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Résumé :

La candidose buccale est une maladie fréquente chez les enfants, se manifestant a la surface de
la muqueuse buccale suite a une prolifération de levures du genre Candida, en particulier
Candida albicans. Ce champignon opportuniste saprophyte se développe lorsque les conditions
lui sont favorables. L'objectif de cette étude était d'isoler des levures présentes dans la cavité
buccale d'enfants en bonne santé a Tlemcen, d'identifier les especes fongiques a l'aide de divers
tests et de déterminer la capacité des souches isolées a former des biofilms.

Les résultats obtenus ont révélé que parmi les 12 échantillons prélevés, 33 % étaient infectés
par des levures, principalement Candida albicans. La présence de caries dentaires et une
mauvaise hygiéne bucco-dentaire étaient les facteurs de risque associés a ces infections.
Toutes les souches de Candida spp testées ont montré une capacité a former des biofilms.

Cependant, une formation de biofilm plus importante a été observée chez C. tropicalis.

Mots clés : candidose buccale, Candida spp, Candida albicans, Candida tropicalis, Biofilms.



Abstract:

Oral yeast infections is a common disease in children, occurring on the surface of the oral
mucosa following a proliferation of yeasts of the genus Candida, especially Candida albicans.
This opportunistic saprophytic fungus develops when conditions are favorable. The objective
of this study was to isolate yeast present in the oral cavity of healthy children in Tlemcen,
identify fungal species using various tests, and determine the ability of isolated strains to form
biofilms.

The results obtained showed that among the 12 samples collected, 33% were infected with
yeasts, mainly Candida albicans. The presence of dental caries and poor oral hygiene were the
risk factors associated with these infections.

All strains of Candida spp tested showed an ability to form biofilms. However, more biofilm

formation was observed in C. tropicalis.

Keywords: Oral yeast, Candida spp, Candida albicans, Candida tropicalis, Biofilms.
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Premiére partie Synthése bibliographique

Les micro-organismes sont organisés en communautés structurées et capables de coloniser des
surfaces solides. Ces structures représentent le mode de vie normal et majoritaire des micro-

organismes, auquel Costerton et ses collaborateurs (1999) a donné le nom de "biofilms".

Selon les nouvelles annonces publiques des National Institutes of Health (NIH) plus de 60 %
de toutes les infections microbiennes sont associées a la formation de biofilm. Celles-ci

comprennent les infections bucco-dentaires (Lewis, 2001).

La cavité buccale représente I'un des écosystemes les plus complexes de l'organisme, a
I'intérieur duquel cohabitent une grande variété de micro-organismes tels que les bactéries et
les levures. Lorsque I'écosysteme est en équilibre, les relations entre les micro-organismes ainsi
que leurs interactions avec l'environnement sont stables. Tout déséquilibre favorise le
développement de certaines especes pathogenes au détriment d'autres espéces, ce qui peut étre
a l'origine des pathologies bucco-dentaires telles que les parodontopathies et les caries

dentaires (Nguyen, 2018).

Cette derniere reste la pathologie la plus fréquente chez l'enfant, tant dans les pays
industrialisés que dans les pays en développement. Cependant, les recherches actuelles
montrent que les enfants issus de pays pauvres présentent un risque de caries supérieur, De
plus, ils subissent une détérioration de leur qualité de vie due a des problemes bucco-dentaires

et recoivent des soins dentaires de moindre qualité (Moreira, 2012).

La fréquence des caries chez les enfants en bas age varie de 1% a 12% dans les pays
développés, tandis qu'elle peut atteindre jusqu'a 70% dans les pays en voie de développement,
selon une étude de (Milnes, 1996). Quant a la gingivite, elle est I'une des maladies parodontales
les plus courantes chez les jeunes enfants. Selon (Kowash et coll., 2000), environ 16% des
enfants de 3 ans en sont atteints. Une autre étude menée par Hugoson et ses collégues (1981)

a révélé une prévalence de gingivite de 35% chez les enfants du méme age.

