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Résumé

L’objectif de ce travail était d’'identifier dans un premier temps une collection de
souches de Candida isolées de la cavité buccale d’enfants immunodéprimés,
appartenant au laboratoire « Antifongiques, Antifongiques : physico-chimie, synthese
et activité biologique» et étudier dans un second temps, leurs capacités a former des
biofilms in vitro ainsi que leurs profils de résistance aux antifongiques. Les résultats
d’identification a permis d’assigner I'ensemble des souches étudiées au genre
espece Candida albicans. L’étude de la sensibilité aux antifongiques, aprés 24
heures d’incubation a 35°C, a révélé que toutes les souches étaient sensibles a
I'amphotéricine B, avec des CMI variant de 0,25 pg/mL a 0,5 pg/mL. De plus, toutes
les souches ont également montré une sensibilité a la caspofungine, avec des CMI
de 0,03 pg/mL a 0,25 pg/mL. La quantification de la biomasse des biofilms a montré
gue toutes les souches de Candida albicans étudiées sont capables de former des

biofilms in vitro.

Mots clés : cavité buccale, Candida albicans, biofilm



Summary

The objective of this work was to initially identify a collection of Candida strains
isolated from the oral cavity of immunocompromised children, belonging to the
laboratory "Antifungals: Physico-Chemistry, Synthesis, and Biological Activity," and to
subsequently study their ability to form biofilms in vitro as well as their antifungal
resistance profiles. The identification results assigned all the studied strains to the
species Candida albicans. The antifungal susceptibility study, after 24 hours of
incubation at 35°C, revealed that all strains were sensitive to amphotericin B, with
minimum inhibitory concentrations (MIC) ranging from 0.25 pg/mL to 0.5 pg/mL.
Furthermore, all strains also showed sensitivity to caspofungin, with MIC values from
0.03 pg/mL to 0.25 pg/mL. The quantification of biofilm biomass showed that all
studied strains of Candida albicans are capable of forming biofilms in vitro.

Keyword : oral cavity - Candida albicans- biofilms



Liste des abréviations
CMI : Concentration minimale inhibitrice
CLSI : Clinical Laboratory Standards Institute
DO : Densité optique
PBS : phosphate-Buffered Saline
RPMI : Rowsell Park Memorial Institute
RAT : Rice Agar Tween

DMSO : Diméthysulfoxyde
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Synthese bibliographique

La cavité buccale est un habitat naturel qui abrite plus de 700 espéces microbiennes
différentes (Paster et coll., 2005)

Candida appartient au microbiote oral normal vivant sur la langue, les gencives, le
palais et la salive d'individus sains sous forme de levures commensales mais sa
colonisation peut provoquer des infections buccales ou oropharyngées (Lortholar et
coll., 2012).

Le genre Candida regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, a
bourgeonnement multilatéral, productrices ou non de filaments et donnant des

colonies blanches crémeuses en culture (Bretagne, 2005).

Les mycoses buccales sont extrémement fréquentes, habituellement dues a la
prolifération de I'espéce Candida albicans lorsque les conditions locales deviennent
favorables a sa croissance. Les candidoses buccales ont le plus souvent une
évolution bénigne et répondent bien aux traitements antifongiques locaux.
Cependant, dans certaines situations d'immunodépression locale ou générale,
I'infection peut évoluer sous une forme étendue, chronique et parfois systémique
(Agbo et Guedj, 2005)

Candida albicans est une levure unicellulaire a paroi mince, sans capsule, de forme
ovale a ronde, avec un ensemble de chromosomes diploides. Le génome diploide de
Candida albicans est constitué de 16 chromosomes (Salomon et coll., 2004). Elle
est dimorphique, pouvant exister sous deux formes blastospores ovales ou sous
forme de pseudohyphes. Ce champignon posséde des hyphes septés, mais peut

également se présenter sous forme de levure (Dowd, 2014).

