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Depuis les années 1980, I’incidence et la prévalence des infections fongiques invasives ont
connu une considérable augmentation, en particulier dans la grande population des patients
immunodéprimeés (Sardi et coll., 2013). Les infections fongiques sont amplement reconnues
comme l'une des principales causes de morbidité et de mortalité, avec un taux trés important
(40a 60%) (Massou et coll., 2013), en particulier celles provoquée par des champignons
pathogenes opportunistes, comme le genre Candida (Fernandes et coll., 2020).

Malgré le développement de nouveaux moyens thérapeutiques, les levures du genre Candida
sont responsables des affections graves. Selon Williams et coll. (2011), le nombre des
espéces dépendantes a ce genre dépasse 350, alors que seulement une minorité est considérée
comme pathogéne pour ’homme. Candida est la troisieme cause des septicémies dans les
unités de soins intensifs en tenant compte de 10% de chaque infection, elle est associée a la
mortalité des patients hospitalisés (Serefhanoglu et coll., 2012).

Candida albicans est 1’agent infectieux le plus courant de toutes les formes de candidose,
mais plus de 40% des infections a Candida sont provoquées par des espéces de Candida non
albicans telles que C. tropicalis, C. glabrata et C. parapsilosis (Lin et coll., 2018).

Par ailleurs les mycoses dues a Candida tropicalis ont largement augmenté a 1’échelle
mondiale, affirmant ainsi ce microorganisme comme une levure pathogéne émergente
(Kothavade et coll., 2010). Ce pathogene a une prévalence élevée dans les cas de candidémie
au Brésil et dans le monde, son incidence totale a augmenté au cours des dernieres années et
cette levure figure parmi les six premiers isolats nosocomiaux de la circulation sanguine selon
les études américaines et européennes (Sharma et coll., 2017). Elle peut constituer jusqu’a
66% de toutes les infections & Candida dans le monde en fonction des régions
(Bhattacharjee, 2016). Il semblerait que 1’espéce Candida tropicalis prend de plus en plus
de place en infectiologie humaine, c’est pourquoi nous avons voulu travailler sur cette espece
d’autant plus que des travaux en cours (soumis a la publication) dirigés par le Pr
Sari-Belkherroubi Lamia ont permis d’isoler cette espéce du centre hospitalo-universitaire de
Tlemcen.

Rappelons a présent les principales caractéristiques de cette levure ainsi que les différents

facteurs de virulence liés au genre Candida.
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1. Candida tropicalis :
Candida tropicalis est un pathogene responsable de candidose épidémiologique, systémique
ou muqueuse chez les individus immunodéeprimés [(Munoz et coll., 2011) ; (Patil et coll.,
2018)] surtout dans les régions tropicales et elle provoque selon la géographie 3 a 66% des
candidémies (Ann Chai et coll., 2010).
Elle est la deuxiéme espéce la plus virulente trées proche de Candida albicans et a été
facilement reconnue avec des méthodes phénotypiques et moléculaires, elle est cliniquement
adéquate et peut étre le deuxiéme ou le troisieme agent étiologique de la candidémie, se
situant dans les pays d’Amérique latine et en Asie. En plus de ces caractéristiques elle a été
estimée comme un microorganisme osmotolérant et cette capacité a survivre a I’augmentation
en sel peut étre importante pour la persistance fongique dans les environnements salins
(Zuza-Alves et coll., 2017).
Concernant les caractéristiques biochimiques, Candida tropicalis par le biais de la voie
oxydative est capable d’incorporer et de fermenter le galactose, le saccharose, le maltose et le
tréharose.
D’aprés Giirciioglu et coll. (2010), Candida tropicalis possede des formes variables rondes a
allongées avec des tailles différentes (6 a 10um de long sur 5 a 7um de large), retrouvée dans
le tube digestif et les voies urinaires de I’homme. Sur la gélose Sabouraud dextrose (SDA),
elle forme des colonies blanches a créme avec une structure crémeuse et un aspect lisse et

peuvent avoir des bords faiblement ridés (Figure N°1).

Figure N°1 : Caractéristiques phénotypiques de Candida tropicalis :

(A) colonies de couleur créme, ternes et lisses, aprés 48 h d'incubation a 30 ° C sur gélose
Sabouraud dextrose; (B) Colonies de couleur bleu foncé typique sur milieu CHROMagar
Candida® aprés 96 h d'incubation a 35°C; (C) Aspects micromorphologiques aprés
incubation dans YPD milieu contenant 20% de sérum bovin feetal (FBS) pendant 7 jours a
30-C, 400x: blastoconidies en chaines simples ou ramifiées, véritables hyphes et

pseudohyphes abondants. (Zuza-Alves et coll., 2017).
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2. Les facteurs de virulence du genre Candida :
Le nombre d'études durant ces dernieres années liées a Candida non albicans a
augmenté. Ceux-ci rapportent la formation de biofilm, I'activité des enzymes hydrolytiques
extracellulaires telles que la phospholipase, la protéinase et les estérases, ainsi que
I'expression des hémolysines comme facteurs essentiel de virulence (Trevifio-Rangel et coll.,
2018).
Chez Candida sp DI’expression des facteurs de virulence peuvent changer selon 1’espéce
infectante, I’origine géographique, le type d’infection, le site et le stade de 1’infection, ainsi
que la réaction de 1’hote (Deorukhkar et coll., 2014).
De nombreux facteurs de virulence s’avérent étre la cause des infections a C. tropicalis, qui
présentent la capacité élevée de dissémination et de mortalité. L'adhésion aux surfaces des
dispositifs médicaux et la formation de biofilms sont considérées comme des facteurs
favorisants au développement de la candidose (Cordeiro et coll., 2014). De plus, I'adhésion et
I'invasion des cellules hotes par C. tropicalis est considérée comme la premiére étape pour
entamer les infections invasives. Une fois adhérés a I'épithélium, C. tropicalis est capable de
sécréter des enzymes hydrolytiques qui détériorent l'intégrité de la membrane des cellules
hotes, engendrant un dysfonctionnement ou un déséquilibre des structures de I'néte (Negri,
2011) (Figure N°2).

