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Résumé

Candida albicans est une levure opportuniste pathogéne pour I'nomme, ces microorganismes
peuvent s'organises en biofilms, échapper & la défence immunitaire et provoque des
inflamation. Candia albicans est responsable de plus de 75/100 mycoses invasives ou
systémiques. Notre étude consiste a tester I'antagonisme pour certaine souche probiotique,
(leuconostoc, saccharomyces boulardii, culture mixtes) vis-a-vis la levure de candida
albicans et évalué [I’activité antifongiques, et déterminer la souche le plus efficaces pour
I'inhibition de microorganisme pathogene, aussi on a tester la capacité des ses souches pour la

détruisent et la dégradation de biofilm de candida albicans

Dans ce contexte plusieurs recherches ont été réalisée pour le but de tester | activité
antifongique de plusieurs souches des probiotique, Lactobacillus, Streptococcus,
Saccharomyces boulardii, Bifidobacterium, et, et les résultats de ses études demontré que

sont trés actif contre Candida albicans.

Les mots clés:

candida albicans, probiotique, biofilm, I’activité antifongiques, I'antagonisme.



Abstract

Candida albicans is opportunistic yeast pathogenic for humans, these microorganisms can
organize themselves in biofilms, escape the immune defense and cause inflamation.
C.albicans is responsible for more than 75/100 invasive or systemic mycoses.

Note study consists of testing the antagonism for certain probiotics strain, (leuconostoc,
saccharomyces boulardii, mixed culture) against Candida albicans yeast and evaluated the
antifungal activity, and determine the most effective strain for the inhibition of pathogenic
microorganism,also the capacity of these strains to destroy and degrade Candida albicans
biofilms is being tested.

In this context, several researches have been carried out in order to test the antifungal activity
of several probiotic strains, Lactobacillus, Streptococcus, Saccharomyces boulardii,
Bifidobacterium, and the results of its studies show that are very active against Candida

albicans.

Keywords:

Candida albicans, probiotics, antifungal activity, biofilms, antagonism.
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Introduction

Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants qui lorsque administrés
ou consommés en quantités suffisantes favorisent des avantages pour la santé de I'héte,
particulierement sont des utiles pour combattre les pathologies du tractus gastro-intestinal,
comme le soulagement de la diarrhée, l'intolérance au lactose, les maladies inflammatoires
de l'intestin et les infections fongiques, principalement par la réglementation des
microbiotes résidents (AFSSA, 2005).

La présence des microorganismes probiotiques dans la muqueuse humain au bien dans le
tractus-intestinale peuvent empécher la colonisation des agents pathogenes par plusieurs

méthodes direct au indirect (Ezzariga, 2015).

L'utilisation de bactéries probiotiques contre les infections microbiennes est apparue
comme une technique thérapeutique alternative pour les infections a Candida albicans,

compte tenu les limites de I’antimicrobiens (Chang-Ho, 2018).

C. albicans est le champignon pathogene opportuniste le plus courant isolée du corps
humain, provoquant des maladies et des inflammations superficielles et systémiques
(Branett et al. 2000).

Les infections se développent souvent aprés un traitement antibiotique, les plus graves

étant celles qui concernent les patients immunodéprimés (Schaller et al. 2005).

Le principal facteur de virulence de C. albicans est la capacité de passer entre 1’étape d’une
levure vers I’étape pseudohyphes et les hyphes, importantes a la fois pour l'adhésion et
I'invasion des tissus et la formation des biofilms sur de nombreuses surfaces, comme les
implants médicaux, les implants intravasculaires, les cathéters, ou les tissus de I'hdte
(Cambi et al. 2003).

Dans ce contexte, ce travail a été fait dont le but :

D'étudier l'activité antifongique de divers probiotiques contre C. albicans et les effets

inhibiteurs des probiotiques sur le biofilms de C.albicans.

L’exhibition de la souche probiotique le plus efficace pour I’inhibition de et la diminution

de C.albicans.
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I. Probiotiques

I.1. Historique et définition

Le terme probiotique est composé des deux mots grecs « pro » et « bios » signifiant
littéralement « pour la vie » (Paulina et al. 2017).

