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Résumé

De nos jours, la dissémination de la résistance aux antifongiques est devenue 1’une des
principales menaces pour la sant¢ mondiale. Ce phénoméne met en évidence I’importance de
développer de nouveaux produits efficaces, tels que les vitamines pour réduire le risque d’échec
thérapeutique. Dans ce contexte, notre but est d’évaluer ’activité antifongique de la Vit D et de
la Vit B12 vis-a-vis de trois souches de référence d’origine fongique. Cela a été réalisé par la
méthode de diffusion sur milieu gélosé. Selon les résultats aucune activité n’a €té observée
avec ses souches de Candida albicans. Il est donc essentiel de mettre en évidencece sujet afin

de le développer davantage en cours.

Mots clés: Résistance, ’activité antifongique, Vitamine B12, Vitamine D, Candida

albicans.



Summary

Today, the spread of antifungal resistance has become one of the major threats to
global health. This phenomenon highlights the importance of developing new effective
products, such as vitamins, to reduce the risk of therapeutic failure. In this context, our aim was
to evaluate the antifungal activity of vitamin D and vitamin B12 against three reference strains
of fungal origin. This was carried out using the agar diffusion method. According tothe
results, no activity was observed with these Candida albicans strains.It is thereforeessential to

highlight this subject in order to develop it further in the future.

Key words: Resistance, the antifungal activity, Vitamin B12, Vitamin D, Candida albicans.
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Introduction

Les infections fongiques provoquent environ 1,7 million de déces par an dans le monde,
Candida albicans est le principal agent causal de la candidose et des infections fongiques
(Macias-Paz et al., 2023). Puis qu’elle Candida albicans est classé comme un pathogéne
fongique opportuniste qui existe sous forme d’agent commensal inoffensif dans les voies
gastro-intestinales et génito-urinaires (Anaul Kabir et al., 2012). Il est hautement adaptable,
permettant la transition du commensal au pathogéne en raison d’un répertoire de facteurs de
virulence. Plus précisément, il possede la capacité de changer de morphologie et de former des
biofilms (Pereira et al., 2021). En effet, en tant qu’agent pathogéne opportuniste, chaque fois
que le statut immunitaire de I’hote ou son microbiote est perturbé, il peut provoquer une
colonisation étendue des muqueuses et des maladies locales ou systémiques (Costa-de- Oliveira
et Rodrigues, 2020).

L’émergence de la résistance des Candida aux antifongiques, associée a 1’efficacité limitée
des médicaments antifongiques actuels sur le marché soulignent I’importance du
développement de nouveaux agents antifongiques pour la prise en charge de ces infections. A
cet égard, des micronutriments tels que des vitamines, en tant que facteurs essentiels peuvent
étre envisages pour améliorer la fonction du systeme immunitaire et accélérer la procédure de
traitement (Fariba et al., 2022). Des carences en ces vitamines peuvent altérer la fonction
immunitaire et augmenter la susceptibilité aux infections et aux maladies chroniques (Yaming,
2023). 1l est de plus en plus reconnu que la vitamine B12 et la vitamine D jouent un role

important dans le fonctionnement du systeme immunitaire.

Il n’existe cependant aucune étude sur 1’activité directe de ces vitamines sur les micro-
organismes, dont C. Albicans. Ce qui a suscité ’intérét de cette étude qui a pour objectif,

d’évaluer I’activité antifongique de la Vit B12 et de la Vit D vis-a-vis de Candida albicans.

Ce travail est divisé en trois parties :
> Une premiére partie bibliographique comprenant trois chapitres, un chapitre présentant
des généralites sur les vitamines B12 et la vitamine D, un deuxiéme chapitre décrivant les
pathologies associées aux carences et a I’hypervitaminose de celle-ci. Enfin, un troisieme
chapitre consacré a I’espéce de Candida albicans.

» Une deuxieme partie, experimentale exposant le matériel et les méthodes utilisées, ainsi que les
résultats obtenus de cette étude.
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Chapitre 01 : Les vitamines

1. Genéralités sur les vitamines

Les vitamines sont des substances organiques, indispensables au bon fonctionnement de
I’organisme, car elles interviennent dans de nombreux métabolismes. Ces substances n'ont pas
de valeur énergétique propre (Aziz et Tebani, 2010). Il existe treize familles de molécules
répondant a cette définition et pouvant étre classées en deux groupes en fonction de leur
solubilité: les vitamines hydrosolubles qui sont au nombre de neuf (B1, B2, B3, B5, B6, B8,
B9, B12, et C) et les vitamines liposolubles au nombre de quatre (A, D, E, K). L’absence ou
manque relatif de vitamines dans I’alimentation est a ’origine d’états de carence spécifiques

et de maladies (Benattalah, 2021).

1.1. Découverte

Le premier quart du Xxe siecle fut le temps des vitamines, regroupant 13 substances
découvertes les unes aprés les autres. Elles furent classées selon une nomenclature proposée par
Jack Drummond, désignant par une lettre de 1’alphabet (Schlienger et Monnier, 2011), cette
découverte a constitué une avanceée scientifiqgue majeure dans notre compréhension de la santé
et de la maladie (Semba, 2012). En 1912, Casimir Funk a isolé un concentré de riz poli qui a
guéri la polynévrite chez les pigeons. Il a nommé le concentré « vitamine » parce qu’il semblait
vital a la vie et parce qu’il s’agissait probablement d’une amine (Rosenfeld, 1997). Ensuite,
Elmer V. Mc Collum et Marguerite Davis ont découvert la vitamine A entre 1912 et 1914. En
1913, les chercheurs de Yale, Thomas Osborne et Lafayette Mendel, ont découvert que le beurre
contenait un nutriment liposoluble bient6t connu sous le nom de vitamine A (Bellis, 2018). Puis
I’évolution s’accélére dans les années 1930 avec I’identification de 1’ergocalciférol ou vitamine
D2 obtenu par irradiation de I’ergostérol végeétal, et la synthésedu cholécalciférol ou vitamine
D3 par Windaus (Mallet, 2014). Entre 1923 et 1948, les folatesfurent découverts, les vitamines
C, E et K, ainsi que des vitamines B hydrosolubles supplémentaires telles que la riboflavine,
I’acide pantothénique, la biotine, la folacine et la vitamine B1 (Lee et Dowell, 2013). La
vitamine B12 a été la derniére a étre identifiée en 1948par le biochimiste américain Karl Folkers

et ses collégues; ils ont réussi a I’isoler a partir de concentrés de foie (Msihid, 2017).