Adhésion aux cellules Perturbation des Adhésion aux cellules
épithéliales barriéres endothéliales
Formation de biofilm mécaniques Dlssemlr_mnon :ians
I'organisme hote
Acquisition de nutriments, élimination de E i itaire de I’hote et prendre en
considération les conditions de stress

Les protéines atypiques Enzymes hydrolytiques : Les protéines associées 3 la
associées 3 la surface des lipases, surface des cellules
cellules, phospholipases et Enzymes hydrolytiques
adhésion et invasions protéases aspartiques secrétées Poly phisme hogéni
Quorum sensing Polymorphisme morphogénique Quorum sensing

Commutation phénotypique Commutation phénotypique

Figure N°2: Implication des facteurs et traits de virulence de Candida sp liés a sa
pathogénicité dans le stade séquentiel d'interaction avec I'héte humain pendant I'infection
(Gogol et coll., 2017).
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3. La production d’enzymes lytiques :
Les enzymes hydrolytiques tels que la phospholipase, la protéinase, la lipase, 1’estérase,
I’hémolysine et autres sont les plus fréquentes chez Candida (Pandey et coll., 2018). Ces
enzymes hydrolytiques sont lipolytiques (Sanita et coll., 2014). Ce sont des hydrolases de
classe 3 selon la classification révélé par I'union internationale de la Biochimie et de la
Biologie Moléculaire (Kerviel, 2014).
Ces enzymes auraient pour fonction de faciliter la pénétration active des levures dans les
cellules, de participer a la digestion et a la synthese des esters lipidiques pour leur nutrition et
de collaborer a I’incursion des tissus en hydrolysant les composants lipidiques des membranes
des cellules hétes. 1l a été noté que les hydrolases sont capables de détériorer les cellules et les
molécules du systéeme immunitaire pour empécher ’activité antimicrobienne (Castillo et
coll., 2019).

3.1. Les hémolysines :
La sécrétion d'enzymes hydrolytiques telles que I'hémolysine est reconnue comme un attribut
de virulence important du champignon pathogene opportuniste Candida (Anil et coll., 2014).
Les hémolysines privilégient la lyse des globules rouges par la destruction de leur membrane
cellulaire et la libération de leur teneur en hémoglobine qui est employée par les cellules
fongiques comme nutriment pour contribuer a leur croissance et leur développement (Ramos
et coll., 2016).
Les facteurs hémolytiques sécrétés par les champignons entrainent le dégagement
d'’hémoglobine des globules rouges pour une application postérieure par les levures comme
source de fer, la capacité¢ d’assimilation du fer est d'un intérét primordial pour la continuité
des micro-organismes et I'établissement de processus infectieux (Giolo et Svidzinski, 2010).
Des études suggerent que les hémolysines sont des toxines porogénes qui interférent avec des
ligands spécifiques a la surface de diverses cellules cibles (Nayak et coll., 2013).
Les hémolysines sont des facteurs de virulence essentielle qui aident les agents pathogenes a
subsister et a durer dans I'note (Wan et coll., 2015).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.01927/full#B103
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3.2. Les phospholipases :

Les phospholipases sont des enzymes souvent impliquées dans le potentiel pathogéne de
Candida sp (Trevifio-Rangel et coll., 2018).Ces enzymes hydrolysent les substrats
phospholipidiques a des liaisons esters specifiques. Elles changent énormément leur ossature,
leur activité, leur contrdle ainsi que leur mode d’action (Aloulou et coll., 2018).

Il existe quatre types fondamentaux des phospholipases, la phospholipase A (PLA: et PLA>),
la phospholipase B (PLB), la phospholipase C (PLC) et la phospholipase D (PLD), sur la
base du clivage de la liaison ester au sein d'une molécule phospholipidique du substrat et qui
sont en plus rangés en différents sous types (Barman et coll., 2018) (Figure N°3).

Ces enzymes simplifient 1’agression des épithéliums muqueux de 1’hdte par ’hydrolyse d’une
ou plusieurs liaisons esters dans les glycérophospholipides, entrainant le déséquilibre de la

membrane des cellules hotes (Sachin et coll., 2012).
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Figure N°3 : Action d’hydrolyse des différentes phospholipases sur la phosphatidylcholine
(Arhab. 2018).
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3.3. Les estérases :

L’enzyme estérase est aussi un facteur de virulence crucial qui dégrade les liaisons esters et
accroit son invasion tissulaire (Pandey et coll., 2018). Les estérases nommeées hydrolases
carboxyl esters (EC 3.1.1.-) catalysent I’hydrolyse et la synthése des liaisons esters (Thierry
et coll., 2017) (Figure N°4).

En raison des utilisations répandues des enzymes lipolytiques dans divers applications, il y’a
toujours un intérét pour les nouvelles estérases aux propriétés uniques. L’estérase a été classée
comme type lipolytiques 1V, adhésion a la sous famille GDSAG des lipases hormonosensibles

(Borchert et coll., 2017).

O /0
R + H:O0 ——= l{'_—< -+ R'— OH
O —R' Estérase EC 3.1 OH

Figure N°4 : Hydrolyse enzymatique d’une liaison ester par une estérase (Kerviel.2014).

3.4. Les lipases :
Les lipases (EC 3.1.1.3) sont des hydrolases omniprésentes pour la liaison ester carboxyle de
substrats insolubles dans 1’eau, tels que les triacylglycérols, les phospholipides et d’autres
substrats insolubles, agissant dans des milieux aqueux ainsi que dans des milieux a faible

teneur en eau (Stauch et coll., 2015) (Figure N°5).
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Figure N°5 : Action de la lipase (Kerviel.2014).
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Les levures ont été largement utilisées pour la production de ces enzymes, avec un accent
particulier sur le genre Candida sp (Oliveira et coll., 2014). Les lipases extracellulaires
permettent la dégradation des lipides pour 1’appropriation des nutriments et 1'adhésion aux
tissus hotes. Elles entrainent aussi des processus inflammatoires non spécifiques en
améliorant I'immunité & médiation cellulaire. La production de lipase extracellulaire chez

C. albicans aété décrite pour la premiere fois par Werner en 1965. Les lipases de C.
albicans sont codées par 10 genes (LIP1 a LIP10) (Gascer et coll., 2007).

