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Résumé

Cette étude a porté sur la recherche des altérations fongiques dans les cavités
buccales de 20 enfants atteints d’'un diabéte de type 1 de la ville de Tlemcen, agés
de 34 15 ans.

Vingt prélévements sont effectués entre février et mars 2024 parmi lesquels huit ont
présenté une culture positive sur milieu Sabouraud soit un taux d’altération de 40%.
Ces altérations sont reparties entre 5 filles (62,5%) agées de 11 a 13 ans et 3 garcons
(37,5%) agés de 12 a 14 ans.

L’identification des huit souches isolées par Vitek2, nous a permis de les attribuer

toutes a I'espéce Candida albicans

Les tests de sensibilité aux antifongiques ont montré que toutes les souches sont
résistantes a la cyclohéximide (CMI>8ug/mL). En ce qui concerne 'amphotéricine B,
six souches en sont sensibles avec des CMIs comprises entre 0,125 et 1ug/mL et
2 souches résistantes aprés 24 et 48 heures d'incubation a 35°C (CMI>8ug/mL).

Toutes les souches isolées sont formatrices de biofilms in vitro. La biomasse des
biofiims formés aprés 48 heures d’incubation a 37°C est supérieure a celle des

biofilms de 24 heures.

Mots-clés : Candidoses buccales - enfants diabétiques - Altérations fongiques -
Candida albicans — Biofilms - Amphotéricine B — Cycloheximide



Abstract:

This study investigated fungal alterations in the oral cavities of 20 children with type
1 diabetes from the city of Tlemcen, aged between 3 and 15 years. 20 samples were
taken between February and March 2024, among which eight presented a positive
culture on Sabouraud medium, resulting in an alteration rate of 40%. These
alterations were distributed among 5 girls (62.5%) aged between 11 and 13 and
3 boys (37.5%) aged between 12 and 14.

The identification of the eight strains isolated by the Vitek2 system allowed us to

attribute them all to the Candida albicans species.

Antifungal susceptibility tests showed that all strains were resistant to cycloheximide
(MIC>8pg/mL). Regarding amphotericin B, 6 strains were sensitive with MICs
between 0.125 and 1ug/mL, and 2 strains were resistant after 24 and 48 hours of
incubation at 35°C (MIC>8ug/mL).

All the isolated strains are biofilm formers in vitro. The biomass of biofilms formed

after 48 hours of incubation at 37°C is greater than that of 24-hour biofilms.

Keywords : Oral candidiasis - Diabetic children - Fungal alterations - Candida
albicans - Biofilms - Amphotericin B - Cycloheximide
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Premiére partie Synthése bibliographique

Les candidoses sont des infections fongiques dues a des champignons saprophytes
du genre Candida vivant en commensal sur les muqueuses digestive et génitale
[(Bougnoux et al., 2006) ; (Beigi et al., 2004)]. Bien que bénignes chez le sujet
sain, elles peuvent se propager par voie sanguine ou gagner le tractus gastro-
intestinal supérieur chez les personnes immunodéprimeées, entrainant des atteintes

séveres pouvant engager le pronostic vital (Yapar, 2014).

Les levures du genre Candida appartiennent au regne des champignons et se
distinguent par leur mode de vie unicellulaire et leur reproduction asexuée qui
s'effectue principalement par formation de bourgeons ou par scission binaire.
Elles présentent généralement des dimensions microscopiques comprises entre
2 et bum et se caractérisent par l'absence de pigmentation et de capsule.
Elles peuvent également adopter d'autres formes de croissance telles que des
pseudomycéliums ou des vrais mycéliums, formant des colonies de couleur blanche

crémeuse lorsqu'elles sont cultivées en milieu gélosé (Sudbery et al., 2011).

Sur le plan structural, ces microorganismes eucaryotes adoptent typiguement une
morphologie ovalaire ou arrondie (Sudbery et al., 2004). Leur structure comprend
une enveloppe extérieure rigide, la paroi cellulaire qui assure une fonction

protectrice.

D'un point de vue biochimique, la composition de la paroi cellulaire des levures du
genre Candida se caractérise par une forte teneur en composés
polysaccharidiques, représentant entre 80 et 90% de sa structure. Cette enveloppe
rigide contient également une proportion non négligeable de polypeptides qui varie
de 6 a 25%. Les lipides constituent l'autre classe de molécules présentes dans la
paroi de ces levures (Ruiz-Herrera et al., 2006).