2. Lavitamine B12
2.1. Définition de vitamine B12
La cobalamine ou vitamine B12 est une vitamine hydrosoluble la plus complexe

synthétisée par des micro-organismes (Hannibal et Jacobsen, 2022). Sa structure chimique
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est proche de I’héme, I’atome central de fer étant remplacé par un atome de cobalt, d’ou son

nom (Guéant et Covi, 2007).

Elle peut se trouver sous forme cyanocobalamine, hydroxycobalamine, méthylcobalamine et
adénosylcobalamine; ces deux derniéres formes sont photosensibles. Elle existe sous forme de

poudre cristalline ou de cristaux de couleur rouge foncé, due au cobalt (Ghemrawi, 2018).

2.2. Structure de la vitamine B12
La cobalamine est une macromolécule qui posséde un noyau corrinoide tétrapyrrolique avec
un atome central de cobalt (acide cobyrique) liés par des ligands axiaux supérieur (R) et
inférieur (R”) (Charlotte, 2019) (figure 01).

Le groupement pseudo-nucléotidique diméthylbenzimidazole (DMB) présente 1’étage
inférieur ou le groupe imidazole est relié¢ au cobalt et le phosphate a I’un des noyaux pyrroles
(Jardy, 2000). La partie supérieure se lié a 1’atome de cobalt, donnant quatre types de
cobalamines selon la nature du ligand fixé: un groupement cyanique (cyanure) (-CN) pour
cyanocobalamine, un groupement hydroxyle (-OH) pour hydroxycobalamine, un groupement
méthyle  (-CH3) pour methylcobalamine, un résidu 5’-deoxyadénosyl  pour
I’adénosylcobalamine (Hiolle, 2019).

Figure 1: La structure chimique de cobalamine (Gibney et al.,2009).
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2.3. Origines et sources alimentaires

Les sources riches en vitamine B12 sont des aliments d’origine animale tels que les viandes,
le foie, les poissons, les ceufs et les produits laitiers (Tableau 01). Par contre les aliments

d’origine végétale sont dépourvus de cobalamine (O’Leary et Samman, 2010).

Les especes des genres suivants sont connues pour synthétiser de la B12: Acetobacterium,
Aerobacter, Agrobacterium, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Flavobacterium,
lactobacilles, Micromonospora, Mycobacterium, Propionibacterium, Protaminobacter,
Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Serratia, Streptomyces, streptocoques et
Xanthomonas (Bouabdallah, 2019).

Tableau 1: Teneurs en vitamine B12 des produits d’origine animale (en pug/100g de fraction
comestible fraiche) (Dreistadt, 2019).

Aliments Teneurs
(1g/100g)
Viandes beeuf 1.0
Veau 1.5
Poulet 0.6
Abats Foie beeuf 80
Foie veau 60
Rognon beeuf 30
Rognon veau 25
Poissons et fruits de mer Albacore 0.15
Anguille 1
Sardine 10
Thon 3
Produits laitiers Lait de ferme 0.4
Lait de vache 0.5
Lait de chévre 0.1
Fromages Frais 1
Camembert 15
Euf Entier 2
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2.4. Métabolisme
Le parcours métabolique de la vitamine B12 dans le corps humain est complexe

et malcompris, décrit comme suit (Figures 02 et 03).

2.4.1. Absorption
L'absorption intestinale de la cobalamine se fait en plusieurs étapes, mais dont les défauts
peuvent entrainer une diminution ou une absence d'absorption de la cobalamine alimentaire

(Agostoni et al., 2015). Elle dépend de deux systéemes distincts :

Le systéme facteur intrinseque-dépendant: lors de 1’ingestion, la cobalamine se lie a des
protéines alimentaires sous forme adénosylcobalamine (d’AdoCbl) et de méthylcobalamine
(MéCDbl), libérée sous I’influence de suc gastrique a 1’acide chlorhydrique et a la pepsine, puis
se lie aux haptocorrines dans le duodénum (Ghemrawi, 2018). La vitamine B12 se lie alors au
facteur intrinseque (FI), qui est une glycoprotéine produite par les cellules pariétales de
muqueuse gastrique, cette liaison forme un complexe FI-B12 qui est absorbé au niveau d’iléon.

Ce systéme est saturable (Dreistadt, 2019).

Le systéme indépendant du facteur intrinséque: c’est une diffusion passive impliquée tout
au long du trac digestif, n’est valable que lorsque des doses importantes de vitamine se trouvent
dans la lumiere intestinale. Ce mécanisme est insuffisant et insaturable, qui permet I’absorption
seulement de 1% de vitamine B 12 (Jardy, 2000).
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1) Ingestion “_a

VITAMINE B12 - PROTEINES ALIMENTAIRES

2) Dans lI'estomac

Sucs gastriques
B12
Pepsine 812 B12
Protéd l - 2
’ aptocorrine
Protéines
Acide chlorhydrique

3) Dans le duodénum

Enzymes pancréatiques et biliaires B12

‘ Haptocouinc

B12 - Haptocorrine B12 - Facteur
intrinséque

Figure 2: Absorption de la vitamine B12 par le systeme de facteur intrinséque-dépendant
(Dreistadt, 2019).

2.4.2. Transport

Au niveau du sang, la cobalamine est liée a trois types de protéines de transportappelées
les transcobalamines: les transcobalamines I sont utilisées pour le stockage devitamine B12, les
transcobalamines Il jouent un réle dans leur pénétration dans les cellules cibles et leur transport
intracellulaire, tandis que les transcobalamines I11 dont les fonctions restent encore inconnus
(Preynat, 2009).
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4) Dans l'iléon

\./’) \\,‘f%—--w B12- Facteur
A\ intrinséque
-~ +
- Cubuline

Transcobalamines |l Transcolblamines

letil
Voie de métabolisme intracellulaire

Stockage dans le foie

Figure 3: Transport de la vitamine B12 (Dreistadt, 2019)

2.4.3. Stockage et élimination

La vitamine B12 est stockée en grandes quantités, principalement dans le foie, jusqu'a ce
que l'organisme en ait besoin. Si une personne cesse de consommer cette vitamine, les réserves
de I'organisme prennent généralement de 3 a 5 ans pour s'épuiser (Johnson, 2022), puis elle sont
éliminées dans la bile, les urines, les diverses secrétions et les desquamations (Saadi, 2015). La

demi-vie de la vitamine B12 dans 1’organisme est environ un an (Guéant et Covi, 2007).