La notion de probiotiques a été développée principalement grace aux travaux de Metchnikoff
en 1893 qui a suggéré que I’ingestion des bactéries lactiques vivantes accroit la longévité des
paysans bulgares en réduisant dans le tube digestif la population des bactéries putréfiantes ou
produisant des toxines. Une des premieres définitions des probiotiques comme « facteurs
promoteurs de croissance produits par des microorganismes » a été proposée par Lilly et
Stillwell en 1965. Depuis ce temps, la définition du terme probiotique a été modifiée a
plusieurs reprises (Saulnier et al.2013). Fuller (1989) redéfinit les probiotiques comme étant :
des préparations microbiennes vivantes utilisees comme additif alimentaire et qui ont une
action bénéfique sur I’animal hote en améliorant la digestion et I’hygiéne intestinale

(Gournier et al. 1994).

Enfin, selon la définition adoptée par le groupe de travail mixte formé par 1’Organisation des
Nations Unies (ONU) pour I’agriculture et ’alimentation et ’Organisation Mondiale pour la
Santé (OMS) (Report of FAO/WHO, 2002), les probiotiques sont « des microorganismes
vivants (bactéries et levures) administrés en quantités adéquates et procure des effets
bénéfiques pour la santé de 1’hote » (AFSSA, 2005).

1.2. Principales espéces microbiennes a potentiel probiotique

Les principaux microorganismes probiotiques appartiennent principalement aux genres
Lactobacillus et Bifidobacterium. D’autres espéces des genres Enterococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Propionibacterium, Streptococcus, Bacillus et Saccharomyces sont aussi

employés comme probiotiques (Tab.1) (Senok et al. 2005).
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Tableau N°1. Des microorganismes probiotiques (Barrau. 2016)

Lactobacillus Bifidobacterium Autres Lactobacilles Non LAB

L. acidophilus B. Adolescentis Enteroccocus faecalis Bacillus cereus

L. casei B. Animalis Enterococcus faecium

L. crispatus B. Bifidum E. coli (Nissle)

L. delbruecki B. Breve

L. gallinarum B. Infantis Lactococcus Propioni freudenreichei
L. gasseri B. Lactis Leuconostoc

L. johnsonii B. Longum Pediococcus Saccharomyces cervisiae
L. paracasei B. Thermophilus Saccharomyces boulardii
L. plantarum Strepto thermophilus

L. reuteri

L. rhamnosus

L. salivarius

L. fermentarium

L. curvatus

L. brevis

1.3. Criteres de sélection des souches probiotique

Selon les suggestions de I'OMS, de la FAO et de I'AFSA (I'Autorité européenne de sécurité
des aliments), dans leur processus de sélection, les souches probiotiques doivent répondre a
des criteres de sécurité et de fonctionnalité, ainsi qu'a des criteres liés a leur utilité

technologique (Paulina et al. 2017).

1.3.1. Critéres de sécurités

Origine humaine ou animale.

e Isolé du tractus gastro-intestinal des personnes en bonne santé.
e Antécedents d'utilisation sdre.

e Identification précise (traits phénotypiques et génotypiques).

e Absence de données concernant une association avec une maladie infectieuse.
3
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Absence d’effets indésirables.
Absence de genes responsables de la résistance aux antibiotiques localisés dans des

éléments non stables.

1.3.2. Critéeres fonctionnelles

1.3.3

Capacite a survivre, & maintenir I'activité métabolique et développer dans le site cible.
Résistance aux sels biliaires et aux enzymes.

Résistance a un pH faible dans I'estomac.

Compétitivité par rapport aux espéces microbiennes qui abritent I'écosystéeme
intestinal (y compris les especes étroitement apparentées).

Activité antagoniste a I'égard des agents pathogenes (par exemple, H. pylori,
Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Clostridium difficile, Candida albicans).
Reésistance aux bactériocines et aux acides produits par le microbiote intestinal
endogeéne.

Adhérence et capacité a coloniser certains sites particuliers au sein de I'organisme

hote, et taux de survie approprié dans le systéme gastro-intestinal.

. Critéres technologiques

Production de grandes quantités de biomasse.

Viabilité et stabilité des propriétés souhaitées des bactéries probiotiques pendant le
processus de fixation (congélation, lyophilisation), la préparation et la distribution des
produits probiotiques.

Taux élevé de survie au stockage des produits finis (dans des conditions aérobies et
micro-aérophiles).

Garantie des propriétés sensorielles souhaitées des produits finis (dans le cas de
I'industrie alimentaire).

Stabilité génétique.

Résistance aux bactériophages.
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Résistance aux stress
Identification physiologiques:
phénotypique et génotypique acidité gastrique, intestinale
Souche a potentialité Adhésion

probiotique

Stabilité au cours Innocuité: souche non

de la fabrication, du stockage, |‘| pathogene, sans résistance
de 'utilisation et aux antibiotiques transférable
mécanismes
Effets bénéfiques

sans effets secondaires

Figure N° 1 : Caractéristiques des souches probiotiques (Butel, 2014).