Des sequences semblables sont aussi identifiées chez C. tropicalis (Deorukhkar et
Roushani, 2017).

Les lipases interviennent dans deux types de réaction : I’hydrolyse et la synthése
(Kerviel.2014). La Figure N°6 présente I’ensemble des réactions de synthése catalysées par

les lipases en milieu micro-aqueux

Transestérification alcoohyse -
- Ry—— OH —= Ry—O—C—HR, + R—OH
L o
R—C—0—f; & glycéralyse T
O O—L—R )
OH f" E'HJ'" * Ry=— O
t OH
Interestérification o acidolysa 0
o A C—0OH == R C—
H - L o
& O

Figure N°6 : Les différents types de réactions de synthese catalysées par les lipases en milieu
micro-aqueux (Alloue et coll., 2008).

3.5. Les protéinases :
Les protéases ou les protéinases font partie de la classe des hydrolases (EC 3.4.21-24.X). En
effet, ce sont des enzymes qui catalysent ’hydrolyse des protéines dans des sites bien
spécifiques en séparant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine
peptidique et sont produites de fagon extracellulaire ou intracellulaire (Kumar et coll., 2008).
L'activité protéinase de Candida sp est due a dix iso-enzymes de protéase aspartique (Sap)

sécretées (Tsang et coll., 2007). Sap détériore le complément, les cytokines et les
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immunoglobulines. De surcroit Sap abime les protéines barriéres épithéliales et muqueuses
telles que le collagéne, la kératine et la mucine (Deorukhkar et Saini, 2015).

Chez Candida, Sap est codé par dix génes SAP1-10. Ils se caractérisent par une capacité
protéolytique a large spectre et des propriétés de virulence qui s'expriment différemment a
différents stades et formes de croissance des levures. Sap2 (comme Sapl et Sap3) est actif a
pH acide et est principalement associé a une forme de croissance de levure tandis que Sap6
(comme Sap4 et Sap5) est plus actif a pH neutre a légerement alcalin. Avec le Sap5 dominant,
Sap6 a éteé associé a des hyphes (Figure N°7) (Cassone et coll., 2016).

Sapl-6 est essentiel pour lI'adhérence, les lésions tissulaires et I'altération des mécanismes de
défense de I'h6te et le réle de Sap 7 dans la pathogénicité de Candida sp ne sont pas
complétement compris alors que Sap 9 et Sap 10 sont essentiels pour maintenir l'intégrité de

surface régulatrice des cellules levuriennes (Deorukhkar et Saini. 2015).
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Figure N°7 : les protéases aspartiques (Sap) chez la levure du genre Candida et leurs

localisations et sécrétion différentielles (Cassone et coll., 2016).

Chez C. tropicalis quatre genes SAP (SAPT1-4) ont été identifiés. C. tropicalis démontre une
activité proteinase élevée dans un milieu contenant de I'albumine sérique bovine comme seule

source d'azote (Silva et coll., 2012).
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Les différents rbles confirmés des protéases aspartiques candidales dans les interactions hote-
pathogene au cours de la candidose confirment ces enzymes comme des cibles potentielles
prometteuses pour de nouvelles thérapies antifongiques (Gogol et coll., 2017).

4. Les parametres qui peuvent influencer sur les facteurs de virulence des levures :
De multiples facteurs environnementaux, tels que le pH extracellulaire et les concentrations
de cations de métaux alcalins, peuvent affecter la virulence des isolats de Candida (Wan et
coll., 2015). Les concentrations élevées des ions alcalins (Li*, Na* et K*) ont des influences
sur la croissance et sur certains facteurs de virulence de Candida albicans (Hermann et coll.,
2003). Globalement, les espéces de Candida peuvent s’accroitre a des concentrations de NaCl
relativement élevées (Hartz Alves et coll., 2002), bien que le sel ait un effet négatif sur
certaines particularités de virulence (Hermann et coll., 2003).
Les levures possedent un antiport Na*/H* qui est un systeme de transport essentiel dont
I'activité peut influencer la tolérance des souches de Candida aux fortes concentrations
externes de cations alcalins (Velkova et Sychrova, 2006).
La température exerce un contrdle fort sur la progression et la virulence de divers agents
pathogénes. Chez Candida albicans la température a une intense influence sur les mutations
morphogeénétiques entre la forme levure et la forme filamenteuse qui ont des propriétés de
virulence différentes, car la levure est importante pour une propagation anticipée et les
filaments pour I’invasion tissulaire et les infections profondes (Shapiro et coll., 2012).
En 2016, Muthamil et Karutha Pandian ont évalué le potentiel anti-infectieux de la plante
médicinale Murraya koenigii (feuilles de curry) sur Candia albicans par des tests in vitro et
une analyse microscopique. Ils ont déduit que 1’extrait méthanolique de feuille de M. koenigii
a inhibé de maniére marquante les facteurs de virulence de la levure tels que la formation de
biofilm, la transition de la forme levure a hyphe, 1I’hydrophobicité de la surface cellulaire, la
production d’hémolysine et la filamentation.
Une autre étude réalisée cette fois-ci par EI Zawawy et Hafez (2017), visait a évaluer
I’efficacité d’extrait de feuille de Pluchea dioscoridis (Blumea baccharoides ou
Pluchea krausii) sur la croissance, la morphogénése, la survie et I’expression des génes de
virulence de Candida albicans. C’est un agent anti-candidal puissant pour traiter les
infections a levures pathogénes. Cette étude circonstancielle a suggéré que 1’extrait possédait
des propriétés levuricides a des concentrations plus élevées et élimine la croissance des
cellules de levure. A la concentration minimale inhibitrice (CMI) de valeur 30mg/mL,
I’expression des génes de la phospholipase, de la protéinase et de I’hémolysine a été réduite

jusqu’a 90% pour Sap 1 et 40% pour Sap 10.
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Certaines huiles essentielles de Carum copticum (Ajwain), Thymus vulgaris (Thym commun)
ont été testées pour leur activité inhibitrice sur 27 souches de Candida sp résistantes a certains
antifongiques, afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI). Il a été
constaté que, pour des concentrations en huiles d’essai de 0,25 a 0,5 fois la CMI, une
diminution supérieure de 70% de I’hydrophobicité de la surface cellulaire, de la production de
protéinase et d’hémolysine (Khan et coll., 2014).