2.5. Mécanisme d’action

La cobalamine posséde des formes actives impliquées en tant que coenzyme au niveau
mitochondrial et cytoplasmique. En effet au niveau mitochondrial, 1’adénosylcobalamine
permet la conversion du méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA, qui est un métabolite
intermédiaire du cycle de Krebs et participant a la néoglucogenése (Preynat, 2009). Cependant
au niveau de cytoplasmique, la méthylcobalamine permet la conversion de I’homocystéine en
méthionine et utilise des folates dans la synthése des purines et despyrimidines qui participent
a la synthése de I’ADN par conversion du méthyltétrahydrofolate (méthylTHF) en
tétrahydrofolate (THF) (Guillerme, 2019).

2.6. Roles

La vitamine B12 favorise la synthése de I’ADN et de I’ARN, la formation des hématies,

10



Chapitre 01 : Les vitamines

ainsi qu’a la production des neurotransmetteurs qui transmettent des messages entre lescellules
de systeme nerveux. Elle transforme les aliments en énergie ce qui est nécessaire au bon
fonctionnement de 1’organisme. Elle peut étre considérée comme un traitement antianémique,
qui aide a I’assimilation de I’acide folique (vitamine B 9) et peut étre utilis€ comme un
antiallergique pour la disparition de symptomes allergiques en association avec & un
antihistaminique. Elle participe également a la détoxification et aide 1’organisme a éliminerles
toxines accumulées au niveau du foie (Zubiria, 2018).

D’autre part, la vitamine B12 favorise le fonctionnement du systéme immunitaire par la
production des leucocytes qui aident a combattre les infections. Une carence en vitamine B12
peut entrainer une immunodépression et rendre la lutte contre les infections plus dur pour

I’organisme (Rousse, 2023).

3. La "'vitamine D"
3.1. Définition

La vitamine D également appelée calciférol, est une vitamine liposoluble qui doit étre
considérée comme une pro-hormone de par sa similarité avec les hormones stéroides (Armande
Ake, 2019). Elle existe sous deux formes: la premiére est la vitamine D2, dérivant d’un stérol
végetal nommé ergocalciférol, elle peut étre apportée par les médicaments lors d’une
supplémentation en vitamine D. La deuxieme forme est la vitamine D3 ou cholécalciférol,
synthétisée au niveau de la peau apres irradiation solaire du 7- déhydrocholestérol ou apportée
par voie orale (alimentation ou médicaments) (Vivien, 2013).

3.2. Structure
La vitamine D est un composé polyphénolique cyclopentane associé aux stérols, classé
comme vitamine liposoluble (Jiang et al., 2020). Connue sous deux formes cholécalciférol (vit
D3) et I’ergocalciférol (vit D2) qui sont chimiquement trés proches. Ce sont des stéroides avec
un noyau cyclo-pentano-phénanthrénique, mais 1’ouverture du cycle B de ce noyau en position
9-10 en fait un sécostéroide (Vatan, 2011). La principale différence se traduit par la présence
d’un groupe méthyle en C24 et d’une double liaison sur la vitamine D2 en C22 (Figure 04)

(Richard, 2016).
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CH,

Vitamine D, ou ergocalciférol

CH, 25 CHs,

CH,

HO

Vitamine D, ou cholécalciférol

Figure 4 : Structure moléculaire de la vitamine D2 et D3 (Landrier et al., 2014).

3.3 Origines et sources

Contrairement aux autres vitamines apportées uniquement par I’alimentation, la vitamine D
possede une double origine (Aubry, 2019). Elles provient en majeure partie (les deux tiers
environ) de synthése endogéne & partir du cholestérol au niveau des cellules des couches
profondes de 1'épiderme sous l'action des UV (Aziz et Tebani, 2010) et 1’autre exogene,
retrouvée dans les rares sources alimentaires animales telles que les poissons gras (hareng,

saumon, sardine, anchois) et les ceufs essentiellement (Nesty, 2016).

3.4. Métabolisme de vitamine D

La vitamine D (D2 ou D3) est transportée dans le sang par la vitamine D binding Protein
(DBP) (Lopez et al., 2020), elle doit ensuite subir deux hydroxylations pour devenir active. La
premiére étape est une hydroxylation en position 25 qui conduit a la formation de 25-
hydroxyvitamine D3 (25(OH)D3) forme de réserve de la vitamine D3, et dont la demi-vie
plasmatique est de deux a trois semaines. Cette hydroxylation hépatique est réalisée par des
CYP situées dans le réticulum endoplasmique ou dans les mitochondries. Aujourd’hui, la
CYP2R1 localisée dans les microsomes apparait comme le candidat majeur a la synthese de
25(0OH)D3 (Tissandié et al., 2006). La deuxieme hydroxylation, transforme le 25(OH)D en

calcitriol (1,25(0OH)2D) par une enzyme appelée 1-a-hydroxylase (Alwan, 2018). Cette
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hydroxylation en position 1 est assurée par le cytochrome p450 27B1 (CYP27B1), fortement
exprimé au niveau du rein (Landrier, 2014). La 1,25(0OH)2D est le métabolite actif de la
vitamine D, et posséde une demi-vie dans le sérum de quatre heures environ. Son objectif
principal est de maintenir un taux de calcium sérique adéquat grace aux effets sur les reins,

I’intestin et os (Figure 05) (Lopez et al., 2020).
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Figure 5: Métabolisme de vitamine D (Landrier, 2014)

3.5. Catabolisme
Le catabolisme de la 25(OH)D et de la 1,25(OH)2D s’effectue grace a une enzyme a
cytochrome P-450(CYP24), la 24-hydroxylase dont I’activité aboutit a des produits
biologiquement inactifs de la vitamine D: 24,25(0H)2D et 1,24,25(0OH)3D (Vivien, 2013),
transformés ensuite en acide calcitroique inactif (Landrier, 2014). La CYP24Al est localisée
de fagon ubiquitaire dans les cellules cibles de la vitamine D permettant une régulation a

I’échelle de 1’organisme (Esterle et al., 2014).