La forme hyphale joue un réle clé dans dans le processus d'infection et peut favoriser
la pénétration des tissus et I'’échappement aux cellules immunitaires (Yang Lu et
coll., 2014)

Candida albicans se multiplie par bourgeonnement latéral (Figure 1).Ce dernier se

produit soit a coté de la cicatrice du bourgeon du cycle cellulaire précédent, soit a

~

I'extrémité opposée de la cellule a partir de laquelle le bourgeon précédent s'est
formé (Sudbery et coll., 2004).
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La figure 1 représente les formes morphologiques distinctes de Candida albicans.
Dans la croissance sous forme de levure, une blastospore bourgeonne d'une
nouvelle cellule et donne naissance a deux cellules distinctes (Malcolm et
Bachewich, 2007)

La premiére division nucléaire se produit a travers le col du bourgeon mére dans les
pseudohyphes et la levure, alors que dans les hyphes le noyau migre hors de la
cellule mere et se divise a l'intérieur du tube germinatif. L'initiation du tube germinal a
lieu avant le début du cycle cellulaire marqué par la duplication du corps du péle du
fuseau et la syntheése de I'ADN (sudbery et coll., 2004).
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Figure 1. Formes morphologiques distinctes de Candida albicans
(Whiteway et coll., 2007)

Lorsque Candida albicans est présent chez I'héte, il se bat avec d'autres micro-
organismes résidents pour obtenir les nutriments disponibles. Il doit également
survivre a différentes températures, pH et stress environnementaux, en particulier
lorsqu'il rencontre des cellules du systéme immunitaire. Chez les individus

immunodéprimés, ou en cas de déséquilibre de la flore commensale et
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d'augmentation des conditions prédisposantes, Candida albicans peut devenir un
pathogéne opportuniste (Ifeanyi Elibe Mba, 2022).

Candida albicans utilise plusieurs geénes dont l'expression est requise pour la
virulence (Richard et William, 2001). L'un des facteurs les plus importants est le
changement de phénotype. La forme levure est nécessaire a l'expansion clonale
tandis que la forme hyphe invasive est nécessaire a la virulence (Sudbery et coll.,
2004).

BN

Candida albicans se caractérise par sa capacité a modifier I'nydrophobie de la
surface cellulaire, par exemple en modifiant la concentration et la longueur des
fibrilles. Il en résulte une meilleure adhésion de I'organisme aux cellules de I'héte et

une meilleure agglutination des cellules lors de la formation de lésions (Glee, 1995)

En raison des modifications de la paroi cellulaire au cours de la croissance des
hyphes et de la sécrétion d'enzymes lytiques telles que les protéases, les lipases et
les phospholipases, les hyphes sont mieux équipés pour pénétrer dans les cellules
de I'héte (Mayer et coll., 2013).

Les exoenzymes, telles que [l'aspartyl protéinase sécrétée (SAP) et les
phospholipases, dégradent les immunoglobulines et les protéines de la matrice
extracellulaire, inhibent la phagocytose par les neutrophiles polymorphonucléaires et

induisent des réactions inflammatoires (Hube et Naglik, 2001)

Les protéines de liaison au fibrinogene a la surface des cellules de Candida albicans
lui permettent de se lier aux thrombocytes et de se rendre ainsi invisible aux

mécanismes de défense de I'hdte (Salomon et coll., 2004).

Un autre facteur de virulence est lié a l'acquisition du fer qui est un nutriment
essentiel pour de nombreux micro-organismes et son absorption peut jouer un role

particulier dans la promotion des infections (Ramanan et Wang, 2000).

Les perturbations d’équilibre par exemple des variations de Il'environnement local
(modifications du pH ou changements nutritionnels), I'utilisation d'antibiotiques ou
d'altérations du systéme immunitaire (causées par une infection ou un traitement
immunosuppresseur) peuvent permettre a Candida albicans de proliférer rapidement

et de provoquer une infection (Fox et Nobile, 2013).
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La majorité des maladies causées par ce pathogéne sont associées a la formation
de biofilms sur les surfaces de I'n6te ou des surfaces abiotiques (Mathe et Van
Dijck, 2013). Le biofilm agit comme un réservoir de cellules pathogeénes. Il est trés
résistant aux médicaments et au systeme immunitaire de I'h6te et peut étre a l'origine

de maladies graves (Megha et Clarissa, 2016).

Candida albicans forme des biofilms tres structurés composés de plusieurs types de
cellules (cellules rondes en forme de levure bourgeonnante, cellules pseudohyphales
ovales et cellules hyphales allongées) encastrées dans une matrice extracellulaire
(Figure 2) (Chandra et coll., 2001).