L'espéce Candida albicans représente le principal agent étiologique responsable de
la majorité des cas de candidoses avec un taux de 54,3%. Cependant, d'autres
espéces de Candida non albicans sont identifiées comme agents causaux de ces
infections. Parmi celles-ci figurent Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis et Candida krusei, dont les fréquences respectives sont de 16%, de
14,9%, de 8,2% et 1,6% des cas de mycoses superficielles (Mujica et al., 2004).

Un des déterminants majeurs de la virulence et de la pathogénése de C. albicans

est sa capacité a passer d'une forme unicellulaire levure a une forme filamenteuse

1
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(hyphes/pseudo-hyphes). Cette transition morphologique appelé aussi
dimorphisme est contrdlée par différents signaux environnementaux tels que le pH,
la température, la disponibilité des nutriments et des signaux provenant de I'hote
qui sont les composants du systeme immunitaire (cytokines, anticorps) et les

molécules de reconnaissance (récepteurs, protéines) (Figure N°1).

Formation des blastospores r multiplication bourgecnnement

0-6-

Formation de pseudeo mycélium

Formation de mycélium vrai
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Figure N°1 : Morphologique de Candida albicans (Odds, 1998)

Le dimorphisme joue un rdle important dans la virulence de certaines levures telle
que l'espéce Candida albicans lui permettant ainsi d'échapper au systéeme
immunitaire de I'hote et d'envahir les tissus (Sudbery, 2004)

Les filaments fongiques (hyphes) sécretent des enzymes hydrolytiques comme les
protéinases et les phospholipases, facilitant l'invasion des tissus de I'hote et

I'acquisition de nutriments (Ghannoum, 2000).

Les levures appartenant au genre Candida sont présentes de maniére commensale
dans la flore microbienne naturellement établie de la cavité buccale (Arendorf et
Walker, 1980).

Rappelons qu’avant de faire partie de la flore commensale ou d’étre un parasite, les
levures doivent adhérer a des constituants de I'héte. Ce phénomene d'adhérence
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représente la premiere étape de pathogénicité lors de la dissémination. |l s’agit
d’'une étape cruciale qui précéde toute colonisation, elle est indispensable a la

survie de la levure (Douglas,1987).

Les levures du genre Candida ont la capacité d'adhérer aux cellules et aux tissus
de I'h6te mais aussi aux surfaces biotiques (email des dents et prothéses dentaires,
les appareils orthodontiques,) et abiotiques (dispositifs médicaux introduits dans
'organisme). Des especes de Candida ont une préférence pour certaines
localisations. Effectivement, il semble que Candida albicans adhéere mieux a
I'épithélium de la cavité buccale que Candida tropicalis. De plus, ces deux especes

ont une forte affinité pour I'épithélium vaginale (Cassone et al., 2007)

L'adhérence de C. albicans aux cellules épithéliales de I'hdte implique des
interactions entre les adhésines présentes a la surface de la levure (Als, Hwpl, etc.)
(De Groot, 2013) et les récepteurs des cellules hétes comme les protéines de la
matrice extracellulaire (laminine, fibronectine) ou les récepteurs membranaires
(Sheppard et al., 2004).

Ce phénoméne d’adhésion induit une réorganisation du cytosquelette des cellules
hotes, ce qui facilite, d’'une part, I'endocytose de C. albicans et son invasion. D’autre
part, elle déclenche une réponse pro-inflammatoire contribuant aux dommages
tissulaires [(Park et al., 2005) ; (Phan et al., 2007) ; (Zakikhany et al., 2007)].

Dans une cavité buccodentaire saine, les levures du genre Candida cohabitent de
maniere équilibrée, formant un écosystéme microbien stable. Leur présence
harmonieuse contribue au maintien de I'homéostasie et de I'équilibre physiologique

de la cavité buccale (Kleinegger et al., 1996).

Lorsque I'équilibre physiologique de I'organisme est perturbé, en raison de I'age
avanceé, de I'utilisation d'une antibiothérapie ou d’une corticothérapie, d'une
radiothérapie ou de linstallation d’un diabéte non équilibré, etc., ces levures
peuvent se transformer en agents pathogenes et provoquer des infections

fongiques graves (Lionakis et al., 2018).