3.6. Rdle
La vitamine D joue un role essentiel dans la régulation du métabolisme du calcium et du
phosphate par des effets sur I’intestin, les os et les reins. Elle permet 1’absorption du calcium
au niveau intestinal et exerce des effets pléiotropes sur les cellules osseuses afin de maintenir

I’homéostasie minérale (Lopez et al., 2020). Elle controle la sécrétion de parathormone,
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participe a la réabsorption du calcium dans le tubule distal rénal, et exerce des effets complexes
sur 1’0s, anaboliques ou cataboliques suivant les besoins, et y stimule la sécrétion du FGF23
par les ostéocytes (Souberbielle, 2023). Elle aurait un effet protecteur contre les infections, les
pathologies auto-immunes, les cancers et les pathologies cardiovasculaires. Ainsi, elle renforce
le systeme immunitaire, améliore la force musculaire, contribue a réduire les inflammations
(Shadouh, 2021).
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Chapitre 02: Pathologies et vitamines

1. Notion de carence et hypervitaminose
1.1. Notion de carence

Une carence en vitamines peut résulter d’un manque de vitamines alimentaires ou d’une
incapacité a absorber les vitamines contenues dans les aliments dans le tube digestif (Kent,
2006).

La définition la plus pertinente pour confirmer une carence en vitamine B12 serait un taux
sérique < 200 pg/mL (soit < 150 pmol/L) et taux sérique de ’homocystéine totale> 13 pmol/L
ou taux sérique de 1’acide méthylmalonique > 0,4 umol/L, en I’absence d’une insuffisance
rénale ou d’un déficit en folates ou en vitamine B6 (Bouquet et Grossetéte, 2021).

Un déficit en vitamine B12 résulte principalement par le syndrome de non-dissociation de
la B12 (Andrés et al., 2005) (Il regroupe les pathologies responsables d’une rupture de
I’intégrité du systéme de transport) (Loup- leuciuc et al., 2011), malabsorptions due a des
maladies inflammatoires de I’intestin ou I’apports insuffisants chez les végétaliens. Par
conséquence cette carence est responsable d’une anémie pernicicuse €galement connue sous le
nom de maladie de Biermer’s (Andres et Serraj, 2012) qui est une gastrite atrophique auto-
immune (Ghannouchi, 2016), caractérisée par la perte du facteur intrinséque (Ankar et Kumar,
2022).

Par contre, la concentration sérique de 25(OH)D est le paramétre biologique qui définit le
statut en vitamine D. Une majorité d’experts considére qu’une concentration de 25(OH)D
inférieure a 50 nmol/L correspond a I’hypovitaminose et qu'une concentration entre 50 et 75
nmol/L est une insuffisance en vitamine D (Souberbielle et al., 2013). Cette déficience peut étre
due a I'exposition rare a la lumiere solaire, malabsorption intestinal (Johnson, 2022).

La carence en vitamine D a été découverte a travers le rachitisme. Cette pathologie
correspond a une prolifération du cartilage des os en croissance avec une minéralisation
inappropriée (Duchadeau, 2001) sa cause principale c’est une insuffisance de 1’apport en
vitamine D (Flot, 2019) qui détermine des troubles du métabolisme du phosphore et du calcium

entrainant une mauvaise calcification des os (Aziz et Tebani, 2010).

1.2. Hypervitaminose
Peut étre définie comme une condition de niveaux de stockage anormalement élevés de
vitamines, ce qui peut entrainer des symptdmes toxiques (toxicité) (Al-gharer, 2019).
L'hypercobalaminémie (taux sériques élevés de vitamine B12) est une anomalie fréquente
(Andrée et al., 2013), est définie par un taux supérieur aux normes biologiques de 950 pg/mL

(Serraj, 2011). Cliniquement, elle peut étre paradoxalement accompagnee de signes de
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carence, qui sont liés a des défauts dans l'absorption tissulaire de la vitamine B12.
L'augmentation du taux de cobalamine sérique se produit principalement dans les maladies
graves: hémoblastose, maladies du foie et des reins... (Podzolkov et al., 2019).
L'hypervitaminose D est définie a son tour par une concentration de 25(OH)D allant de 125
a 375 nmol/I" (50 a 150 ng/ml)(Héraud, 2016), c’est une affection rare qui peut étre toxique

associee a une hypercalcémie (Kumar Gupta, 2014).

2. Infections bactériennes
2.1. La colonisation bactérienne chronique de P’intestin gréle

La colonisation bactérienne dans I’intestin gréle est un trouble dans lequel une diminution
des mouvements du contenu intestinal permet & certaines bactéries intestinales (les
streptocoques, Bacteroides, Escherichia, Lactobacillus, Klebsiella, et Aeromonas) normales de
proliférer, entrainant une diarrhée et une mauvaise absorption des nutriments (malabsorption).
Les bactéries en excés consomment des nutriments notamment de glucides etde vitamine B12,
ce qui donne lieu a un apport calorique inférieur et a une carence en vitamine B12 (Malik,
2023).

2.2. Tuberculose

La tuberculose est une maladie infectieuse transmissible provoquée par Mycobacterium
tuberculosis (bacille de Koch ou BK) (Mjid et al., 2015). Le poumon est la localisation la plus
fréquente de cette infection (Dombret, 2004). Une étude lancée par des scientifiques pour
examiner 1’activité antimicrobienne de la vitamine D pour une réponse efficace du systeme
immunitaire contre la tuberculose, a rapporté que les cellules T par la libération d'interféron-y
(IFN-y), induisent l'autophagie, la maturation phagosomale, la production de peptides
antimicrobiens tels que la cathélicidine et une activité antimicrobienne contre Mycobacterium
tuberculosis dans les macrophages humains via une voie dépendante de la vitamine D.L'IFN-
v a induit la voie antimicrobienne dans les macrophages humains cultivés dans des sérums
suffisamment riches en vitamine D, mais pas dans les sérums d'Afro-Américains qui
contiennent de plus faibles quantités de vitamine D et qui sont plus sensibles a la tuberculose.
La supplémentation in vitro de sérum déficient en vitamine D avec de la 25-hydroxyvitamine
D3 a restauré I'expression du peptide antimicrobien induit par I'IFN-y, 'autophagie, la fusion
phagosome-lysosome et I'activité antimicrobienne. Ces résultats suggerent un mécanisme dans
lequel la vitamine D est nécessaire a I'immunité acquise pour vaincre la capacité des agents

pathogenes intracellulaires a échapper aux réponses antimicrobiennes médiees par les
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macrophages. Les présents résultats soulignent I'importance de quantités adéquates de vitamine
D dans toutes les populations humaines pour maintenir I'immunité innée et acquise contre les
infections (Fabri et al., 2011).