Plusieurs facteurs peuvent influencer I activité heémolytique des levures, tel que la
température, le glucose, certains ions, dont Fe3* ou certains composés (éthanol, n-butanol
ou vapeur de n- pentanol).Wan et coll. (2015), ont testé 1’effet de différentes concentrations
de quelques électrolytes sur la production d’hémolysine par les Candida sp. Aprés avoir
ajouté les électrolytes au milieu réactionnel, chaque souche présentait toujours une hémolyse
positive. Néanmoins, les résultats suggéraient que lorsqu’ils étaient cultivés dans du CaCly, du
NaCl ou du KClI, Iactivité hémolytique des isolats de Candida était réduite par rapport au
groupe témoin. Des différences significatives étaient évidentes entre différentes
concentrations de NaCl ce qui signifie que 1’activit¢ hémolytique de la levure dans les

conditions d’hypernatrémie diminue.

Partant des travaux de Wan et coll. (2015), nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’effet
de quelques sels sur la production d’enzymes lytiques par les levures Candida tropicalis
isolées du centra hospitalo-universitaire de Tlemcen. Ce travail s’inscrit dans un axe de
recherche développé par le professeur Sari-Belkherroubi Lamia chef de 1’équipe 3 «Etude du
mécanisme de résistance aux antibiotiques» du laboratoire «Antibiotiques antifongiques ;
physico-chimie synthése et activité biologique». En effet, des résultats, en cours de
publication, obtenus par cette équipe de recherche ont confirmé que Candida tropicalis est

une souche fortement présente sur les dispositifs médicaux prélevés du CHU de Tlemcen.
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthése
et activité biologique de 1’universit¢ Aboubekr Belkaid de Tlemcen.

1. Matériel biologique

Pour notre éetude, nous avons utilisé une collection des souches isolées, par notre équipe
(travaux de Doctorats en cours), a partir de dispositifs medicaux mis en place sur des patients
hospitalisés au service de réanimation du Centre Hospitalo-Universitaire de Tlemcen.

11 s’agit de 9 souches de Candida tropicalis.

Ces souches sont maintenues par repiquages successifs sur gélose Sabouraud et conservée a
4°C.

2. Préparation de la suspension levurienne :

Une colonie de levure d’une culture de 24h sur gélose Sabouraud est suspendue dans 1 mL
d’eau physiologique stérile (8,5%). La concentration cellulaire est fixée a 10 cellules/mL par
dénombrement sur cellule de Thoma.

3. Les sels étudiés

Afin d’évaluer I’effet des sels sur la production d’hémolysine nous avons additionné le sel a
tester a différentes concentration pour chague condition expérimentale.

Pour cela nous avons utilisé :

- Le NaCl et KCl a 1%, 2.5% et 5% (poids/volume).

Pour chaque sel étudié différentes concentration sont ajoutés a la gélose sabouraud dextrose
agar selon le protocole de Wan et coll., 2015.

Le pouvoir hémolytique est évalué sur les géloses préparées additionnées de 7% de sang de

mouton frais.
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4. Etude de pouvoir hémolytique en absence de tout additif :

La capacité des souches de levures a produire 1’hémolysine est évaluée selon la technique
décrite par Udayalaxmi et coll., 2014.

La suspension levurienne est mise a des points équidistants sur des boites de Pétri contenant
de la gélose sabouraud dextrose additionnée de 7% de sang de mouton. Les boites sont
ensuite incubées a 37°C pendant 48h. La présence d'un halo clair a translucide autour de la
colonie témoigne d'une activité hémolytique positive.

Aprés incubation mesurer le diamétre de la colonie (en mm) ainsi que le diamétre de la zone
de lyse additionnée du diamétre de la colonie (en mm).

Le calcul de l'indice d'hémolyse se fait selon 1’équation proposée par Yigit et Aktas (2009):
Hi = [diametre des colonies] / [diametre de la zone de précipitation + Diametre des colonies]
Hi=1 iln’y a pas d’activité hémolytique.

0,64 < Hi < 1 activité hémolytique positive

Hi < 0,64 D’activité hémolytique est fortement positive

Le calcul du taux de la variation de I’activité se fait selon I’équation:

MHi = [Hi 0 addition — Hi sel] / Hi 0 addition
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Résultats et discussion

Chez les champignons du genre Candida, la transition du commensalisme a la pathogénicité
peut étre attribuée a l'expression sélective de différents facteurs de virulence qui agissent en
synergie dans des conditions favorables. Le type, le stade et le site d'infection, en plus de la
nature de la réponse immunitaire, déterminent les facteurs de virulence exprimés par la
levure. Parmi ces facteurs de virulence, l'activité protéolytique, lipolytiqgue ou hémolytique
semble jouer un rdle majeur dans la pathogénicité de ces microorganismes [(Noumi et coll.,
2010) ; (Mane et coll., 2011)].

L’hémolysine dégrade les érythrocytes de 1'héte pour libérer du fer a utiliser pour la
croissance et le métabolisme de ces champignons en cas d'infections systémiques (Jeeves et
coll., 2011). Dans le présent travail, nous avons évalué la production d'hémolysine, un facteur
de virulence essentiel pour Candida tropicalis en absence et en présence de différentes

concentrations de sels.