En outre, en cas d’'un diabéte de type1 (Insulino-dépendant), les candidoses
buccales sont favorisées par I'hnyperglycémie chronique qui crée des conditions
favorables a la prolifération de I'espece Candida albicans (Guggenheimer et al.,
2000).
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Les taux élevés de glucose dans la salive des patients diabétiques constituent un
environnement idéal au développement excessif des levures du genre Candida au
sein de la cavité buccale conduisant ainsi a une colonisation anormale et I'apparition

de candidoses buccales (Knight et Fletcher, 1971).

D'autres complications liées au diabete, telles que la xérostomie (sécheresse
buccale) et les Iésions des muqueuses orales, contribuent également a augmenter

le risque de développement de candidoses buccales (Akpan et Morgan, 2002).

Les enfants diabétiques présentent une vulnérabilité accrue aux infections
fongiqgues affectant la cavité buccale, en particulier la candidose orale
communément appelée muguet [(Akpan et Morgan, 2002); (Rossie et
Guggenheimer, 1997)].

Ces infections peuvent s’aggraver par 'adhésion de ces microorganismes a I'émail
des dents et la formation de biofilms qui sont des structures dynamiques de cellules
fixées a une surface biotigue ou abiotigue et encastrées dans une matrice

exopolymérique autoproduite (Rajendran et al., 2016)

Rappelons que la formation d'un biofilm fongique passe par cinqg étapes bien
distinctes (Figure N°2) :

Adhésion initiale : Les levures adhérent a la surface de la muqueuse buccale ou
d'un matériau prothétique grace a des adhésines fongiques. Cette étape initiale est
déterminante pour la formation d’un biofilm (Baldo et al., 2007).

Colonisation et croissance : Apres leur adhésion, les cellules fongigues se
multiplient et forment des hyphes qui s'étendent sur la surface. Elles produisent une
matrice extracellulaire polysaccharidique qui contribue a la structure du biofilm
(Gulati et Nobile, 2016).

Maturation du biofilm : Au fur et a mesure de la croissance, le biofilm se développe
en une structure tridimensionnelle complexe composée de cellules fongiques avec
différentes formes morphologiques et d’'une matrice extracellulaire (Gulati et
Nobile, 2016).

Dispersion : Des cellules fongiques individuelles ou des fragments de biofilms
peuvent se détacher et se disperser, ce qui permet la colonisation d'autres sites

favorisant ainsi la progression de l'infection (Uppuluri et al., 2010).
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Candida albicans
biofilm life cycle

C. Maturation

Figure N°2: Etapes de formation d’un biofilm de Candida albicans
(Gulati et Nobile 2016).

Plusieurs facteurs contribuent a la formation des biofilms parmi lesquels nous

pouvons citer :

-Une mauvaise hygiene buccodentaire chez les enfants diabétiques peut favoriser
I'accumulation de plaque dentaire et la formation de biofilms fongiques (Akpan et
Morgan, 2002).

-L'hyperglycémie observée chez les patients diabétiques entraine une
augmentation du glucose dans la salive, ce qui favorise la prolifération des levures
du genre Candida et la formation de biofilms (Darwazeh et al., 1991).
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-Le diabéte peut réduire la production de la salive (Busato et al., 2012), créant ainsi
un environnement favorable a la colonisation par les levures du genre Candida et
la formation de biofilms

Le traitement des candidoses buccales est basé sur l'utilisation de trois classes

d’antifongiques systémiques. Il s’agit des :

-Polyenes, représentés essentiellement par I'amphotéricine B, qui agissent par
intéraction spécifique avec les stérols membranaires ce qui engendre la formation

de pores transmembranaires.

-Azolés comme le fluconazole qui inhibent la synthése de I'ergostérol en bloquant

la 14a-déméthylase perturbant ainsi l'intégrité membranaire des cellules fongiques.

-Echinocandines, a l'instar de la caspofungine qui ciblent la synthése du B (1,3) -D-

glucane, composant essentiel de la paroi cellulaire fongique (Odds et al., 2003).

La 5-fluorocytosine, un antifongique antimétabolite qui inhibe la synthése de 'ARN
fongiqgue de maniere indirecte, peut étre également utilisée en association avec

'une des trois classes précédentes (Odds et al., 2003).