3.2. Vaginose bactérienne

La vaginose bactérienne (VB) est une des pathologies infectieuses génitales les plus
courantes (Bohbot et Leprgneur, 2012). Elle est caractérisée par un désequilibre de la flore
bactérienne normale du vagin (Mach et al,. 2020). Tres réecemment, des chercheurs iraniens a
I’origine de cette étude ont recruté un peu plus de 200 femmes jeunes carencées en vitamine
D. Puis, une dose de 2000 Ul par jour pendant 15 semaines a été¢ donne pour la moiti¢ d’entre
elle tandis que I’autre moitié recevait simplement un placebo, c¢’est-a-dire un produit inactif (Le
Bail, 2015).

Au terme de 1’étude, le taux de vitamine D du groupe vitamine D est passé en moyenne de 9,5
ng/ml a 28 ng/ml, alors que celui du groupe placebo n’a pas bougé, demeurant autourde9
ng/ml (3). Cela a manifestement eu une incidence sur le taux de guérison, qui a été de 19,2
% dans le groupe placebo, contre 63,5 % dans le groupe vitamine D, soit 3 fois plus ! Un résultat
spectaculaire qui explique le ton « affirmatif » des chercheurs quant a I‘intérét thérapeutique de

la vitamine D en cas de vaginose bactérienne asymptomatique (Le Bail, 2015).

2.4. Infection a staphylococcus aureus

La vitamine D favorise I’'immunité épithéliale en régulant positivement les peptides
antimicrobiens, notamment le LL-37 qui a une activité bactéricide contre Staphylococcus
aureus. L’étude de Jeffrey et al ont été constaté que les enfants présentant une carence ou une
insuffisance en vitamine D [25-hydroxyvitamine D < 30 ng/mL] étaient plus susceptibles de
présenter une infection récurrente, plutét que primaire de la peau ou des tissus mous a S. Aureus.
La suffisance en vitamine D peut étre ’'un des nombreux facteurs liés a I’hdte et a
I’environnement qui peuvent étre directement influencés pour réduire la fréquence des

infections cutanées et des tissus mous a S. Aureus (Jeffrey et al., 2015).

2.5. Les pneumopathies
Une pneumopathie est une infection respiratoire aigué généralement d’origine bactérienne
qui touche les poumons, causée par le pneumocoque ou Streptococcus pneumoniae ou d’autres

bactéries (Charline, 2022). Dans les poumons, le CYP27B1 (exprimé dans les voies
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bronchiques cellules épithéliales) est induit par des stimulés inflammatoires. Une expression
accrue d'un peptide antimicrobien (cathélicidine) par les cellules immunitaires (macrophages et
cellules épithéliales). La réponse a I’infection dépend de la présence de vitamine D. Ainsi,le
circuit vitamine D/peptide antimicrobien pourrait étre activé dans les infections des voies

respiratoires y compris la pneumonie (Das et al., 2015).

3. Infections virales
3.1. Covide 19

Le lien entre I'immunité et I'alimentation est clairement connu et une attention particuliére
est accordee a son role dans la maladie COVID-19 (Alshammari, 2021). Certaines etudes ont
suggeré que la supplémentation en vitamine B12 semble étre efficace dans la gestion du
COVID-19 (Erfani et al., 2023). La cobalamine peut jouer un impact substantiel sur laréduction
de la morbidité et de la mortalité liées au COVID-19 en raison de sa fonction dans la synthese
de I’ADN, le contrdle cellulaire, I’amélioration des réponses immunitaires anti- inflammatoires
et la diminution des réponses pro-inflammatoires (Srinidhi et al., 2021)-

La vitamine D, de plus en plus demandée a 1’officine et de plus en plus prescrite, pourrait
étre un atout dans le traitement de la Covid-19 en diminuant la mortalité ou la sévérité de
I’affection (Piraux, 2021), parce que elle favoriser I’activation de la réponse immunitaire et
limite les conséquences nefastes d’immunopathologie induite par les agents pathogenes
(Tagarortet et Chadli, 2020).

3.2. VIH
La carence en micronutriment est un signe biologique tres précoce de I’infection a VIH.

Toutefois, les patients infectés par le virus de I’immunodéficience humaine de type 1 (HI V-
1) peuvent presenter un taux élevé de carence en vitamine B12 et de maladies du systéme
nerveux (Robertson, 1993).

L’infection par le VIH est souvent associée a un déficit en 25(OH)D et le taux de 1,25-
(OH)2D3 la forme active de la 25(OH)D, est plus faible chez les patients séropositifs que dans
la population générale. La vitamine D joue assurement un role important dans I’infection, tant
au niveau squelettique qu’au niveau de I’évolution de la maladie elle- méme. En effet, cette
hormone augmente 1’activité des macrophages entre autres via le processus d’autophagie,ce qui

permet d’inhiber I’infection par le VIH1 (Pirotte et al., 2013).
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Chapitre 03: Candida albicans

1. Définition et classification

Candida albicans est une levure commensale non capsulée, non pigmentée et aérobie. Ces
champignons unicellulaires (eucaryotes) se reproduisent de fagcon asexuée par bourgeonnement
multilatéraux d’une cellule mére (le blastospore) (Lagane, 2007), formant ainsi des colonies
blanches crémeuses ou par fission binaire (Figure 06) (Emma, 2005). Ils sont appartient au
regne des Fungi, le phylum des Deuteromycotina, classe des Blastomycetes, ordre des

Cryptococcales, famille des Cryptococcaceae (Tableau 02) (Hamri et Brinis, 2018).

Figure 6: Aspect typique de Candida albicans (Kaouch, 2003).

Tableau 2: Classification selon la reproduction asexuée de Candida albicans (Browser,
2007).

