 15um entourées d’'une paroi épaisse) est mise en évidence

par observation au microscope optique au grossissement x40.

3.3.Test de Blastése (Bouchet et coll., 1989)

La souche a tester est ensemencée dans 1mL de sérum humain, puis incubée a
37°C pendant 3 a 4 heures. Une observation de la suspension au microscope
optique (Objectif 40x) est réalisée pour mettre en évidence la formation des tubes

germinatifs.

4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CLSI M27 A3,
2008)

4.1. Préparation de I’antifongique

Nous avons utilisé un antifongique systémique de référence, 'amphotéricine B
(Sigma). La solution mére de l'antifongique est préparée en extemporané par
dissolution de lI'amphotéricine B dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a une

concentration de 1,6mg/mL.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 'amphotéricine B vis-a-vis des
souches étudiées sont déterminées par la technique de microdilution sur
microplaque selon le protocole standard de Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) publié en 2008 dans le document M27-A3 qui recommande le
milieu Roswell Park Memorial Institute, (RPMI 1640) (sigma) tamponné a pH 7.
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4.2. Préparation de I'inoculum

A partir d’'une culture de 24 heures sur gélose Sabouraud, nous avons préparé
une suspension levurienne de 3.10° cellules/mL dans I'eau physiologique stérile a
8,5%0 par dénombrement sur cellule de Thoma. Cette derniere est ensuite diluée
au 1/50 puis au 1/20 dans le RPMI pour avoir une concentration finale de

I'inoculum égale a 1,5.102 cellules/mL.
4.3.Technique de microdilution sur microplaque

Dans les 96 puits dune microplaque contenant 100uL de [Iinoculum
(la suspension levurienne), nous avons ajouté 100uL de Ila solution
d’amphotéricine B a des concentrations finales allant de 16 a 0,03pug/mL. La
microplague est ensuite scellée puis incubée a 35°C pendant 24 et 48 heures. Les

CMI sont déterminées a I'ceil nu.
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La cavité buccale est la porte d'entrée de nombreux antigénes, mais elle est
également le lieu d'établissement de niches microbiennes. C'est le cas de la
levure dimorphique, Candida albicans, qui y réside de maniére symbiotique et
asymptomatique. Cependant, C. albicans est également l'agent étiologique des

candidoses buccales (Décanis, 2009).

En 1991, Soll et ses collaborateurs ont montré que plusieurs surfaces du corps
pouvaient étre colonisées chez un patient asymptomatique, notamment la

muqueuse buccale.

La présence de levure du genre Candida dans la cavité orale n’est pas synonyme
de pathologie. Chez de nombreuses personnes, Candida, et tout particulierement
Candida albicans, est un composant mineur de la flore commensale de la

mugueuse buccale saine (Laurent et coll., 2011).

Cependant, elle peut devenir systémique sous différentes conditions,
ce changement géneére la pathogénicité de la levure, on parle alors de

candidémie.

C’est pourquoi, nous avons entrepris cette étude qui consiste a rechercher, dans
un premier temps, les levures du genre Candida, responsables de mycoses
superficielles dans la cavité buccale et de déterminer, dans un second temps,

le profile des levures isolées a un antifongique de référence, 'amphotéricine B.
1. Identification des levures

Au cours du mois de février 2020, 18 prélevements sont effectués sur des
volontaires sains dont 9 hommes et 9 femmes. La mise en culture des
prélevements sur milieu Sabouraud a montré que 7 étaient positifs soit un taux de
38,8%.

La répartition des prélevements positifs par sexe est représentée sur le
tableau N°1.

10
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Tableau N°1 : Répartition des prélevements positifs par sexe

Nombre de Prélevements RPN
o Taux d’altération
positifs
Homme (N=9) 5 55,5%
Femme (N=9) 2 22,2%
Total (N=18) 7 38,8%

La figure N°2, représente la répartition des prélévements positifs par sexe et par

tranche d’age.
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Figure N°2 : Répartition des préléevements positifs par sexe et par tranche
d’age

Le tableau N°1 montre que le taux d’altération est de 55,5% chez les hommes et
de 22,2% chez les femmes. De plus, la figure N°2 révele que le taux d’altération
dépend du sexe et de 'age des volontaires prélevés. En effet, chez les hommes,

le taux d’altération est de 42,85% et de 100% pour les tranches d’age de 20-30

11
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ans et 40-50 ans respectivement. En revanche, pour la tranche d’age 20-30 ans,
le taux d’altération chez les femmes est de 22,22%.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Rudelle (2018) et de Bakama
et coll., (2020) qui ont montré que l'altération dépend du sexe mais aussi de I'age.
En effet, les candidoses buccales sont trés fréquentes, et apparaissent le plus
souvent aux ages extrémes de la vie (nouveau-né et sujet agé). La cavité buccale
est colonisée par des levures du genre Candida chez prés de 48% des sujets
sains adultes (Bendel, 2003).

La croissance sur milieu CHROM-Agar Candida a montré que toutes les levures

isolées appartiennent au genre Candida (Photo N°1)

Le milieu CHROM-Agar Candida peut différencier les cultures mixtes et identifier

les levures du genre Candida.