Les enfants peuvent également étre sujets a des infections fongiques, telles que les candidoses
buccale (Drillon et coll,. 2011), qui sont provoquees par des levures appartenant au genre
Candida. La principale espéce pathogéne est Candida albicans, responsable de 54,3% des
infections fongiques superficielles, bien que les especes non-albicans sont de plus en plus
isolées (Mujica et coll., 2004).

La multiplication de Candida albicans, comme pour la plupart des levures, est favorisée dans

des environnements acides contenant une forte concentration de glucides. Ainsi, une
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consommation excessive de sucre, ainsi qu'un manque d'hygiéne buccodentaire, constituent

des facteurs de risque pour le développement de la mycose buccale (Pacorel, 2015).

Les enfants courent un risque accru d'infections buccodentaires en raison de divers facteurs,
notamment une hygiéne buccodentaire insuffisante, une alimentation excessive en sucres et la

prise de certains médicaments (Harris et coll., 2004).

Les infections buccodentaires augmentent considérablement le risque de développer diverses
maladies, telles que des affections broncho-pulmonaires, le diabéete, des problémes
cardiovasculaires, l'obésité, la polyarthrite rhumatoide, ainsi que d'autres maladies associées a
I'inflammation {(OMS, avril 2012) et (Brunner, 2021)}.

L'objectif de cette étude était d'isoler des levures appartenant au genre Candida de la cavité
buccale des enfants en bonne santé de la région de Tlemcen, ainsi que d'évaluer la capacité des

souches a former des biofilms in vitro.
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Ce travail a été réalisé au laboratoire Antibiotique, Antifongique : physico-chimie, synthéese et

activité biologique, de I’Université Aboubekr Belkaid , Tlemcen.
1. Prélevements

Les échantillons ont été prélevés sur des enfants en bonne santé du 19 février au 19 avril 2023

en effectuant un écouvillonnage de la surface dentaire et interdentaire pendant la période.

Apres le prélevement, les écouvillons ont été placés dans des tubes stériles secs auxquels 3 ml
d'eau physiologique stérile ont été ajoutés. Les tubes ont été agités vigoureusement pendant 2
minutes a l'aide d'un vortex. Ensuite, 100 pL de la solution ont été prélevés et transférés dans
des tubes contenant 900 pL de milieu liquide Sabouraud pour la recherche de levures. Les tubes

ont ensuite été incubés a une température de 35°C pendant 24 a 48 heures, voire 72 heures.
2. Isolement et purification des souches

Des échantillons présentant un trouble ont été utilisés pour ensemencer des boites de Pétri
contenant de la gélose Sabouraud, qui permet I'isolement des levures. Les boites de Pétri ont
été ensemenceées par stries, puis incubées a une température de 35°C pendant une période allant
de 24 & 48 heures, voire 72 heures. Ensuite, une colonie a été prélevée de la gélose, repiquée
dans un milieu liquide stérile, et incubée a 35 °C pendant une période allant de 24 a 48 heures,
voire 72 heures. Chaque souche pure a été ensemencée sur une gélose inclinée dans un tube,

puis incubée a 35°C pendant 24 heures et conservée a une température de +4 °C.
3. Identification des souches

L'identification des souches isolées a été réalisée par des observations microscopiques et
I'utilisation du milieu de culture CHROM-Agar™ Candida, ainsi que par des tests de

chlamydosporulation et de blastese.
3.1. Observations microscopiques

Une goutte de la suspension de levures a été observée au microscope optique avec un

grossissement x40.
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3.2. lIdentification sur CHROM-Agar™

Le CHROM-Agar Ident® est un milieu sélectif et différentiel utilisé pour isoler rapidement les
especes de Candida albicans, Candida Krusei, Candida Tropicalis et Candida glabrata a partir
de cultures mixtes, en se basant sur la coloration et la morphologie des colonies (Tableau N°1).
Des boites de Petri préalablement remplies avec le milieu CHROM-Agar Ident® sont

ensemencées par stries, puis incubées a 35°C pendant 48 heures.