Figure 2. Micrographies électroniques a balayage de biofiims de Candida albicans
(a) Biofilm mince formé dans des conditions d'écoulement sur un filtre en acétate. (b)
Biofilm formé sur un disque de cathéter en PVC. (c) Biofilm formé sur un disque de
cathéter en PVC. (d) Biofilm mixte de Candida albicans et Staphylococcus formé sur
un disque de cathéter en PVC (Douglas, 2003)
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La formation commence par l'adhésion de cellules de levure rondes a une surface
solide. Celle-ci est la conséquence de modifications écologiques qui permettent la
multiplication des cellules pour la formation de biofilms (Bretagne, 2005)

L'étape suivante du développement du biofilm consiste en une prolifération cellulaire
et un début de filamentation des cellules adhérentes. Cette étape est suivie par la
maturation du biofilm, qui aboutit & un réseau complexe de plusieurs couches de
cellules polymorphes, des cellules hyphales, pseudohyphes et des cellules rondes
de levure, enveloppées dans une matrice extracellulaire, ce qui donne au biofilm un
aspect épais et structuré et lui confere une protection contre les Iésions chimiques et
physiques (Douglas, 2003).

Un biofilm mature se forme généralement au bout de 24 heures et peut étre visualisé
a I'ceil au-dessus de la surface solide, et au microscope comme une collection
organisée de différents types de cellules. L'étape finale est appelée étape de
dispersion, au cours de laquelle certaines cellules rondes de levure se dispersent du

biofilm pour ensemencer de nouveaux sites (Figure 3) (Megha et Clarissa, 2016)
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Figure 3.Phases de formation du biofilm de Candida albicans
(Talapko et coll., 2021)
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Ce travail est réalisé au laboratoire « Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie,
synthese et activité biologique LapSab » de l'université Aboubekr Belkaid de

Tlemcen

1. Souches étudiées
Nous avons utilisé une collection souches de Candida albicans isolées de cavité
buccale d’enfants immunodéprimés. Ces souches sont entretenues par repiquage

régulier et conservées a 4°C au laboratoire LapSab.

2. ldentification des souches

L'identification des souches est réalisée par croissance sur CHROM-Agar™
Candida, par test de Blastese ou test de filamentation des levures dans le sérum
humain, la recherche de chlamydospores sur milieu RAT et Galerie API Candida.

2.1. Croissance sur CHROM-Agar™cCandida

Le CHROM-Agar Ident® est un milieu de culture sélectif utilisé pour I'isolement et la
différenciation des especes Candida a partir de cultures mixtes en se basant sur la
coloration et morphologie des colonies. Candida albicans s’identifie par des colonies
vertes. Des boites de Pétri contenant le milieu CHROM-Agar Ident® sont

ensemencees par stries, puis incubé a 35°C pendant 48h (de Jong et coll., 2021)

2.2. Testde RAT

Une colonie provenant d’une pré-culture de 24heures est ensemencée par stries sur
un milieu RAT (Riz, Tween80, Agar) incliné en tube. Une piqure centrale en
profondeur est réalisée. Les tubes sont incubés pendant 48h a une température de
28°C. Ensuite, une observation microscopique est réalisée (Marcos Arias et coll.,
2009).

2.3. Test de blastese (test de germination)

La souche a tester est ensemencée dans 1mL de sérum humain puis incubée a 35°C
pendant 3-4 heures. Une observation au microscope optique (Grossissementx40)
d’'une goutte de cette suspension placée entre lame et lamelle est réalisée pour

rechercher la présence de tubes germinatifs (Chabasse et coll., 2010).

2.4. Galerie API Candida
A partir d’'une culture levurienne jeune de 18 & 24 heures, l'inoculum est ajusté a

une concentration cellulaire de 10° cellules/mL. Celui-ci est reparti dans chacune des
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cupules de la galerie. Pour créer I'anaérobiose, de 'huile de paraffine est ajoutée

dans les 5 premiéres cupules plus la derniére.

La galerie ainsi préparée est placée dans une étuve a 35°C pendant 18 a 24 heures.
Les virages de couleur dans les cupules se traduisent par I'établissement d’un code
a 4 chiffres pour chaqgue souche. L’identification se fait a l'aide du tableau

d’identification fourni avec les galeries

3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des cellules
planctoniques

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont déterminées par la technique de
microdilution selon les recommandations du Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI M27-A3, 2008).Le milieu utilisé est le Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640) tamponné a pH 7 par I'acide morpholine propanesulfonic (MOPS).

3.1. Préparation d’inoculum

A partir d’'une culture de 24 heures sur gélose sabouraud, une suspension levurienne
de 3x10° cellules/mL est préparée dans I'eau physiologique stérile a 8,5% par un
dénombrement cellulaire 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 1,5 x103 cellules/mL. Cent yL de I'inoculum sont ajoutés dans chaque

puits.