I.4. Mécanismes d’action des probiotiques

Les probiotiques présentent des effets protecteurs digestifs mais également extradigestifs,
immunologiques et non immunologiques. Les principaux effets expérimentaux des

probiotiques sont demontrés dans le Tableau II.

Les probiotiques peuvent exercer leurs effets bénéfiques généralement selon quatre

mécanismes principaux (Barraud et al. 2016) :

1.4.1.Effets antimicrobiens : par synthése de molécules antimicrobiennes (bactériocines),
compétition et inhibition de 1’adhésion des bactéries pathogénes ainsi que leur invasion de
I’épithélium, compétition pour les substances nutritives et inhibition des facteurs de virulence
(Barraud et al. 2016).

1.4.2. Amélioration de I’intégrité de la barriére épithéliale : par renforcement des jonctions
serrées, augmentation du renouvellement entérocytaire, stimulation de la synthese de mucus,
sécrétion des peptides antimicrobiens comme les B-défensines et synthese des vitamines

(Barraud et al. 2016).

I.4.3.Renforcement du statut immunitaire au niveau des intestins : par le contréle de
I'équilibre des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Il est démontré que les

probiotiques favorisent les mécanismes de défense de I'h6te endogene. En plus de leurs effets
5
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sur la défense intestinale non immunologique, des études ont démontré 1I’impact bénéfique des
bactéries probiotiques sur les réponses immunitaires humorales, sur la résistance aux agents
pathogénes microbiens et finalement, leur contribution a l'immunisation et aux réponses

immunitaires de I'n6te aux antigenes dangereux (Barraud et al. 2016).

1.4.4.Compétition spécifique et non-spécifique pour I’adhésion : Elle est assurée par des
bactéries dotées de la capacité de formation de biofilms positifs comme les especes des
genres Lactobacillus et Bifidobacterium et certaines espéces d’Enterococcus. Ces

espéces contribuent au blocage de I’accés des pathogénes aux sites d’adhésion et exercent un

effet barriere (Rastall et al. 2005).

Tableau N°2. Principaux effets cellulaires des probiotiques (Barraud et al. 2016).

Effets non immunologiques

Effets immunologiques

Stimulation de la production de NO.

Stimulation de la production d’antioxydants

Stimulation de la production acide (AGCC).

Exclusion compétitive des pathogenes
Réduction de I’adhésion épithéliale des

pathogenes.

Renforcement des jonctions serrées et de

I’intégrité de la barriére épithéliale.
Réduction de la production d’endotoxines.

Stimulation de la sécrétion de mucus et de la

production de nutriments.

Stimulation de la production d’IgA.
Inhibition de la production d’IgE.

Modulation de la réponse cytokinique
(Th1/Th2). Stimulation de la production de

peptides antimicrobiens et de défensines
Stimulation de I’activité des macrophages.
Stimulation de I’activité des cellules NK.

Modulation de ’activité des cellules

dendritiques.

Modulation de la différenciation des

lymphocytes T.
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1.5. Effets bénéfiques des probiotiques

Les probiotiques possédent des attributs fonctionnels importants qui pourraient répondre a la
plupart de nos besoins nutritionnels et cliniques de base en matiére de suppléments. Ces
microorganismes ont montré des réponses aux traitements cliniques contre plusieurs maladies
et infections (Rout et al. 2017).

1.5.1. Effets intestinaux

Les probiotiques permette le contrdle des troubles suivants (Butel, 2014) :

e Mauvaise digestion du lactose,

e diarrhée due aux rotavirus et les diarrhées-associées aux antibiotiques,

e syndrome du colon irritable —constipation,

e infection par Helicobacter pylori,

e prolifération bactérienne dans ’intestin gréle et

e maladies inflammatoires chroniques de I’intestin et prévention de 1’entérocolite

nécrosante du nouveau-né.