Tableau N° 1 : Aspect des Candida spp sur CHROM-Agar™ (Sigma)

Levures Couleurs des colonies
Candida albicans Vert clair
Candida tropicalis Bleu a violet
Candida glabrata Pourpre, flou

Candida krusei Blanc créeme

3.3. Test de chlamydosporulation

Une colonie provenant d'une préculture de 24 heures de la souche a analyser est ensemencée
par stries sur un milieu RAT (riz, agar, tween 80) incliné en tube. Ensuite, une piqure centrale
en profondeur est réalisée. Les tubes sont incubés pendant 48 heures a une température de 28°C
+ 2°C. Une observation microscopique révélant la présence de la forme levure, avec des
pseudomycéliums, des blastopores et des chlamydospores, indique la levure est une Candida
albicans (Drouhet et Vieu, 1957).

3.4. Test de blastese (Test de germination)

Ce test décrit par (Taschdjian,1960) et inspiré des travaux de (Reynolds et Braune, 1956), qui
ont montré que les constituants du sang favorisent la formation de filaments par certaines

levures.
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Pour tester une souche, une culture pure de cette derniere est préparée sur milieu Sabouraud.
Ensuite, une suspension de la levure est préparée en utilisant 1 ml de sérum humain provenant
d'un donneur sain. Cette suspension est ensuite placée dans une étuve a une température de
35°C pendant une période de 3 a 4 heures. Pour observer les résultats, une goutte de cette
suspension est prélevée et placée entre une lame et une lamelle, puis observée au microscope a
un grossissement de x 400. Cette observation microscopique permettra de vérifier la présence

ou l'absence de tubes germinatifs (Bouchet et coll., 1989).
4. Formation et quantification de biofilms fongiques
4.1. Préparation de I'inoculum

Les souches de levures isolées de la cavité buccale sont utilisées pour préparer des pré-cultures
dans le milieu Sabouraud liquide et incubé a 35°C pendant 24 heures. Apreés incubation, la
suspension est centrifugée a 3000 g pendant 5 minutes a 4°C. Le culot obtenu est lavé deux fois
avec du tampon phosphate salé (PBS) a pH 7,4 et une concentration de 10 mM. Ensuite, la
concentration de l'inoculum est ajustée a 10° cellules/mL dans le milieu RPMI-1640 ou le

milieu Sabouraud (Pierce et coll., 2008).
4.2. Formation du biofilm

Dans cette étude, 100 pL de I'inoculum contenant une concentration de 10° cellules/mL ont été
répartis dans chaque puits d'une microplaque. Ensuite, la microplaque a été scellée et placée

dans une étuve a une température constante de 35°C pendant une période de 24 heures.
4.3. Mesure de la biomasse

La technique de coloration au crystal violet mesure la quantité de biomasse a l'intérieur du
biofilm (Christensen et coll., 1985). Le crystal violet se lie aux molécules extracellulaires
chargées négativement, tels que les molécules de la surface cellulaire ou les polysaccharides de
la matrice exopolymerique des biofilms (L.i et coll., 2003). Apres la formation de biofilms, le
milieu est aspiré et les puits sont lavés 3 fois avec du PBS (pH 7,4 10mM) stérile pour écarter

les cellules planctoniques et/ou les cellules non adhérentes.