Classification

Regne Fungi

Phylum Deuteromycotina

Classe Blastomycetes

Ordre Cryptococcales

Famille Cryptococcaceae

Genre Candida

21



Chapitre 03: Candida albicans

2. Morphologie

C.albicans est un microorganisme capable de croitre sous plusieurs formes morphologiques
en fonction des conditions environnementales et nutritives (Bouguerra et Nedjaoum, 2012). Il
peut se trouver sous forme de levures ovoides bourgeonnantes, depseudohyphes (cellules
allongées jointes les unes aux autres avec une division synchronisée), et d’hyphes (cellules a
bords paralléles attachées les unes aux autres en croissance apicale ou en ramifications latérales)
qui jouent un rdle important dans sa virulence, et méme il a la capacité de former des
chlamydospores (Noblin et Bassilana, 2020).
Plusieurs facteurs peuvent influencer la morphogenése tel que: la température, le pH, la source
de carbone, la source de I’azote, la présence d’un senseur de quorum (quorum sensing), le
contact physique avec une surface, le stade de croissance, la composition du milieu de culture,

la taille de I’inoculum, la lumiére visible et certains produits chimiques (Emami, 2005).

3. Habitat
Candida albicans vit a 1’état saprophyte dans le tube digestif de I’lhomme, des mammiferes
et des oiseaux, il peut étre endo-ou exogene. Cette levure est une opportuniste qui devient
pathogene sous I’effet de facteurs favorisants généraux ou locaux (Hamri et Brinis, 2018), et
cause des maladies dans le cas d’une immunité faible. Il n’est normalement jamais retrouvé
dans I’environnement a moins d’une contamination par I’homme ou I’animal et la transmission

se fait par contact maternel (Rouaiguia, 2014).

4. Facteurs de virulence de candida albicans

» Adhesine de surface

L’adhérence aux cellules épithéliales constitue la 1lére étape de la pathogenése des
infections a Candida. Les andésines de surface, jouent un réle majeur dans cette etape, sont des
mannoprotéines de différent type : Pr Als, Intégrine, lectine, protéine spécifique de la paroi des
filaments ou hyphalwallprotein (HWp1P). Ces molécules sont capables de se fixer sur les
protéines de la matrice extracellulaire de I’hote: collagéne, fibronectine, laminine, certaines
jouent le réle de ligands pour les cellules épithéliales de I’hote ou pour la fraction C3 du
complément (Khelfaoui et Djaballah, 2017).

» Ledimorphisme
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Le dimorphisme est la capacité du champignon a changer la morphologie de la forme levure
(blastospore ou blastoconidie) a la forme hyphe, et vice versa selon les conditions
environnementales (Emami, 2005). Cette capacité des souches de Candida a modifier leurs
phénotypes en fonction de 1’environnement est un facteur de virulence (Benmoula et Ali, 2012).

» Variabilité phénotypique ou « switching »

Le switching est une seconde forme de transformation cellulaire de C. albicans, qui aboutit
a une grande variabilité du phénotype exprimé. Il permet la régulation coordonnée de nombreux
génes. Ce processus permet une sélection rapide du phénotype le mieux adapté au site de
I’infection et a la réponse de 1’héte [(Millon et al., 2002); (Sadat et Hamchache, 2021)].

» Lesenzymes

La sécrétion d’enzymes hydrolytiques au cours de l’infection favorise la virulence en
dégradant les surfaces des muqueuses de 1’hote ainsi que ses défenses immunitaires. Ces

enzymes sont des aspartyl protéinases (Saps), des phospholipases et des lipases (Lagane, 2007).

5. Infections dues a candida albicans
Les candidoses représentent les infections fongiques les plus courantes en pathologie
humaine, elles sont dues a des levures opportunistes, essentiellement du genre Candida, le

plussouvent de I’espéce candida albicans (Pihet et Marot, 2013).

Au niveau clinique, les atteintes candidosiques peuvent étre classées en deux groupes:
superficielles ou profondes touchant la peau, les muqueuses ou les organes internes, et leur
pathogénicité ne s’exprime que lors de la présence des facteurs de risque (Manguelti,
2021).

5.1. Facteurs de risque

Ce sont des facteurs responsables du passage de I’état saprophytique a 1’état pathogene. 11
existe deux types de facteurs. Les facteurs intrinséques, liés a 1’hote et exprimés par des facteurs
physiologiques tels que 1’age et la grossesse, des facteurs locaux comme la macération et
I’humidité, des altérations de 1’organisme (endocrinopathies), Immunodépression (Menguelti,

2021).
Les facteurs extrinséques presentés par les traitements médicamenteux notamment
I’antibiothérapie prolongée a large spectre, les immunosuppresseurs, la chimiothérapie, les

agressions chirurgicales, la transplantation d’organes, ainsi que les chirurgies digestives et
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cardiaques (Lagane, 2007).

5.2. Les types de candidoses
5.2.1. Candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes et sont trés variées.
Elles peuvent atteindre les surfaces épidermiques et les muqueuses telles que la cavitébuccale,
le Pharynx, 1’cesophage, les intestins, le systéme urinaire et la muqueuse vaginale (Lagane,
2007).

5.2.1.1. Candidose vaginale

Candidose vulvo-vaginale (CVV) est une infection mycosique tres répandue en
consultation gynécologique, elle affecte une large proportion de femmes en age de procréation
[(Amouri et al., 2010); (Bloch, 2018)] Elle s’agit d’'une mycose génitale symptomatique due
généralement par C. Albicans. L’atteinte de cette infection est d’abord vaginale, puis

secondairement vulvaire (Rouaiguia, 2014).

5.2.1.2. Candidose cutanée
Les candidoses cutanées sont trés répandues chez I’homme. Elles sont favorisées par
I’humidité et la macération, ce qui expliqué par D’atteinte préférentielle des plis (plis des
aisselles, plis mammaires, etc.), des plaques rouges parfois crolteuses. Elles peuvent résulter
de I’extension d’une candidose digestive ou génitale ou 1’on retrouve des facteurs favorisants
tels que le diabéte, le trés jeune age, la prise d’antibiotiques et de corticoides (Khelfaoui et
Djabllah, 2017).
5.2.1.3. Candidoses des ongles
L’onychomycose (« onycho » signifie ongle et « mycose » champignon) est une infection
fongique de 1’ongle et/ou du lit de I’ongle causée par le candida albicans. Cette pathologie
apparaissent généralement par la déformation des ongles, coloration anormale blanche ou jaune
(Adigun et al., 2021).