1.5.2. Effets sur le systeme immunitaire

e Modulation immunitaire,
e répression des réactions allergiques par réduction de I’inflammation et

e réduction des risques d’infection par des agents pathogenes courants (Salmonella,
Shigella)

1.5.3. Autres effets

e Efficacité contre certains cancers (colorectal, vessie, col utérin, sein).
e infections des voies urinaires.
¢ infection des voies respiratoires et infections connexes.

e réduction du taux de cholestérol sérique et de la pression artérielle.
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MODIFICATION DE LA . COMPETITION AVEC LES . AUGMENTATION DES PHAGOCYTOSES . AUGMENTATION DE LA PRODUCTION D'IGA,
DIVERSITE BACTERIENNE BACTERIES PATHOGENES PIEGEANT LES ALLERGENES
. AUGMENTATION DE LA PRODUCTION
. PRODUCTION DE SUBSTANCES DE CYTOKINES ET DE SUBSTANCES . DIMINUTION DE LA PRODUCTION D'IGE,
ANTI-MICROBIENNES ANTI/PRO-INFLAMMATOIRE DIMINUANT L'HYPERSENSIBILITE AUX ALLERGENES

PREVENTION DE L'OBESITE,

DES MALADIES

3 : RENFORCEMENT
CARDIO-VASCULAIRES, AMELIORATION DE L'EFFET DIMINUTION DU

DU DIABETE DE TYPE 2 DE LIMMUNITE RISQUE ALLERGIQUE

ET DS MALADIES BARRIERE, PROTECTEUR NON SPECIFIQUE

NEURO-DEGENERATIVES AMELIORATION DES SYMPTOMES
LIES A L'INTOLERANCE AU LACTOSE

BONNE SANTE

‘ AUGMENTATION DES NUTRIMENTS

DISPONIBLES POUR L'HOTE
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Figure N° 2. Principaux effets bénéfiques des probiotiques (Alyssa, 2018).

1.6. Effets des probiotiques contre Candida albicans

Il n'existe pas beaucoup d'antibiotiques et antifongiques efficaces en raison de la rareté des
médicaments développés contre les champignons et les levures pathogenes ainsi le
développement rapide de la résistance aux médicaments chez ces derniers. De plus, les
microorganismes capables de se développer sous forme de biofilms sont tres souvent
résistants a des antibiotiques actifs contre les cellules planctoniques. A cet effet, I’utilisation
des microorganismes a potentiel probiotique est d’intérét pour traiter des maladies a source
fongique (Christopher, 2019).
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1.6.1.Inhibition de germination :

La germination est également un processus important dans la formation de biofilm de
C.albicans, fournissant des éléments hyphaliques denses présents dans les biofilms maturs,
I'exposition des souches probiotiques ou bien le filtra (S. boulardii, L. acidophilus , L.
rhamnosus, et B. breve) a inhibé la capacité de germination par un ou plusieurs produits de
sécrétion (par exemple, un métabolite et/ou une enzyme) Christopher montré que I'exposition
probiotique a inhibé la capacité de germination de C. albicans, I'analyse quantitative a montré
qu'il y a une réduction significative du pourcentage de formation de tubes germinatifs apres
exposition au filtrat probiotique par rapport au témoin non traité (Christopher et al. 2019).

L'inhibition pourrait étre principalement due par l'acide sec au lieu du pH. Le mécanisme
d'inhibition par 1’acide butyrique est resté flou et les recherches supposé que I'acide butyrique
pourraient interférer avec le cytosquelette et la morphogenese pourrait alors étre bloquée. Des
recherches connexes ont considéré que dans le processus de changement morphologique de C.
albicans, l'acétylation des histones a joué un réle important, tandis que butyrate un seul des
inhibiteurs de I'histone désacétylase la chose qui permette I’inhibition de passage de C.

albicans du bourgeon au filament (Huan et al. 2010).
1.6.2. reduction de I'expression des genes :

S. boulardii, L. rhamnosus, L. casei et L. acidophilus sécrete des acides gras et du 2-
phényléthanol, y compris de l'acide caprique Ce composé s'est avéré le plus efficace pour
inhiber C.albicans, et réduit I'expression des génes de C. albicans impliqués dans sa
virulence, tels que HWP1 (formation d'hyphes), CSH1 (propriétés d'adhésion), la chose qui

permette I’inhibition de la formation des biofilms (Christopher et al. 2019).