Pour la fixation du biofilm, 100 pL de méthanol absolu sont ajoutés aux différents puits de la
microplaque. Aprés une incubation de 15 minutes a température ambiante, les puits sont lavés
et 100 pL d'une solution de crystal violet sont ajoutés. Les microplaques sont laissées pendant

20 minutes & température ambiante. Le crystal violet liées et libéré par I'addition de 150 pL
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d'acide acétique (33%). La densité optique est ensuite lue a 570 nm a l'aide d'un lecteur de

microplaques (Biochrom Asys UVM340).
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La formation de biofilm est une caractéristique qui accroit la pathogénicité des espéces de
Candida et offre une protection contre les défenses immunitaires de I'nbte ainsi que les agents

antifongiques (Cavalheiro, 2018).

Les especes de Candida sont des pathogenes fongiques reconnus pour causer des infections
superficielles et systémiques chez les étres humains. La candidose buccale est la maladie la plus
courante chez les individus, en particulier chez les enfants. Elle est généralement due a la
prolifération de Candida spp, en particulier Candida albicans {(Godeau et Guedj,
2005),(Patosa et coll,. 2018)}.

Sur la base de ces données, nous avons entrepris cette étude visant a établir I'épidémiologie des
levures du genre Candida dans la cavité buccale des enfants en bonne santé de la région de

Tlemcen, ainsi qu'a étudier leur capacité a former des biofilms in vitro.

1. Prélevements

Du 19 février au 19 avril 2023, douze prélévements ont été effectués sur des enfants en bonne
santé, dont sept garcons et cing filles. La mise en culture des prélevements sur milieu Sabouraud

a révélé que quatre d'entre eux étaient positifs, ce qui correspond a un taux de 33%.

Le tableau N°2 représente la répartition des prélévements positifs selon le sexe, I'age et les

pathologies buccodentaires.

10
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Tableau N°2 : La répartition des prélévements positifs en fonction du sexe, de I'age et des

pathologies buccodentaires.

Sexe age Pathologies buccodentaires
Prélevement 1 Gargons 12 ans Carie dentaire
Prélevement 2 Filles 10 ans Carie dentaire
Prélevement 3 Gargons 5ans Carie dentaire
Préléevement 4 Garcons 13 ans Carie dentaire

Le tableau N°2 montre que le taux d'altération est plus important chez les gargons (75%) que
chez les filles (25%).Ces résultats sont en accord avec ceux de {(Staar et coll., 2002), (Bakama
et coll,. 2020) et (Zhang et coll., 2018)} qui ont montré que 1’altération dépend du sexe mais

aussi de 1’age.

Dans notre étude, tous les enfants sont affectés par la carie dentaire. Ce taux s'approche de celui
de I'étude de Pierce et de ses collaborateurs (2019), qui ont montré que la prévalence de la

carie chez les enfants canadiens était de 98 %.

Ce type de prévalence peut s'expliquer par le type dalimentation et les méthodes d'hygiene

orale entre les enfants.

L'alimentation a un impact majeur sur I'état des dents, mais I'nygiéne bucco-dentaire est
également un facteur important dans la lutte contre la carie dentaire. Une mauvaise hygiene
bucco-dentaire entraine une accumulation de plaque sur toutes les surfaces des dents. Celle-ci

affaiblit I'émail des dents et favorise I'apparition de caries (Armfield, 2010).

11
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2. ldentification des souches

Les souches ont été soumises a plusieurs tests pour les identifier. Les résultats sont regroupés
dans le tableau N°4

Tableau N°4 : Identification des souches des Candida spp isolées de la cavité buccale.

Souches Tube Chlamydospores | Couleurs Espéce Photo
fongiques | germinatif CHROM-
Agar™
Souche 1 + + Verte C. albicans
Souche 2 - - Pourpre |C. glabrata
Souche 3 + + Verte C. albicans
Souche 4 - - Bleue |C. tropicalis
Souche 5 + + Verte C. albicans

12
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Les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessus ont montré que toutes les levures isolées
appartiennent au genre Candida, dont trois Candida albicans, une Candida tropicalis et une
Candida glabrata. Dans le méme sens, les résultats de (Tata et coll., 2019) montre que Candida

albicans était I'espéce la plus (80,9 %) fréquemment isolée de la langue et de la surface buccale.