5.2.1.4. Candidose digestive
Ce sont des infections opportunistes qui désignent la prolifération de champignon candida
albicans au niveau de I’intéstin (Gorzkowski, 2023). Ceci entraine des troubles digestifs qui
peuvent devenir chronique (Hamoud et Fillali, 2018). La présence d'une candidose digestive
chronique entraine des carences multiples car ce champignon microscopique est avide de

vitamine D et B12 qu'il surconsomme. Cela se traduit par un état de fatigue, une sensibilité
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aux infections. Il est conseillé de complémenter notamment en vitamines B12 et vitamine D les
personnes atteintes de candidose chronique dont I'état général est affaibli (personnes agées,
diabétiques...) (Lereca, 2020).

5.2.1.5. Les candidoses buccales
La candidose buccale est une infection opportuniste de la cavité orale, ayant la plus forte
prévalence chez ’humain et due a la croissance accélérée des champignons unicellulaires du
genre Candida (Benmoula et Ali, 2011). Récemment une étude effectuee par Loup-leuciuc et
al (2011), sur 13 cas a montré une relation entre les infections fongiques buccales et la carence

en vitamine B12.

5.2.2. Les candidoses profondes (systémique)

Les candidoses profondes, encore appelées systémiques, ou invasives se situent au
quatrieme rang des infections nosocomiales. Ces appellations recouvrent les septicémies a
Candida, dont le point de départ est le plus souvent une dissémination par voie hématogene
(Anane et al., 2007). Cette pathologie survient principalement chez les personnes dont le
systeme immunitaire est affaibli et chez les personnes hospitalisées (Lagane, 2007).
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1. Lelieu d’étude
Notre étude a été réalisée au niveau du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de I’Université de
Tlemcen, durant une période d’environs 1 mois du (05-02-2024 au 03-03-2024).

2. Les vitamines utilisées
Les vitamines utilisées sont des substances organiques d’origine pharmaceutique, sous
forme de solution injectable, il s’agit de la Vit B12 sous forme cyanocobalamine avec une
concentration de 1000pug/2ml, et la Vit D3 sous forme d’huile avec une concentration de 200
000UI I’équivalent de 5000pg/ml, incorporée dans une ampoule d’un volume de 1ml (Figure
Q7).

RAZES®

Cymnocobalamine

VITAMINE

Figure 7: Les formes génériques de la Vit B12 et de la Vit D

3. Les souches de référence utilisées
Les champignons utilisés sont des souches de référence acquises a partir de 1’American
Type Culture Collection (ATCC), fournies par le Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement (LAMAABE) de 1’Université de
Tlemcen. Trois souches de candida albicans ont été testées pour leur sensibilité vis-a-vis de la
Vit B12 et de la Vit D3 (Tableau 03).

Tableau 3: Les souches de référence utilisées dans I’étude

La souche fongique | ATTC La source

1010 ATTC Université de Tlemcen

10231 ATTC | Université de Tlemcen
Candida albicans

26426 ATTC | Université de Tlemcen
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4. Revivification des souches
La revivification des souches a pour objectif d’obtenir une culture jeune et pure (Djadi et
al., 2014). Elle consiste a ensemencer par épuisement quelques colonies de souches conservees
de candida albicans a la surface de la gélose nutritive (GN) préalablement coulée et solidifiée
dans des boites de pétri, puis incuber a 37C° pendant 24 heures.

5. Conservation des souches
Cette technique a été utilisée pour conserver les cultures de différentes especes
microbiennes isolées et purifiées pour une longue ou une courte durée. Son but est demaintenir
la souche a conserver viable, disponible et a I’identique (Perrin, 2020).
Les souches ont été conservees par :

« Une conservation de longue durée dans du glycérol, un cryoprotecteur qui pénétre dans les
cellules pour réduire la formation de glace. Cette technique consiste a ajouter 500 ul de glycérol
a 60 % a 500 ul de suspension fongique préalablement enrichie dans 5 ml de BHIB, dans un
tube a eppendorf, puis a conserver a -20°C pendant une durée allant de quelques moisa quelques

années.

6. L’évaluation de I’effet antifongique

6.1. Néo-Sensitabs

L’étude de la sensibilité des souches vis a vis de la Vit D et Vit B12 a été menée selon la
méthode Néo-Sensitabs qui est une méthode de diffusion sur gélose (Bourouda, 2010).

Une pré-culture a été préalablement préparée dans des tubes contenant du BHIB stérile et
incubée a 37°C pendant 24 heures, celle-ci a été ajustée a une densité optique (DO) 625nm
comprise entre 0.12 et 0,15 ce qui correspond a une charge antifongique de 10"8 UFC/mL.
L’ensemencement des boites de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton additionnée de 2%
de glucose a été réalisé par écouvillonnage.

Concernent I’étude de 1’activité antifongique de la Vit D et la Vit B12, celle-ci a été réalisee
a I’état pure en imprégnant deux disque de papier Whatman N°40, ou 04 d’un diametre de 6
mm avec 10 pl de Vit B12 et 10 pl de la Vit D, ces disques ont été préalablement stérilisés a
l'autoclave et rangés a température ambiante. De plus, nous avons effectué une association de
la Nystatine avec ces vitamines, quatre disques de la Nystatine onteté déposeés sur la surface de
la gélose. Le premier disque a été utilisé comme témoin positif, tandis que le deuxieme disque
a été imprégné de 10ul de la Vit B12, le troisieme disque de 10ul de la Vit D et le dernier disque
a été imprégné a la fois de 5 pl de la Vit B12 et de 5ul de la
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Vit D (Tableau 04). L’ensemble a été incube a 37°C pendant 24 heures

Tableau 4: Concentration des vitamines utilisées

Disques Concentration des vitamines
Nystatine /

Nystatine + Vit B12 5ul

Nystatine + Vit D 5ul

Nystatine + Vit B12+ Vit D | 10 pl (5 pl de la Vit B12 +5 pl de la Vit D)

Vitamine B12 10 pl

Vitamine D 10 pl
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1. L’aspect macroscopique des souches utilisées
Aprés 24h d’incubation, les souches utilisées apparaissent macroscopiquement sous forme
de colonies blanches a crémeuses de 1 a 3 mm, leur texture est lisse et brillante, mais certaines

colonies plus rugueuses (Figure 08).