La prise en charge thérapeutique des candidoses buccales fait appel a des agents
antifongiques, dont le choix dépend de la sévérité des lésions et de I'espece de
Candida en cause (Camile et al., 2000). Par conséquent, il est crucial d’établir un
diagnostic précis et de mettre en place un traitement adapté pour gérer ces

infections de maniéere adéquate.

C’est dans ce contexte que ce travail est entrepris et qui porte sur la recherche des
altérations fongiques buccodentaires chez des enfants diabétiques de la ville de
Tlemcen. L’évaluation du profil de résistance des souches isolées aux antifongiques

et leur potentiel a former des biofilms in vitro sont également étudiés.
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Ce travail est réalisé au laboratoire de recherche « Antibiotiques-Antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique (LapSab) » de 'université Aboubekr
BELKAID-Tlemcen.

1. Prélevements buccodentaires

Durant les mois de février et mars de lannée 2024, des prélevements
buccodentaires sont effectués par écouvillonnage de la langue (face dorsale et face

ventrale) sur 20 enfants diabétiques, ageés de 3 a 15 ans, de la ville de Tlemcen.

Les écouvillons sont placés dans des tubes stériles auxquels 2mL d'eau
physiologique stérile sont ajoutés puis agités au vortex pendant 2 minutes.
Un volume de 100uL est ensuite préleveé et transféré dans un tube contenant 900uL
de milieu Sabouraud liquide pour la recherche des levures appartenant au genre
Candida. Les tubes sont incubés a une température de 35°C pendant 24 a

48 heures, voire 72 heures.
2. Isolement et purification des levures du genre Candida

A partir des échantillons présentant un trouble, des boites de Pétri contenant de la
gélose Sabouraud sont ensemenceées et incubées a 35°C pendant 24 a 48 heures.
Les souches isolées sont purifiées par passages successifs sur gélose Sabouraud.
Les souches ainsi purifiées sont ensemencées dans des tubes contenant de la
gélose Sabouraud inclinée puis incubées pendant 24h a 35°C et conservées a
+4°C.

3. Identification des levures du genre Candida

L’identification des souches isolées est réalisée par la recherche de tubes
germinatifs (test de blastese) et des chlamydospores, par croissance sur le milieu

chromogénique, le Chrom-Agar™ Candida et par vitek2
3.1. Test de blastése (test de germination)

Test décrit par Taschdjian (1960), inspiré de Reynolds et Braune (1956) montrant
que les constituants sanguins favorisent la filamentation de certaines levures.
Une culture pure sur Sabouraud est mise en suspension dans 1mL de sérum
humain, incubée 3-4h a 35°C. Une goutte observée au microscope x40 permet de

vérifier la présence ou lI'absence de tubes germinatifs (Bouchet et al., 1989).
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3.2. Test de chlamydosporulation

Une colonie de la souche a analyser est étalée par stries sur milieu Riz, Agar, Tween
80 (RAT) incliné en tube, avec une pigldre centrale profonde. Apres incubation
pendant 48h a 28°C, une observation microscopique montrant des levures, des
pseudomycéliums, des blastospores et des chlamydospores indique qu'il s'agit de
'espéce Candida albicans. (Drouhet et Vieu,1957).

3.3. Croissance sur CHROM-Agar™ Candida

Le CHROM-Agar™ Candida est un milieu sélectif et différentiel permettant d'isoler
rapidement Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis et Candida
glabrata de cultures mixtes, en se basant sur la coloration et la morphologie des
colonies (Photo N°1). Des boites de Pétri contenant ce milieu sont ensemencées

par stries, puis incubées pendant 48 heures.

C. paray // ! X \

C. tropicalis

C. albicans C. krusei

C. glabrata T— _—== .2

N N —

Photo N°1 : Aspect de Candida sp sur Chrom-Agar™ Candida

4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
4.1. Préparation des antifongiques

Notre choix a porté sur un antifongique systémique, I'amphotéricine B de la famille
des polyénes qui agit sur la membrane plasmique des cellules fongiques et la
cyclohéximide ou actidione, un antibiotique avec des propriétés antifongiques
significatives qui inhibe la synthése des protéines des cellules eucaryotes (Takagi

et al., 1986). Les deux antifongiques proviennent des laboratoires Sigma.
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Les solutions meéres de I'amphotéricine B et de la cycloheximide sont préparées en
extemporané par dissolution dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a des

concentrations respectives de 1,6mg/mL et 0,05mg/mL.