3.2. Préparation d’antifongiques amphotéricine B et caspofungine

Les solutions meres d'antifongiques sont préparées en solubilisant I'amphotéricineB
dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) et la caspofungine dans I'eau distillée stérile. Les
concentrations finales en antifongiques dans chaque puits sont comprises entre 0,06

et 16 pg/mL pour 'amphotéricine B et 0,03 a 8ug/mL pour la caspofungine.

3.3. Détermination de CMI

Dans des microplaques a 96puits, 100 pl d’'inoculum sont introduits auxquels sont
ajoutés 100 pl de la solution d’amphotéricine B. En paralléle, 50 ul d’inoculum sont
introduits auxquels sont ajoutés 150 pl de la solution caspofungine. Les
microplaques sont scellées et placées dans une étuve a 35°C pendant 24 heures.
Les CMI sont déterminées a I'ceil nu pour 'amphotéricine B et par dénombrement

des cellules viables sur cellule de Thoma pour caspofungine.
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4. Evaluation de la capacité des souches a former des biofilms
La quantification de la biomasse de biofilm Candida albicans est effectuée par

technique de coloration au Crystal violet décrit par Christensen et coll., (1985).

4.1. Préparation de l'inoculum

Les souches de Candida albicans étudiées sont utilisées pour préparer des pré-
cultures dans le milieu sabouraud liquide et incubées a 35°C pendant 24h. La
suspension est centrifugée a 3000 g pendant 5 minutes a 4°C. Le culot est lavé deux
fois avec du tampon phosphate salé (PBS) a pH 7,4 et une concentration de
10mM.La concentration de l'inoculum est ajustée a 10° cellule/ml dans le milieu
Roswll Park Memorial Institute (RPMI)

4.2. Formation des biofilms in vitro

Cent pl de linoculum a 10° cellule/mL est repartis dans chaque puits d’une
microplaque a 96 puits. Le dernier puits contient le milieu RPMI seul et sert de
témoin négatif et le premier puits contient I'inoculum seul et sert de témoin positif.

Ensuite, la plaque est scellée puis mise a incuber a 35°C pendant 24 heures.

4.3. Mesure de la biomasse dans le biofilm par la coloration au Crystal violet

Le cristal violet se lie aux molécules extracellulaires chargées négativement, tels que
les molécules de la surface cellulaire ou les polysaccharides de matrice
exopolymérique des biofilms (Li et coll., 2003).

Apres la formation de biofilms de 24 heures, les puits sont lavés avec le PBS (pH7,4
10 mM) pour éliminer les cellules planctoniques et/ou les cellules non adhérentes.
Pour la fixation des cellules adhérentes, 100 ul de méthanol sont ajoutés aux
différents puits de la microplague puis mis a incuber pendent 15min a température
ambiante. Les biofilms formés par I'adhérence sont colorés avec 100 ul de cristal
violet pendant 20min. L’excés de colorant est ensuite rincé par l'eau et la
microplaque est ensuite remplie avec 150 ul d’acide acétique (33%) pour libérer la
coloration de cristal violet. La densité optique est lue a 570 nm a I'aide d’'un lecteur

de microplaques (BiochromAsys UVM340).

Le niveau de formation des biofiims de Candida albicans sont classés selon les

valeurs de I'absorbances décrit par Marcos zambrano et coll., (2014)

- Souche fortement formatrice de biofilms, DO>1.17
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- Souche modérément formatrice de biofilms, 0.44 <DO< 1.17
- Souche faiblement formatrice de biofilms, DO<0.44
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Résultats et discussion

1. Identification des souches

Le présent travail a porté sur une collection de 7 souches de levures Candida isolées
de la cavité buccale d’enfants immunodéprimés et conservées au laboratoire
LapSab.

La revification des souches suivie d'une identification par croissance sur milieu
Chrom-Agar™ Candida, test de blastese, test de RAT et galerie APl Candida a

permis d’assigner toutes les souches au genre espece Candida albicans.

Candida albicans est le principal agent causal de la candidose buccale. Il représente
jusgqu'a 95 % des cas (Karzan et coll., 2023). Il peut coloniser pratiquement tous les
sites des muqueuses de la cavité orale (Marie Laurent et coll., 2011).1l est le plus
souvent associée a la stomatite sous-prothétique (Carlos Madrid et coll., 2013).
Candida albicans prolifere rapidement dans des environnements acides riches en
glucides et amidon. Une hygiéne buccodentaire insuffisante, constituent des facteurs
de risque pour la mycose buccale (Pacorel, 2015).

2.Concentrations minimals inhibitrices de [I'amphotéricineB et de Ila
Caspofungine vis-a-vis des souches de Candida albicans étudiées

Les résultats relatifs aux concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B et
de la caspofungine vis-a-vis des souches de Candida albicans étudiées aprés

24heures d’incubations a 35°C sont représentées sur la figure N°4.