1. Recherche de la production d’hémolysine par Candida tropicalis :
Nous avons déterminé 1’activité hémolytique des 9 souches de Candida tropicalis sur gélose
sabouraud dextrose additionnée de 7% de sang de mouton frais.
Sur la photo N°1 nous remarquons qu’autour de toutes les souches testées il y a un halo clair.

Il s’agit de zones d’hémolyse autour des 9 colonies de Candida tropicalis ce qui correspond a

une lyse des érythrocytes présents dans le milieu.

Photo N°1 : Détermination in vitro des zones d’hémolyse autour des colonies de Candida

tropicalis sur gélose sabouraud dextrose agar au sang de mouton.
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Pour rappel I’activité hémolytique est évaluée selon la technique décrite par Udayalaxmi et

coll., 2014, qui consiste a déterminer 1’indice hémolytique calculé selon 1’équation proposée

par Yigit et Aktas (2009) :

Résultats et discussion

- Hi=1:iln’y apas d’activité hémolytique.

- 0,64 <Hi<1: activitée hemolytique positive.

- Hi<0,64 : I’activité hémolytique est fortement positive.

Le tableau N°1 regroupe 1’ensemble des résultats que nous avons obtenu en absence de tout

additif dans le milieu réactionnel. Nous remarquons qu'aprés 48h d'incubation a 37°C sur

gélose au sang de mouton les 9 souches de Candida tropicalis produisaient des hémolysines

et toutes ont une activité hémolytique positive.

Tableau N°1 : Activité hémolytique de Candida tropicalis en absence de toute addition de sel

0 Additon
Souches
Indice Hi | Activité hémolytique

Souche 1 0,8 Positive
Souche 2 0,9 Positive
Souche 3 0,8 Positive
Souche 4 0,8 Positive
Souche 5 0,7 Positive
Souche 6 0,8 Positive
Souche 7 0,8 Positive
Souche 8 0,7 Positive
Souche 9 0,7 Positive
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2. Production d’hémolysine en présence des sels a différentes concentrations :
Apres avoir déterminé la capacité des levures a produire de 1’hémolysine sur une gélose
sabouraud dextrose au sang de mouton sans aucune addition, nous avons recherché I’effet de
I’addition des sels sur I’activité hémolytique de nos souches.

Nous avons testé deux sels le NaCl et le KCI a différentes concentrations.

2.1. Effet du chlorure de sodium (NaCl) sur I’activité hémolytique des souches de
Candida tropicalis :
2.1.1. NaCl a 1% (poids/volume) :
Sur la photo N°2 nous remarquons qu’autour de toutes les souches testées il y a un halo sur la

gélose additionnée de 1% de NaCl. 1l s’agit de zones d’hémolyse autour des 9 colonies de

Candida tropicalis ce qui correspond a une lyse des érythrocytes présents dans le milieu.

Photo N°2 : Détermination in vitro des zones d’hémolyse autour des colonies de Candida

tropicalis sur gélose sabouraud dextrose agar au sang de mouton additionnée de 1% NaCl.

Le tableau N°2 regroupe 1’ensemble des résultats que nous avons obtenu en présence de 1%
de NaCl dans le milieu réactionnel. Nous remarquons qu’apres addition de 1% de NaCl a la
gélose sabouraud dextrose au sang de mouton incubé a 37°C pendant 48h, les 9 souches de
Candida tropicalis ont toujours une activité hémolytique. Nous remarquons également que
cette activité a augmenté pour 6 souches qui passent d’une activité positive a fortement

positive. L’activité hémolytique dans ces conditions a augmenté en moyenne d’un facteur de
0,43.
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Tableau N°2 : Activité hémolytique de Candida tropicalis en présence de 1% de NaCl

0 Addition 1% NacCl Taux de
Souches Indice Hi Activité Indice Hi Activiteé variation en
hémolytique hémolytique valeur absolue

Souchel |0,8 Positive 0,466 Fortement positive | 0,4175
Souche2 |0,9 Positive 0,562 Fortement positive | 0,3755
Souche3 |0,8 Positive 0,428 Fortement positive | 0,465
Souche4 |0,8 Positive 0,647 Positive 0,1912
Souche5 |0,7 Positive 0,7 Positive 0

Souche6 |0,8 Positive 0,411 Fortement positive | 0,4862
Souche7 |0,8 Positive 0,411 Fortement positive | 0,4862
Souche8 | 0,7 Positive 0,687 Positive 0,0185
Souche9 |0,7 Positive 0,437 Fortement positive | 0,3757

2.1.2. NaCl a 2,5% (poids/volume) :
Sur la photo N°3 nous remarquons que les 9 souches de Candida tropicalis ont un halo autour
des colonies sur la gélose additionnée de 2,5% de NaCl. 1l s’agit de zones d’hémolyse autour

de ces colonies de Candida tropicalis ce qui correspond a une lyse des érythrocytes présents

dans le milieu.

v

Photo N°3 : Détermination in vitro des zones d’hémolyse autour des colonies de Candida

tropicalis sur gélose sabouraud dextrose agar au sang de mouton additionnée de 2,5% NaCl.
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Le tableau N°3 regroupe 1’ensemble des résultats que nous avons obtenu en présence de 2,5%

de NaCl dans le milieu réactionnel. Nous remarquons qu’aprés addition de 2,5 % de NaCl a la

gélose sabouraud dextrose agar au sang du mouton incubé a 37°C pendant 48h, I’activité

hémolytique est maintenue pour les 9 souches de Candida tropicalis. Nous remarquons

également que cette activité a augmenté pour 5 souches qui passent d’une activité positive a

fortement positive. L’activité hémolytique dans ces conditions a augmenté en moyenne d’un
facteur de 0,35.