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMIs) de I'amphotéricine B et de la
cycloheximide vis-a-vis des souches de Candida sp. isolées sont déterminées selon
le protocole standard du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008
M27-A3). C’est une technique de microdilution sur microplaque 96 puits dans le

milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) tamponné a pH 7 (Sigma).

Candida albicans ATCC10231 est utilisée comme contrble interne pour la

détermination des CMIs.
Les tests sont réalisés en triplicata.
4.2. Préparation de I'inoculum

A partir d'une culture de 24 heures sur gélose Sabouraud, une suspension
levurienne de 3x10° cellules/mL est préparée dans de I'eau physiologique stérile a
8,5% par dénombrement sur cellule de Thoma. Des dilutions au 1/50 puis au 1/20
dans le milieu RPMI sont réalisées pour obtenir une concentration cellulaire de

départ égale a 1,5x102 cellules/mL.
4.3. Technique de microdilution sur microplaque

Dans les 96 puits d'une microplaque, 100uL de l'inoculum sont introduits auxquels
sont ajoutés 100uL de la solution d'amphotéricine B ou de cycloheximide.
Les concentrations finales des antifongiques varient de 0,03 a 16ug/mL pour

I'amphotéricine B et de 0,5 a 8ug/mL pour la cycloheximide.

Les microplagues ainsi préparées sont scellées puis incubées a 35°C. Les CMIs de
I'amphotéricine B et de la cycloheximide sont lues a I'ceil nu aprés 24 et 48 heures
d’incubation a 35°C. La viabilité et la cultivabilité des levures sont vérifiées par leur

culture sur gélose Sabouraud.
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5. Détermination de la biomasse des biofilms formés par les souches de
Candida sp.

5.1. Préparation de I'inoculum

Les souches de Candida sp. isolées sont cultivées dans un bouillon Sabouraud,
puis incubées pendant 24 h a 35°C. Aprés centrifugation & 3000g pendant 5 minutes
a 4°C, le culot est lavé deux fois avec une solution saline tampon phosphate (PBS)
a (pH 7,4 ; 10mM). L'inoculum de départ est ajusté a 10° cellules/mL dans le milieu
RPMI.

5.2. Formation des biofilms in vitro

100uL de linoculum a 10%cellules/mL sont introduits dans chaque puits d’une
microplague. Cette derniére est ensuite scellée puis placée dans une étuve a 35°C

pendant 24 heures.
5.3. Mesure de la biomasse des biofilms formés

La technique de coloration au crystal violet permet de quantifier la biomasse au sein
du biofilm (Christensen et al., 1985).

Apres formation des biofilms de 24 heures, le milieu est aspiré et les puits sont
rincés par le tampon phosphate pH7,4 ; 10mM additionné de 150mM de NaCl (PBS)
stérile pour éliminer les cellules planctoniques ou non adhérentes. Pour fixer le
biofilm, 100uL de méthanol sont ajoutés aux différents puits et la microplaque est
réincubés pendant 15 minutes a température ambiante. Les puis sont ensuite vidés,
100uL de crystal violet sont ajoutés et les microplaques sont réincubées pendant
20 minutes. Le crystal violet lié est solubilisé par 150uL d'acide acétique (33%) et
la densité optique est mesurée a 570nm au lecteur de microplaques (Biochrom
Asys UVM340).

Les souches sont classées selon les intervalles fixés par Vieu, (2014) en :
Bonnes formatrices de biofilms : DO> 0,15

Moyennement formatrices de biofilms : 0,5<DO<1,5

Faiblement formatrices de biofilms : 0<D0<0,05

Non formatrices de biofilms : DO <0

Les tests sont réalisés en triplicata.
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6. Etude statistique

Afin de mettre en évidence une éventuelle corrélation entre le diabéte et I'altération
fongigue buccodentaire, une étude statistique est réalisée basée sur le test de
Chi-deux avec correction de continuité de Yates (X-squared) de 16.05 avec 1 degré
de liberté (p<0.05).
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1.Taux d’altérations fongiques

A partir des 20 préléevements buccaux effectués chez des enfants diabétiques de la
ville de Tlemcen et suivis a la clinique Boudghene du CHU (Tlemcen) parmi lesquels
12 filles et 8 garcons ; huit se sont révélés positifs soit un taux d’altération fongique
global de 40%. Ce taux est inférieur a celui rapporté par I'équipe d’Al-Attas qui a
trouvé un taux d’altération de 68,9% chez des enfants diabétiques au Royaume
d'Arabie Saoudite (Al-Attas et al., 2010).