Figure 8: L’aspect macroscopique des colonies de candida albicans

2. Résultats de diffusion sur gélose

Les résultats de ’activité antifongique (Tableau05) montrent que I’ensemble des souches
utilisées étaient sensibles a la Nystatine avec une zone d’inhibition de 1.8 mm pour Candida
albicans ATCC 1010 et 1.6 mm pour les souches ATCC 10231 et ATCC 26426. Les résultats
obtenus montrent que les souches utilisées marquant une résistance vis a vis la Vit B12 et la Vit
D. Cependant ’utilisation de ces vitamines en association avec la Nystatine ne montre aucun

changement dans le diameétre d’inhibition en comparaison avec le diamétre d’inhibition
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de la Nys seule.

En effet, le diameétre d’inhibition pour Candida albicans ATCC 26426 était de 1.6 mm vis-
a-vis I’association de la Nys/ Vit B12, mais aucun diameétre n’été observé pour 1’association
Nys/ Vit D et la Nys/ Vit B12/Vit D, pour Candida albicans ATCC 10231 le diamétre
d’inhibition était de 1.6 mm pour toutes les association testées, par contre Candida albicans
ATCC 1010 on a observé I’apparition de zones d’inhibition avec un diametre de 1.8 mm pour
la Nys/ Vit B12, 1.5 mm pour Nys/ Vit D et une résistance vis-a-vis 1’association Nys/ vit B12/
vit D suivie d’une recroissance de la souche a cause de la mutation de celle-ci (Figure 09).

Selon I'étude de Bouzid et al (2016), il a été cité qu’une concentration de 100 mg/ml de la
vitamine D3 avait un effet inhibiteur sur la croissance de C. Albicans, avec une zone
d’inhibition de 12,5 mm, les valeurs de concentration minimale fongicide (CMFC) et la
concentration minimale fongistatique (CMF) étaient de 1,58 - 0,0764 mg/ml. Ces valeurs
suggeérent que la vitamine D3 avait une bonne activité antifongique.

La différence des résultats obtenue par rapport a 1’étude précédente peut étre due aplusieurs
facteurs notamment, a une concentration plus élevée de la vitamine D3 utilisée qui peuvent
influencer la croissance de la souche fongique. De plus les conditions expérimentales, les
méthodologies utilisées, ainsi que les souches testées en comparaison avec 1’étude de Lie et al
(2022). Ils ont démontré dans cette étude que la vit VD3 avait entrainé une activité significative
anti-Candida importante dans quatre souches standards (C. Albicans ATCCMYA-2876, C.
Albicans ATCC 90028, C. Parapsilosis ATCC 22019, C. Krusei ATCC 6258) et dans cing
isolats cliniques (deux C. Parapsilosis , deux C. Tropicalis et C. Glabrata). Cette activité inhibe
90 % de la croissance des cellules fongiques avec une concentration de 0,4 mg/mL. Ses résultats
été obtenues gréce au technique de microdilution en bouillon. Par ailleurs, aucune étude n’a été
réalisée sur I’effet de C.albicans envers la Vit B12 et les travaux publiés se concentrent
principalement sur ’effet antibactérien de la Vit B12, comme 1’étude de Shakeel Shahzad
(2018). Selon ses résultats, la vitamine B1, B2 et B12 ont démontré une excellente synergie

avec le linézolide pour lutter contre le SARM.
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Tableau 5: Résultats d’activité antifongique des souches testées

Diamétre d’inhibition (mm)
/ Nys Nys/B12 | Nys/D | Nys/B12/D | B12 | D
C.Albicans 1010ATCC 1.8 1.8 15 R R R
C.Albicans 10231ATCC | 1.6 1.6 1.6 1.6 R R
C.Albicans 26426 ATCC | 1.6 1.6 R R R R

Figure 9: Résultats d’activité antifongique
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Conclusion et perspectives

La vitamine D et la vitamine B 12 jouent un role crucial dans le maintien d’une bonne santé
car elles sont impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques, et peuvent également avoir

un potentiel thérapeutique dans la lutte contre plusieurs pathologies.

L’émergence et la propagation de la résistance deviennent un probléme d’actualité qui
augmentant le risque d’échec thérapeutique. Dans cette optique notre objectif, il s’agit d’évaluer
Iactivité antifongique de la Vit B12 et de la Vit D vis-a-vis de Candida albicans. A cet effet,
I’activité antifongique vis-a-vis de trois souches de référence a été réalisée par diffusion sur
milieu gélose, mais les résultats de notre étude n'ont montré aucune activité significative. Cette
constatation souligne la nécessité de poursuivre la recherche pour comprendre les mécanismes

d’action sous-jacents des substances testées.

En perspective, il est nécessaire d'approfondir les recherches afin d’explorer de nouvelles
techniques thérapeutiques pour faire face a la résistance croissante aux antifongiques. De plus,
I’évaluation de différentes concentrations de vitamines pourrait permettre de déterminer les
dosages optimaux pour maximiser leur efficacité antifongique. Il est également crucial de
comprendre comment les vitamines interagissent avec Candida albicans au niveau moléculaire
afin d’évaluer leur activité de maniére plus précise. Enfin, 1'utilisation de souches hospitaliéres
de Candida dans les études est essentielle, car elles refletent souvent une résistance accrue aux
antifongiques et sont plus représentatives des infections rencontrées en milieu clinique. Ces
approches de recherche pourraient ouvrir la voie a de nouveaux traitements plus efficaces contre

les infections fongiques, offrant ainsi de meilleures options thérapeutiques pour les patients.
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Annexes 1: Composition des milieux de culture (pour 1L d’eau distillée en g/l)

Gélose Nutritive

Extrait de viande de Doul .........oooiiiiiiii e 5¢

LT 01 (0] 0T PP PR TP 10g
ChIorure de SOOIUM ...ttt e e e sae e 5¢
AT e 209

Gélose Mueller Hinton

BAU QISTHTBE.....eee bbb 1000ml
Infusion de viande de BOeUL..........occui i 2,09
HYdrolysat de CASEINE ........coveiiiiieieecie ettt sre e ens 17,59
AN 21T [ 1,59
Yo L | SO PPRPPRTPRTRN 179

Bouillon Ceeur-Cervelle

EXIrait COUI-CEIVEIIR ...t 17,59
Peptone pancréatique de gIAtINE.........ccocveiieiieie e 10,0 ¢

ChIorure de SOOIUM ........oviiiccie et ra e re e e ereas 5090
Phosphate diSOOIGUE. .........cueiuieie ettt et reeae e 250
(][00 2,09
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