Tableau N°3 : Activité hémolytique de Candida tropicalis en présence de 2,5% de NaCl

0 Addition 2,5% NacCl Taux de
Souches Mingice Hi | Activité | Indice Hi Activité variation en
hémolytique hémolytique valeur absolue

Souchel |0,8 Positive 0,571 Fortement positive | 0,2862
Souche2 |09 Positive 0,529 Fortement positive | 0,4122
Souche 3 | 0,8 Positive 0,357 Fortement positive | 0,5537
Souche4 | 0,8 Positive 0,538 Fortement positive | 0,3275
Souche5 | 0,7 Positive 0,571 Fortement positive | 0,1842
Souche6 | 0,8 Positive 0,692 Positive 0,135
Souche7 |0,8 Positive 0,8 Positive 0

Souche 8 | 0,7 Positive 0,727 Positive 0,0385
Souche9 | 0,7 Positive 0,7 Positive 0
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2.1.3. NaCl a 5% (poids/volume) :
Sur la photo N°4 nous remarquons que sur les 9 souches de Candida tropicalis 7 d’entre elles
ont un halo clair autour des colonies sur la gélose additionnée de 5% de NaCl. Il s’agit de
zones d’hémolyse autour de ces colonies ce qui correspond a une lyse des érythrocytes

présents dans le milieu.

Photo N°4 : Détermination in vitro des zones d’hémolyse autour des colonies de Candida

tropicalis sur gélose sabouraud dextrose agar au sang de mouton additionnée de 5% NaCl.

Le tableau N°4 regroupe 1’ensemble des résultats que nous avons obtenu en présence de 5%
de NaCl dans le milieu réactionnel. Nous remarquons qu’apres addition de 5% NaCl a la
gélose sabouraud dextrose agar au sang du mouton incubé pendant 48h a 37°C, sur les 7
souches de Candida tropicalis qui gardent leur pouvoir hémolytique 4 d’entre elles ont une
activé plus importante. L’activité hémolytique dans ces conditions a augmenté en moyenne

d’un facteur de 0,28.
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Tableau N°4 : Activité hémolytique de Candida tropicalis en présence de 5% NaCl

0 Addition 5% NacCl Taux de
Souches ™| dice Hi Activité Indice Hi Activité variation en
hémolytique hémolytique valeur absolue

Souchel |0,8 Positive 0,8 Positive 0

Souche2 |09 Positive 0,583 Fortement positive 0,3522
Souche3 |0,8 Positive 0,6 Fortement positive 0,25

Souche4 | 0,8 Positive 0,615 Fortement positive 0,2312
Souche5 | 0,7 Positive 0,7 Positive 0

Souche6 | 0,8 Positive 0,777 Positive 0,0287
Souche?7 |0,8 Positive 1 Négative 0

Souche8 | 0,7 Positive 1 Négative 0

Souche9 | 0,7 Positive 0,5 Fortement positive 0,2857

De I’ensemble des résultats que nous avons obtenu a ce niveau de I’é¢tude (tableau N°5), nous
remarquons que I’addition de NaCl a la gélose sabouraud au sang de mouton, induit une
augmentation de 1’activité hémolytique pour la plupart de nos souches. Cette augmentation
varie d’un facteur de 0,43 a 0,28 lorsque la concentration de NaCl passe de 1% a 5%. Il
semblerait qu’a 1% de NaCl D’activité hémolytique est la plus importante par rapport aux
autres conditions expérimentales (elle augmente d’un facteur de variation moyen de 0,43). En
effet, en présence de 1%NacCl, nous remarquons que sur les 9 souches de Candida tropicalis,
6 d’entre elles ont une activité hémolytique fortement positive. Alors qu’en présence de 2,5%
de NaCl, uniquement 5 d’entre elles ont une activité hémolytique fortement positive (un
facteur de variation moyen de 0,35). Tant dis qu’en présence de 5% NaCl, 4 souches de
Candida tropicalis présentaient une activité hémolytique fortement positive avec un facteur

de variation moyen de 0,28.

Nos résultats ne sont pas en accord a ceux de Wan et coll. 2015, qui ont observé que plus la

concentration en NaCl augmente plus 1’activité hémolytique diminue.
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Tableau N°5 : Effet de NaCl sur ’activité hémolytique de Candida tropicalis

Résultats et discussion

0 Addition 1% NaCl 2,5% NacCl 5% NaCl
Souches Indice Activité Indice Activité Indice Activité Indice Activité
Hi hémolytique Hi hémolytique Hi hémolytique Hi hémolytique

Souche 1l | 0,8 Positive 0,466 Fortement 0,571 Fortement 0,8 Positive
positive positive

Souche2 | 0,9 Positive 0,562 Fortement 0,529 Fortement 0,583 | Fortement
positive positive positive

Souche 3 | 0,8 Positive 0,428 Fortement 0,357 Fortement 0,6 Fortement
positive positive positive

Souche 4 | 0,8 Positive 0,647 Positive 0,538 Fortement 0,615 | Fortement

positive positive
Souche5 | 0,7 Positive 0,7 Positive 0,571 Fortement 0,7 Positive
positive

Souche 6 | 0,8 Positive 0,411 Fortement 0,692 Positive 0,777 | Positive
positive

Souche 7 | 0,8 Positive 0,411 | Fortement 0,8 Positive 1 Négative
positive

Souche 8 | 0,7 Positive 0,687 | Positive 0,727 | Positive 1 Négative

Souche 9 | 0,7 Positive 0,437 | Fortement 0,7 Positive 0,5 Fortement
positive positive
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2.2. Effet du chlorure de potassium (KCI) sur I’activité hémolytique des souches
de Candida tropicalis :
2.2.1. KCl a 1% (poids/volume):

Sur la photo N°5 nous remarquons que sur les 9 souches de Candida tropicalis 8 d’entre elles
ont un halo clair autour des colonies sur la gélose additionnée de 1% de de KCI. 1l s’agit de
zones d’hémolyse autour de ces colonies ce qui correspond a une lyse des érythrocytes

présents dans le milieu.