Le tableau N°1 présente la répartition des altérations fongiques selon le sexe des

enfants diabétiques de la ville de Tlemcen.

Tableau N°1 : Répartition des prélévements positifs par sexe

Nombre de Nombre de prélevements | Taux d’altération
Sexe prélévements positifs (%)
Filles 12 5 62,5
Garcons 8 3 37,5

Nous remarquons que le taux d’altérations fongiques chez les enfants diabétiques

de la ville de Tlemcen est de 62,5% pour les filles contre 37,5% pour les garcons.

La répartition des altérations fongiques selon la tranche d’age des enfants est

représentée sur la figure N°3.
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Figure N°3 : Répartition des prélevements positifs par sexe et par tranche
d’age.

Cette figure montre que 5% des filles concernées par laltération fongique

appartiennent a la tranche d’age [5-10[ans et 55% a la tranche d’age [10-15] ans.

Pour les garcons, 5% sont dans la tranche d’age [0-5] ans et seulement 35% dans

la tranche d’age [10-15] ans.

Nous constatons que quel que soit le sexe des enfants, le taux d’altérations
fongiques est plus élevé a l'adolescence, c’est-a-dire pour la tranche d’age [10-15]

ans. Cette augmentation est beaucoup plus marquée chez les filles.

Par ailleurs, le test de Chi-deux avec correction de continuité de Yates a donné une
statistique de test (X-squared) de 16.05 avec 1 degré de liberté. Le p-value associé
est de 6.168e-05 (<0.05) ce qui révele une corrélation significative entre le diabete

et I'altération fongique buccale chez les enfants inclus dans cette étude.
2. ldentification des levures

Le tableau N°2 regroupe les résultats de l'identification des levures isolées par les
tests de blastese, de chlamidosporulation et par croissance sur milieu Chrom-Agar
Candida.
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Tableau N°2 : Résultats de l'identification des levures isolées des cavités
buccales des enfants diabétiques de la ville de Tlemcen
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Ces résultats montrent que les huit souches de levures isolées appartiennent a

I'espece Candida albicans. Cette identification est confirmée par Vitek2.

Selon les travaux de Willinger et al., (2001), la croissance sur le milieu CHROM-
Agar™ Candida présente une excellente spécificité, supérieure a 99%, pour
I'identification de chaque espéce de Candida. De plus, sa sensibilité atteint environ

99% permettant ainsi une détection fiable des différentes especes.

L’espece Candida albicans, fait partie de la flore commensale buccale. Il s’agit de
I'agent pathogene le plus incriminé dans les candidoses buccales chez les enfants
diabétiques, avec un taux d'isolement qui dépasse les 50% (Al-Attas et al., 2010).

3. Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B et de la

Cyclohéximide vis-a-vis des souches de Candida albicans isolées
3.1. Amphotéricine B

Les valeurs des CMIs de 'amphotéricine B vis-a-vis des souches de C. albicans
isolées de la cavité buccale des enfants diabétiques déterminées aprés 24 et

48 heures d’incubation a 37°C sont représentées sur la figure N°4.

w ~ un

[AmMB] pg/mL

[EEN

=8 _ B
Cal Ca2

Ca3 Cad Ca5s Cab Ca7 Ca8

Candida albicans

m 24 heures m48 heures

Figure N°4 : CMIs de I'amphotéricine B vis-a-vis des souches de C. albicans

isolées.
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Nous remarquons que les CMls varient de 0,125ug/mL a 1ug/mL pour les souches
Cal, Ca2, Ca3, Ca4, Ca5 et Ca7. Par conséquent, ces souches sont sensibles a
'amphotéricine B (CLSI, 2008). Ce résultat va dans le méme sens que ceux de
Dorocka-Bobkowska et al., (2003) et d'Ellepola et al., (2015).