Photo N°1 : Aspect des colonies des levures isolées sur milieu CHROM-Agar

Aprés incubation a 35°C pendant 48 heures des cultures sur milieu CHROM-Agar
a permis d’assigner 5 souches a I'espéce Candida albicans (colonies vertes, A),
une souche a I'espéce Candida krusei (colonies roses pales, B) et une souche a

'espéce Candida glabrata (colonies blanches, C).
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Selon Willinger et coll., 2001, la spécificité de ce test dépasse 99% pour chaque

espece et une sensibilité de 98,9%.

Pour confirmer l'identification de I'espéce Candida albicans, nous avons utilisé
deux tests supplémentaires, la formation de chlamydospores (test de RAT) et la
pseudofimentation sur sérum humain (test de balstése). Les résultats obtenus

sont regroupés sur les photos N°2 et N°3

Photo N°2 : Formation de pseudofilaments par Candida albicans sur sérum

humain
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Photo N°3 : Formation de chlamydospores par Candida albicans sur milieu
RAT (Riz-Agar-Tween)

Aprés 4 heures d’incubation a 37°C, seules les cinq levures assignées a I'espéce
Candida albicans (CA1, CA2, CA3, CA4, CA5) ont formé des tubes germinatifs,

ce qui nous a permis de confirmer I'identification de ces souches.

La figure N°3 représente les résultats de l'identification des levures que nous
avons isolés.
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14,29%

| 14,29%

= Candida albicans Candida krusei Candida glabrata

Figure N°3: Identification des levures isolées

Toutes les levures isolées appartiennent au genre Candida dont Candida albicans
(5), Candida krusei (1) et Candida glabrata (1).

L’espece Candida albicans est 'espece dominante, ce résultat est en accord avec
les travaux de Arendrup et coll., (2011) de Djohan et coll., (2012) et celui de
Yapo-Kouadio et coll.,, (2017) qui ont montré que Candida albicans est le
principal agent pathogéne responsables des candidoses buccales avec un taux
qui dépasse les 50%. De plus, I'espéce Candida albicans fait partie de la flore

commensale buccale.
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2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices de

Ilamphotéricine B vis-a-vis des souches isolées

Les résultats relatifs aux Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) de
'amphotéricine B vis-a-vis des levures de Candida sp. isolées des cavités
buccales et de la souche de référence de Candida albicans ATCC10231 obtenues

apres 24 et 48 heures d’incubation a 37°C sont représentés sur la figure N°4.

0,6 1

0,5 A

o
Sy
1

i 24h

[AMB]ug/mL

m48h

o
N
1

0,1 A1

CAl CA2 CA3 CA4 CAS5 CA ATCC10231
souches
Figure N°4: Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B

vis-a-vis des souches de Candida albicans

Nous remarquons qu’aprés un temps d’incubation de 24 heures a 35°C, les CMI
de 'amphotéricine B vis-a-vis des souches de Candida albicans testées sont de
0,125ug/mL pour CA4, de 0,25ug/mL pour CA5 et de 0,5ug/mL pour CA1, CA2 et
CA3. Ces CMI restent inchangées lorsque le temps d’incubation est prolongé a
48 heures a 35°C, a I'exception de la souche CA4 dont la CMI passe de 0,125 a
0,25ug/mL. Selon les normes du CLSI 2008, les souches de Candida albicans que

nous avons isolés sont sensibles a 'amphotéricine B.
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Ce résultat est en accord avec ceux de Seghir et coll., (2014) de Bendjelloul et
coll., (2016) et de Lahfa-Hasaine et coll., (2017) qui ont montré que toutes les
souches de Candida albicans isolées sont sensibles a I'amphotéricine B.
Ellepola et coll., (2015) ont montré ainsi que I'amphotéricine B inhibe
completement (100%) la croissance de Candida albicans isolée de la cavité

buccal avec des CMI qui varie entre 0,002 a 0,125ug/mL.

La résistance a 'amphotéricine B est trés rare chez Candida albicans (Scorzoni
et coll., 2017).
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L’étude que nous avons réalisée avait pour objectif de :
o Identifier les différents types d’infectivités fongiques de la cavité buccale.

e Déterminer les concentrations minimales inhibitrices de 'amphotéricine B

vis-a-vis de souches de Candida albicans isolées.
Les résultats obtenus, nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :
» Parmi les 18 prélevements effectués, 38,9% sont altérés par les levures.

> A partir de 7 prélevements altérés par les levures, 5 espéces de C. albicans
sont identifiées soit (71,42%), une espece de C. krusei (14,29%), et une
espéce de C. glabrata (14,29%).

» Candida albicans est 'espéce dominante dans les prélevements effectués

» Toutes les souches testées sont sensibles a 'amphotéricine B avec des

concentrations minimales inhibitrices allant de 0,125 a 0,5ug/mL.

Le traitement antifongiqgue en monothérapie est insuffisant ce qui rend nécessaire
le développement de nouvelles formulations et de thérapies alternatives pour la

prévention et le traitement.

Pour continuer dans la voie de la recherche ouverte par cette étude, il serait

intéressant de :

7

% Tester la combinaison entre 'amphotéricine B et la Chlorhexidine vis-a-vis

des souches de Candida albicans.

s Evaluer le pouvoir de formation des biofiims fongiques par l'espéce

Candida albicans.

«» Etudier l'efficacité de 'amphotéricine B seul et associé a la Chlorhexidine

vis-a-vis des biofilms fongiques.
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