Photo N°5 : Détermination in vitro des zones d’hémolyse autour des colonies de Candida

tropicalis sur gélose sabouraud dextrose au sang de mouton additionnée de 1% de KCI.

Le tableau N°6 regroupe 1’ensemble des résultats que nous avons obtenu en présence de 1%
de KCI dans le milieu réactionnel. Les résultats ont montré qu’apres addition de 1% de KCI a
la gélose sabouraud dextrose au sang du mouton incubé pendant 48h a 37°C, sur les 8 souches
de Candida tropicalis qui gardent leur pouvoir hémolytique nous remarquons qu’une 1
souche passe d’une activité positive a fortement positive. L’activité hémolytique dans ces

conditions a augmenté d’un facteur moyen de 0,22.
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Tableau N°6 : Activité hémolytique de Candida tropicalis en présence de 1% de KCI

0 Addition 1%KCl Taux de
Souches [Minqice Hi Activite Indice Hi Activité variation en
hémolytique hémolytique valeur absolue
Souche1 | 0,8 Positive 0,666 Positive 0,1675
Souche?2 | 0,9 Positive 0,888 Positive 0,0133
Souche 3 | 0,8 Positive 0,75 Positive 0,0625
Souche 4 | 0,8 Positive 0,8 Positive 0
Souche5 | 0,7 Positive 0,7 Positive 0
Souche 6 | 0,8 Positive 0,733 Positive 0,0837
Souche7 | 0,8 Positive 1 Négative 0
Souche 8 | 0,7 Positive 0,7 Positive 0
Souche9 | 0,7 Positive 0,545 Fortement positive | 0,2214

2.2.2. KCl a2,5% (poids/volume)

Sur la photo N°6 nous remarquons que sur les 9 souches de Candida tropicalis 7 d’entre elles

ont un halo clair autour des colonies sur la gelose additionnée de 2,5% de KCI. Il s’agit de

zones d’hémolyse autour de ces colonies ce qui correspond a une lyse des érythrocytes

présents dans le milieu.

Photo N°6 : Détermination in vitro des zones d’hémolyse autour des colonies de Candida

tropicalis sur gélose sabouraud dextrose agar au sang de mouton additionnée de 2,5% KCI.
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Le tableau N°7 regroupe 1’ensemble des résultats que nous avons obtenu en présence de 2,5%
de KCI dans le milieu réactionnel. Nous remarquons qu’apres addition de 2,5 % KCI a la
gélose sabouraud dextrose au sang du mouton incubé pendant 48h a 37°C, 7 souches
de Candida tropicalis ont toujours une activité hémolytique. Nous remarquons également que
cette activité a augmenté pour 4 d’entre elles qui passent d’une activité positive a fortement

positive. L’activité hémolytique dans ces conditions a augmenté d’un facteur moyen de 0,29.

Tableau N°7 : Activité hémolytique de Candida tropicalis en présence de 2,5% de KCI

0 Addition 2,5% KCI Taux de
Souches Mingice Hi | Activité | Indice Hi Activité variation en
hémolytique hémolytique valeur absolue
Souchel |0,8 Positive 0,75 Positive 0,0625
Souche2 |09 Positive 0,583 Fortement positive | 0,3522
Souche3 |0,8 Positive 0,5 Fortement positive | 0,375
Souche 4 |0,8 Positive 1 Négative 0
Souche5 |0,7 Positive 0,545 Fortement positive | 0,2214
Souche 6 |0,8 Positive 0,615 Fortement positive | 0,2312
Souche7 |0,8 Positive 0,727 Positive 0,0912
Souche 8 | 0,7 Positive 1 Négative 0
Souche9 | 0,7 Positive 0,777 Positive 0,11

2.2.3. KCIl a 5% (poids/volume)
Sur la photo N°7 nous remarquons qu’autour de toutes les souches testées il y a un halo clair
sur la gélose sabouraud au sang additionnée de 5% de KCI. 1l s’agit de zones d’hémolyse
autour des 9 colonies de Candida tropicalis ce qui correspond a une lyse des érythrocytes

présents dans le milieu.
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Photo N°7 : Détermination in vitro des zones d’hémolyse autour des colonies de Candida

tropicalis sur gélose sabouraud dextrose agar au sang de mouton additionnée de 5% KCI.

Le tableau N°8 regroupe 1’ensemble des résultats que nous avons obtenu en présence de 5%
de KCI dans le milieu réactionnel. Nous remarquons qu’aprés addition de 5 % de KCI a la
gélose sabouraud dextrose agar au sang du mouton incubé pendant 48h a 37°C, les 9 souches
de Candida tropicalis ont toujours une activité hémolytique. Nous remarquons également que
cette activité a augmenter pour 8 d’entre elles qui passent d’une activité positive a fortement

positive. L’activité hémolytique dans ces conditions a augmenté d’un facteur de 0,31.
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Tableau N°8 : Activité hémolytique de Candida tropicalis en présence de 5% KClI

0 Addition 5% KCI Taux de
Souches Mingice Hi | Activité Indice Hi Activité variation en
hémolytique Hémolytique valeur absolue
Souche1 | 0,8 Positive 0,571 Fortement positive 0,2862
Souche 2 | 0,9 Positive 0,615 Fortement positive 0,3166
Souche 3 | 0,8 Positive 0,384 Fortement positive 0,52
Souche 4 | 0,8 Positive 0,588 Fortement positive 0,265
Souche 5 | 0,7 Positive 0,5 Fortement positive 0,2857
Souche 6 | 0,8 Positive 0,5 Fortement positive 0,375
Souche 7 | 0,8 Positive 0,533 Fortement positive 0,3337
Souche 8 | 0,7 Positive 0,666 Positive 0,0485
Souche 9 | 0,7 Positive 0,625 Fortement positive 0,1071