3. Formation de biofilm

Les résultats relatifs a la quantification de la biomasse des biofilms formés par les levures de

Candida spp isolées de la cavité buccale sont représentés sur la Figure N°1.

DO (570nm)
4
3.5
3
2.5
2
1.5
1
0.5
0 — — —
S1 S2 S3 sS4 S5

Figure N° 1 : Biomasse des biofilms fongiques formés sur Sabouraud liquide par la

méthode du crystal violet.

Apres une incubation de 24 heures a 35°C, nous avons observeé que les trois souches de Candida
albicans (S1, S3, S5) ainsi que la souche de Candida glabrata (S2) n’ont pas développé des
biofilms. En revanche, la souche de Candida tropicalis (S4) a formé un biofilm d'une biomasse

importante.

En effet, plusieurs études affirment que les souches des especes Candida different quant a leur
capacité a former des biofilms (L.i et coll., 2003). De plus, la formation des biofilms par chaque
espece de Candida dépend du support utilisé ainsi que de la méthode d'étude (Shin et coll.,
2002).

13
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Cependant, une formation accrue de biofilm a été observée chez C. tropicalis par rapport aux

deux autres especes. Ces résultats sont en accord avec 1’étude de (Brito et coll., 2023).

Une étude réalisée sur Candida albicans a montré que cette espece forme davantage de biofilms
lorsque le milieu contient une concentration élevée de sources de carbone. De plus, une forte
quantité de galactose favorise la production d'adhésine (Douglas, 1992). Les sucres sont

indispensables a la production de la matrice polysaccharidique.

14
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Conclusion :

La candidose buccale, provoquée par les levures du genre Candida, est la mycose
cutanéomugqueuse la plus courante de la cavité buccale. En se basant sur cette constatation,

nous avons entrepris une étude dans le but de :

e Prélever des échantillons de la cavité buccale des enfants afin d'isoler les levures de

Candida et d'identifier ces souches.
e Evaluer in vitro la capacité des souches isolées a former des biofilms.
Les résultats obtenus, nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

e Parmi les 12 prélévements effectués, 33 % présentent des altérations causees par des

levures.

e Sur les 4 prélevements altérés par les levures, trois especes de levures ont été

identifiées : C. albicans, C. glabrata et C. tropicalis.

e On aobservé une formation accrue de biofilm chez C. tropicalis par rapport aux deux

autres especes.
e Lacarie dentaire est un facteur de risque associé aux cas d'infections
Pour compléter notre étude, nous pourrions explorer les options suivantes :

e Examiner l'utilisation de différents milieux de culture pour évaluer la capacité de

formation de biofilms.

e Utiliser des techniques moléculaires telles que la PCR pour identifier les espéces de
Candida.

e Evaluer la sensibilité des Candida aux antifongiques tels que I'amphotéricine B et le

fluconazole.

16
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Annexes N°1: Questionnaire

Fiche technique pour I’enquéte des infections bucco-dentaire chez les enfants sains dans la

région de Tlemcen

Date de prélévement :

Age:
Adresse :
Sexe: [__] Fille [_] Gargon
Fréquence de Brossage des dents (jours) : Heure de préléevement :

1 Irréguliére
1

1 fois/ jour
1 2 fois/ jour

Régime alimentaire glucidique :

Douleurs des dents : :I Oui |:I

Non

Pathologies buccodentaires :
[ caries dentaires

[] candidose
1

Autres pathologies

Apport d’antibiotiques (dernier mois avant le prélévement) : | | | |

Oui Non
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Annexes N°2

Observation microscopique des souches isolées de la cavité buccale
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Annexes N°3

(A) Formation de pseudofilaments par Candida albicans sur sérum humain, (B) Formation de

chlamydospores par Candida albicans sur milieu RAT (Riz-Agar-Tween)
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