0.6
0.5 A
0.4 -
0.3 - B Cml AmB pg/ml
B CMI Caspo pg/ml
0.2 -
0.1 -
O -
Cale Cals Cal3 Ca5 Ca20
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Figure N°4. CMI de I'amphotéricine B et caspofungine des souches de Candida
albicans étudiées

Les résultats obtenus montrent que les CMI de I'amphotéricine B sont égal a 0,25
pg/mL pour les souches Cab, Ca6 et Ca7 et a 0,5 pg/mL pour les souches Calsb,
Calb, Cal3 et Ca20. Selon les critéres du Clinical Laboratory Standard Institute
(2008), ces souches sont catégorisées sensibles a 'amphotéricine B.

Les résultats de CMI de caspofungine varient de 0,03pg/mL a 0,25ug/mL pour les 7
souches. Selon les critéres du Clinical Laboratory Standard Institute (2008), ces

souches sont catégorisées sensibles a la caspofungine.

Volpato Sanita et ses collaborateurs (2013) ont montré que tous les isolats
cliniques de Candida albicans isolés de la cavité buccale étaient sensibles a

I'amphotéricine B et a la caspofungine.

La résistance a I'amphotéricine B est trés rare chez les Candida albicans (Scorzoni
et coll., 2017). Une étude rapportée par Lucia Bosco et ses collaborateurs (2003)
ont montré que 23,1 % des Candida albicans isolées de la cavité buccale d’enfants
atteints du sida étaient résistantes a I'amphotéricine B, tandis que 76.9% étaient

sensibles a 'amphotéricine B.

Une étude menée par Meriam Bouchekoua et ses collaborateurs (2017) ont

trouvés une souche de Candida albicans buccal résistante a la caspofungine.

3. Biomasses des biofilms formés in vitro par les souches de Candida albicans
étudiées

Les résultats relatifs a la quantification des biomasses des biofilms formés in vitro par
les levures de Candida albicans étudiées aprés 24heures d’'incubations a 35°C sont

présentés sur la Figure N°5.
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Figure N°5. Biomasses des biofilms mono-espéce formeés in vitro par les

souches de Candida albicans étudiées

Les densités optiques des biofilms formés apres 24 heures d’incubation a 35° par les

souches de Candida albicans étudiées varient de 0,366 a 2,698.

Selon les intervalles fixés par Marcos-zambrano et ses collaborateurs (2014),
nous remarquons que les souches de Candida albicans (Ca7, Ca20 et Ca6) sont
fortement formatrices de biofims et 3 souches (Cal5, Cal3 et Cab5) sont

modérément formatrices et 1 souche (Cal6) est faiblement formatrice du biofilm.

Une étude de Sanchez Vargas et ses collaborateurs (2013) rapporte que Candida
albicans buccal a été associé a une production forte et modérée de biofilms entre 6

et 24 heures de développement.

Les résultats de I'étude menée par Seghir et ses collaborateurs (2015) sur des
souches de Candida albicans isolées du CHU de Tlemcen montrent que la quantité

des biofilms formés varie en fonction des souches de Candida albicans.
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Conclusion

Candida albicans est I'espece la plus frequemment isolée de la cavité buccale.
L’objectif de ce travail était d’identifier dans un premier temps une collection de
souches de Candida isolées de la cavité buccale d’enfants immunodéprimeés, et dans
un second temps, d’étudier leurs capacités a former in vitro des biofilms ainsi que

leurs profils de résistance aux antifongiques.
Les résultats obtenus, nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

> Toutes les souches étudiées étaient assignées au genre espece Candida
albicans.

» Les concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B et de la
caspofungine obtenus ont montré que les souches de Candida albicans étaient

sensibles a ces deux antifongiques.

» Trois souches de Candida albicans avaient un fort potentiel a former les biofilms
albicans (Ca7, Ca20 et Ca6), 3 souches étaient catégorisées moyennement
formatrices de biofilms (Cal5, Cal3 et Cab5) et 1 souche (Cal6) faiblement

formatrice de biofilms.

En perspective, il serait intéressant de

»  Elargir le panel des souches a étudier

»  Etudier les facteurs de virulence et les génes de résistance aux antifongiques
par les techniques de biologie moléculaire

»  Reéaliser une étude épidémiologique sur la dissémination des levures Candida

albicans dans les hopitaux de I'ouest algérien.
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