L'exposition des probiotiques, soit par contact direct entre cellules, soit par I'intermédiaire de
surnageants  permette inhibition de la transcription des génes nécessaire pour la

développement des biofilms de C.albicans par la régulation de la

Voies Rasl-cAMP-Efgl et MAPK en amont. Les biofilms dépourvus de ce gene sont

susceptibles se détaché du substrat abiotique (Ribeiro et al. 2019).
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1.6.3. La réduction de la masse cellulaire

pH sert de signal fort pour la différenciation morphologique de C. albicans. pH Alcaline c’est
un conditions favorisent la croissance des especes fongique. La réduction de la viabilité
cellulaire était plus importante lorsque C. albicans était incube avec le filtrat de culture de
Lactobacillus, la production d'acide lactique et d'autres par Lactobacillus spp Qui peuvent
réduire considérablement le pH, qui jouer un réle réle important dans la croissance fongique
(Christopher et al. 2019).

les probiotiques génerent des conditions environnementales défavorables aux agents
pathogénes permette a les probiotiques de secrété des agents biosurfactants qui perturbent la
structure de la membrane physique ou la conformation des protéines ; entraine une lyse
cellulaire, detruit la formation d'hyphes et interfere avec la I'interaction entre les cellules aussi
ses biosurfactants bloque le systeme QS les chose qui permette le rupture de comminication

entre les cellule de C.albicans (Barzegari et al. 2020).

1.6.4.Inhibition de I'adhérence

L'adhérence étape nécessaire a la formation d'un biofilm, C. albicans traité avec Les cellules
de S. boulardii et des bactéries probiotiques (lactobacillus) dans des conditions aérobies et
microaérophiles sont pratiquement incapables de se développer sous forme de Biofilm, Car
les souches probiotiques empéchée I’adhérence de C.albicans sur la surface biotique et
abiotique (Anna et al. 2009).

La co-culture des souches probiotiques avec C.albicans dans le méme milieu démontré que
les effets des probiotique sur les biofilms peut étre physicochimique, les éxométabolites des
probiotiques telle que les I'nydrogene peroxyde, éléments protéiques, reutérine, les acides
carboxyliques, les acides gras, les dipeptides cycliques, et nucléosides, ont puet modifier les
énergies de surface des blastospores de C.albicans et les empéche de s'agglutiner et la

formation d'un réseau organisé ( Ribeiro et al. 2019).

Les souches probiotiques réduites I'adhérence des cellules de C. albicans a la surface biotique
et abiotique plastique. Les biosurfactants, réduisent I'hydrophobicité du substrat de surface et
interférent avec les processus liées a I'adhésion et a la désorption microbienne, ainsi qu'a

induisent le détachement des organismes déja adhérents (Victor et al. 2016).
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II.Candida albicans

I1.1.Généralités

Candida albicans, est une levure microscopique unicellulaire, capable de former des
filaments. Leurs cellules sont ovoides a bourgeon unique généralement de plusieurs microns
de diamétre. En revanche, les filaments sont des cellules allongées attachées de bout en bout.
Elle se trouve normalement dans I’organisme humain en quantité relativement limitée mais

peut causer des pathologies graves dont la fréquence reste constante (Pfaller et al. 2007).

I1.2. Habitat

C. albicans est commensale dans le tube digestif de ’homme, des mammiféres et des oiseaux.
Elle n’est normalement jamais retrouvée dans I’environnement a moins d’une contamination
par ’homme ou I’animal. Cette levure est opportuniste qui devient pathogéne sous I’effet de

facteurs favorisants generaux ou locaux (Segal, 2005).

I1.3. Classification

Le genre Candida comprend environ 200 espéces dont les plus rencontrées en pathologie
humaine sont: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. kefyr et C. dubliniensis (Fitzpatrick et al. 2006). Sur le plan taxonomique,

Candida spp. Sont classés parmi les Ascomycetes (Krick et al. 2008).

Candida albicans suit I’organisation suivante :
Regne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe : Saccharomycetes

Ordre : Saccharomycetales

Famille : Saccharomycetaceae

Genre : Candida

Espéce : Candida albicans

11
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I1.4.Morphologie

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, se reproduit de fagon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mére
(le blastospore), formant ainsi des colonies blanches crémeuses (Chu et al. 1993 ; Graser et
al.1996).

Ainsi, trois aspects morphologiques peuvent étre rencontrés :
- La forme blastospore, ronde ou ovalaire, mesurant de 2 a 4 um avec parfois un bourgeon.

- La forme pseudomycélium, mesurant de 500 a 600 um de longueur et de 3 a 5 um de

largeur, composée d’un assemblage de cellules (Sudbery, 2004).

- La forme mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de ’espéce Candida albicans
(Gow, 2002).

Blastospore Pseudo-hyphe Hyphe

Figure N°3. Différentes morphologies de C. albicans (Odds, 1979).