En revanche, aprés 24 heures d’incubation, les souches Ca6 et Ca8 ont montré des
CMils supérieures ou égales a 8ug/mL. Ces valeurs sont restées inchangées apres
48 heures d’incubation a 35°C. Selon les recommandations du CLSI de 2008, ces
deux souches sont résistantes a I'amphotéricine B. Rappelons que ces deux
souches sont prélevées de deux enfants diabétiques insulinodépendants de sexe
féminin agés de 11 et 12 ans. Au moment du prélevement, ces deux enfants
présentaient des caries dentaires, des rougeurs et des inflammations gingivales,

une mauvaise haleine, ainsi que des gonflements de la gencive.

N outre, ces deux enfants n’ont jamais passé de visite médicale chez un dentiste et
leur alimentation est riche en sucre. Un systéme immunitaire affaibli chez ces deux
patients diabétiques ainsi qu’'une mauvaise hygiene buccodentaire peuvent étre a
l'origine d’'une adhérence de Candida albicans et d’une résistance accrue a cet

antifongique.

Il est a noter que la résistance des souches de Candida sp. a 'amphotéricine B
reste trés rare et inhabituelle. Elle peut étre causée soit par une réduction des
niveaux d'ergostérol, stérol dominant des membranes plasmiques des cellules
fongiques auquel se lie I'amphotéricine B, soit par une modification de la nature des
lipides constituant la cible membranaire de ce médicament. Dans les deux cas, ces
changements entrainent une diminution des sites de fixation de I'amphotéricine B

réduisant ainsi son efficacité antifongique (Ellis, 2002).
3.2. Cycloheximide

Les CMis de la cycloheximide vis-a-vis des souches de Candida albicans isolées,
lues aprés 24 heures d’incubation a 35°C, sont supérieures ou égales a 8ug/mL.
De ce fait, toutes les souches de Candida albicans testées sont résistantes a cet

antifongique (Singh et al., 2009).

Candida albicans posséde une résistance naturelle a la cycloheximide (Dehoux et
al., 1993). Des travaux antérieurs ont montré que cette résistance a la

cyloheximidine chez C. albicans est probablement due a la substitution de la proline
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en position 56 par une glutamine (P56Q), dans la protéine ribosomique eL42 (Kawai

et al., 1992).

Il faut rappeler que la cycloheximide est un antifongique qui inhibe la synthese
protéigue en se liant au site de liaison de 'ARNt-E (site E) des ribosomes (Ben-
Yaacov et al., 1994).

4. Biomasse des biofilms formés in vitro par les souches de C. albicans

isolées des cavités buccales d’enfants diabétiques

Les résultats relatifs a la quantification de la biomasse des biofilms formés in vitro
par les levures de Candida albicans isolées de la cavité buccale des enfants

diabétiques sont présentés sur la Figure N°5.

Cal Ca2 Ca3 Cad Ca5 Cab Ca7 Ca8

Candida albicans

0.6

DO(570nm)
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N w Y (9]
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N

m Biofilms de 24 heures m Biofilms de 48 heures

Figure N°5 : Biomasses des biofilms formés in vitro par les souches de

C. albicans isolées des cavités buccales d’enfants diabétiques.

Nous constatons que toutes les densités optiques des biofilms formés par les
souches de C. albicans varient de 0,258 a 0,410 et de 0,292 a 0,525 apres 24 et
48 heures d’incubation a 35°C respectivement. Selon les intervalles fixés par Vieu,

(2014), toutes ces souches sont fortement formatrices de biofilms.

Cependant, pour les souches Cal et Ca8, il y a une diminution de I'absorbance pour
les biofilms de 48h par rapport a ceux de 24h. Cela peut étre expliqué par la
dispersion ou la perturbation du biofilm au cours de sa formation (Uppuluri et al.,
2010).
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Ce travail a porté, dans un premier temps, sur la recherche des altérations
fongigues a Candida chez des enfants atteints de diabete de type 1 de la ville de
Tlemcen et dans un deuxieme temps, sur I'évaluation de la sensibilité des souches
isolées a deux antifongiques, I'amphotéricine B et la cycloheximide, ainsi que leur

potentiel a former des biofilms in vitro.
Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

- Parmi les 20 prélévements buccaux effectués sur des enfants diabétiques, 40%
sont altérés par les levures du genre Candida avec une prévalence plus élevée chez
les filles et les adolescents, il est donc nécessaire de renforcer les mesures de
I'hygiéne buccodentaire et les campagnes de sensibilisation a ces infections auprés

de cette population et de leurs familles.

- Candida albicans est la seule espéce fongique isolée des cavités buccales des

enfants inclus dans cette étude.