De I’ensemble des résultats que nous avons obtenu a ce niveau de 1’étude (tableau N°9), nous
remarquons que 1’addition de KCI a la gélose sabouraud au sang de mouton, induit une
augmentation de 1’activité hémolytique pour la plupart de nos souches. Cette augmentation
varie d’un facteur de 0,22 a 0,31 lorsque la concentration de KCI passe de 1% a 5%. Il
semblerait qu’a 5% de KCI I’activité hémolytique est la plus importante par rapport aux autres
conditions expérimentales (elle augmente d’un facteur de variation moyen de 0,31). En effet,
en présence de 1%KCI, nous remarquons que sur les 9 souches de Candida tropicalis, 1
souche a une activité hémolytique fortement positive (un facteur de variation moyen de 0,22).
Alors qu’en présence de 2,5% de KCI, uniquement 4 d’entre elles ont une activité
hémolytique fortement positive (un facteur de variation moyen de 0,29). Tant dis qu’en
présence de 5% KCI 8 souches de Candida tropicalis présentaient une activité hémolytique
fortement positive avec un facteur de variation moyen de 0,31.

Nos résultats ne sont pas en accord avec ceux de Wan et coll. 2015, qui ont observé que plus

la concentration en KCI augmente plus 1’activité hémolytique diminue.
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Résultats et discussion

Tableau N°9 : Effet de KCl sur I’activité hémolytique de Candida tropicalis

0 Addition 1%KCI 2,5% KCI 5% KCI
Souches Indice Activité Indice Activité Indice Activité Indice Activité
Hi hémolytique Hi hémolytique | Hi | hémolytique Hi hémolytique

Souche 1 | 0,8 Positive 0,666 Positive 0,75 Positive 0,571 Fortement
positive

Souche 2 | 0,9 Positive 0,888 Positive 0,583 | Fortement 0,615 Fortement
positive positive

Souche 3 | 0,8 Positive 0,75 Positive 0,5 Fortement 0,384 | Fortement
positive positive

Souche 4 | 0,8 Positive 0,8 Positive 1 Négative 0,588 | Fortement
positive

Souche 5 | 0,7 Positive 0,7 Positive 0,545 | Fortement 0,5 Fortement
positive positive

Souche 6 | 0,8 Positive 0,733 Positive 0,615 | Fortement 0,5 Fortement
positive positive

Souche 7 | 0,8 Positive 1 Négative 0,727 | Positive 0,533 | Fortement
positive
Souche 8 | 0,7 Positive 0,7 Positive 1 Négative 0,666 Positive

Souche 9 | 0,7 Positive 0,545 Fortement 0,777 | Positive 0,625 Fortement
positive positive
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CONCLUSION GENERALE




Conclusion générale

En Algérie, comme la majorité des pays du monde, la fréquence des infections fongiques, en
particulier les candidoses dues aux espéces Candida non albicans a considérablement augmenté
au cours des derniéres annees. Le développement d'alternatives de traitement pour ces
infections depend de I'étude et de la compréhension des facteurs de virulence des micro-
organismes. C’est pourquoi, I'objectif de ce travail a été¢ de déterminer 1’effet de différentes
concentrations de NaCl et de KCI sur la production d’hémolyse chez Candida tropicalis.

Les résultats que nous avons obtenus montrent que :

e L’addition de NaCl induit une augmentation de I’activité hémolytique qui varie d’un
facteur de 0,43 a 0,28 lorsque la concentration de NaCl passe de 1% a 5%. Par
conséquent c’est en additionnant 1% de NaCl que 1’activité est la plus importante.

e De méme I’addition de KCl induit une augmentation de I’activité hémolytique qui varie
d’un facteur de 0,22 a 0,31 lorsque la concentration de KCI passe de 1% a 5%. Par
conséquent c’est a 5% de KCI que ’activité hémolytique est la plus importante.

Par conséquent la présence de NaCl et KCI dans le milieu semble augmenter le pouvoir

hémolytique de Candida tropicalis.

Pour donner une suite au présent travail, il serait intéressant :

- D’évaluer le pouvoir hémolytique pour d’autres espéces de Candida non albicans.

- De tester I’effet d’autres électrolytes comme le CaCl, et MgCl»

- D’élargir I’étude avec d’autres enzymes lytiques tels que les phospholipases et les

estérases.
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Résumé : Etude de D’effet des électrolytes sur la production d’enzymes lytiques par
guelques souches de Candida tropicalis.
L’incidence et la prévalence des infections fongiques dues aux levures Candida tropicalis ont
largement augmenté a 1’échelle mondiale affirment ainsi cet organisme comme un pathogéne
opportuniste. Le développement de ces mycoses est lié a plusieurs facteurs de virulences dont
la production d’hémolysine qui dégrade les érythrocytes de I'hdte pour libérer le fer utilisé
comme source de nutriment par les cellules fongiques. Dans ce contexte nous avons entrepris
d’évaluer I’effet du NaCl et KCl sur la production d’hémolysine chez les souches de Candida
tropicalis.
Les résultats obtenus indiquent que 1’addition de NaCl et de KCl induit une augmentation de
I’activité hémolytique chez Candida tropicalis lorsque la concentration en sel passe de 1% a
5%.
Mots clés : Candida tropicalis, infections fongiques, virulence, hémolysine, NaCl , KCI.
Summary : Study of the effect of electrolytes on the production of lytic enzymes by some
strains of Candida tropicalis.
The incidence and prevalence of fungal infections due to Candida tropicalis yeast have
greatly increased worldwide, thus affirming this organism as an opportunistic pathogen. The
development of these mycoses is linked to several virulence factors, including the production
of hemolysin, which breaks down the host's erythrocytes to release the iron used as a nutrient
source by the fungal cells. In this context, we undertook to evaluate the effect of NaCl and
KCI on hemolysin production in strains of Candida tropicalis.
The results obtained indicate that the addition of NaCl and KCI induces an increase in
hemolytic activity in Candida tropicalis when the salt concentration increases from 1% to
5%.
Keywords : Candida tropicalis, fungal infections, virulence, haemolysin, NaCl , KCI.
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