- Sur les huit souches isolées, six sont sensibles a I'amphotéricine B, avec des CMIs
comprises entre 0,125 et 1ug/mL. En revanche, les souches Ca6 et Ca8 sont

résistantes a cet antifongique avec une CMI supérieure a 8ug/mL.

La résistance des levures du genre Candida a 'amphotéricine B est rarement
observée dans des isolats clinigues. Compte tenu de cette résistance a
I'amphotéricine B, il convient d’assurer une surveillance étroite de ces patients aux

systémes immunitaires fragiles.

-Toutes les souches de Candida albicans testées sont résistances a la

cycloheximide (CMI>8ug/mL).

- L'ensemble des souches isolées appartiennent a la catégorie « bonnes formatrices

de biofilms » in vitro.

La relation entre diabéte et infections buccodentaires est bien établie dans cette
étude. Cela est di, en plus dune mauvaise hygiéne buccodentaire,

a I'nyperglycémie salivaire et au systeme immunitaire affaibli de ces enfants.

Pour poursuivre ce travail et face a la menace croissante de I'émergence de
souches de Candida albicans résistantes aux antifongiques actuels, notamment
chez les populations a risque comme les enfants diabétiques, il serait intéressant
de:
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- Faire une caractérisation moléculaire des deux souches résistantes a
I'amphotéricine B. Cela permettrait d’ouvrir une voie d'identification de nouvelles
cibles thérapeutiques ou de stratégies de lutte anti-biofilms.

- Tester la combinaison d’antifongiques (amphotéricine B/cycloheximide) vis-a-vis

des souches isolées

Cependant, la prévention reste la stratégie de premiére intention, reposant

principalement sur le respect des mesures d’hygiéne buccodentaires strictes.
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Résume :
Cette étude a porté sur la recherche des altérations fongiques dans les cavités buccales de 20 enfants atteints d’un
diabéte de type 1 de la ville de Tlemcen, agés de 3 a 15 ans.

Vingt prélevements sont effectués entre février et mars 2024 parmi lesquels huit ont présenté une culture positive sur milieu
Sabouraud soit un taux d’altération de 40%. Ces altérations sont reparties entre 5 filles (62,5%) agées de 11 a 13 ans et 3
gargons (37,5%) agés de 12 a 14 ans.

L’identification des huit souches isolées par Vitek2, nous a permis de les attribuer toutes a 1’espece Candida albicans

Les tests de sensibilité aux antifongiques ont montré que toutes les souches sont résistantes a la cyclohéximide
(CMI>8ug/mL). En ce qui concerne I’amphotéricine B, six souches en sont sensibles avec des CMIs comprises entre 0,125
et 1pg/mL et 2 souches résistantes aprés 24 et 48 heures d'incubation a 35°C (CMI>8ug/mL).

Toutes les souches isolées sont formatrices de biofilms in vitro. La biomasse des biofilms formés aprés 48 heures
d’incubation a 37°C est supérieure a celle des biofilms de 24 heures.

Mots-clés : Candidoses buccales - enfants diabétiques - Altérations fongiques -

Candida albicans — Biofilms - Amphotéricine B — Cycloheximide

Abstract

This study investigated fungal alterations in the oral cavities of 20 children with type 1 diabetes from the city of Tlemcen,
aged between 3 and 15 years. 20 samples were taken between February and March 2024, among which eight presented a
positive culture on Sabouraud medium, resulting in an alteration rate of 40%. These alterations were distributed among 5
girls (62.5%) aged between 11 and 13 and 3 boys (37.5%) aged between 12 and 14 .

The identification of the eight strains isolated by the Vitek2 system allowed us to attribute them all to the Candida albicans
species.

Antifungal susceptibility tests showed that all strains were resistant to cycloheximide (MIC>8ug/mL). Regarding
amphotericin B, 6 strains were sensitive with MICs between 0.125 and 1pug/mL, and 2 strains were resistant after 24 and 48
hours of incubation at 35°C (MIC>8ug/mL).

All the isolated strains are biofilm formers in vitro. The biomass of biofilms formed after 48 hours of incubation at 37°C is
greater than that of 24-hour biofilms.

Keywords : Oral candidiasis - Diabetic children - Fungal alterations - Candida albicans - Biofilms - Amphotericin B -
Cycloheximide