IL.5. Caractéres biologiques et physiologiques de Candida albicans

Toutes les espéces du genre Candida sont aérobies. Leur croissance est possible a des pH

allant de 3 a 7. La température optimale varie de 20°C et 30° C pour la majorité des levures.

Les différentes espéces de Candida se distinguent par leurs caracteres nutritionnels et
biochimiques. Nous nous intéresserons plus particulierement a C. albicans ; qui est la

levure pathogéne la plus fréqguemment rencontrée (Benmansour, 2012) :

* Cette espece possede la propriété de fermenter le glucose et le maltose mais pas le

lactose, ni le raffinose, ni le saccharose.

12
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* Elle est incapable de réduire les sels de tétrazolium et de le transformer en un

composé coloreé (la colonie restera blanche).
« C. albicans n’est pas inhibé par 1’actidione.
« C. albicans n’¢élabore pas I'uréase.

I1.6. Pathogénicité et facteurs de virulence

Les infections causées par les especes Candida albicans sont connues sous le nom de
candidoses. Mais il existe des noms communs décrivant des pathologies spécifiques telles que

le muguet (candidose buccale), par exemple (Branett et al. 2000).

L'infection existe sous deux formes :
* Superficielle (cutanée et unguéale, digestive, génito-urinaire).

« Disséminée ou septicémique (candidose profonde ou candidémie).

I1.6.1. Facteurs de virulence

De nombreux facteurs sont responsables de la virulence de C. albicans :

* Le dimorphisme : elle est capable de changer son aspect des blastopores de levure
aux hyphes.

* L'adhérence a I'hote et formation des biofilms : elle peut se faire au niveau des
muqueuses (adhésines). L’adhérence peut se faire aussi apres la formation des
biofilms (Cambi et al. 2003).

e Sécrétion d'enzymes : la sécrétion d’enzymes hydrolytiques au cours de I’infection
favorise la virulence en dégradant les surfaces des muqueuses de ’hdte ainsi que ses

défenses immunitaires (Schaller et al. 2005).
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I1.1. Biofilms de Candida albicans

11.1.1. Définition

Le biofilm, dans sa définition la plus simple, est une communauté microbienne qui vit

attachée a une surface biotique ou abiotique (O'Toole et al. 2000).

Un biofilm mature est une communauté de micro-organismes irréversiblement fixée a une
surface, contenant une matrice exopolymere et présentant des propriétés phénotypiques
distinctives (Carol 2002).

I1.2. Etapes de formation des biofilms

La formation des biofilms fongiques se déroule en quatre étapes (Christina et al. 2016).

11.2.1. Adhérence

Cette étape consiste en une adhésion de la téte d'une seule cellule de levure fongique au

substrat pour former une couche basale de cellules de levure (Christina et al. 2016).

I1.2.2. Initiation

Dans cette étapes une prolifération cellulaire a la surface avec formation des filaments ou les
cellules forment des saillies allongées qui continuent a croitre dans les phalanges

filamenteuses (Christina et al. 2016).

11.2.3. Maturation

La production des hyphes est le signe d'initiation de la formation du biofilm, suivie d'une
accumulation de la matrice polysaccharidique extracellulaire au fur et a mesure de la
maturation du biofilm (Christina et al. 2016).

I1.2.4. Dispersion

Enfin, dans cette étape, les cellules des levures non adhérentes sont libérées du biofilm dans le

milieu ou elles peuvent coloniser d'autres surfaces (Christina et al.2016).
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. Candida albicans cells Dispersal

D Extracellular Matrix .

Attachment Proliferation Early Biofilm Mature Biofilm

Figure N° 4 : Etapes du développement du biofilm de C. albicans (Christina et al. 2016).

11.4. Mécanismes de résistance des biofilms

La résistance du biofilm fongique présente de multiples facettes, impliquant certaines
barriéres physiques de base et certains processus réglementaires complexes (Ramage et al.
2012).

11.4.1. Matrice extracellulaire

La MEC est une caracteristique du biofilm d’une mycose qui protége les cellules contre les
facteurs hostiles tels que I'immunité de I'hote et les agents antifongiques. La composition des
MEC de ces biofilms chez C. albicans est complexe. Elles comprennent des protéines, de
I'hnexosamine, du phosphore, de I'acide uronique et des glucides qui diminuent la pénétration

des agents antifongiques (Ramage et al. 2012).

I1.4.2. Résistance a la pompe

Durant les phases précoces a intermédiaires de développement du biofilm, les genes codant
pour la pompe a efflux, localisée au niveau des membranes des cellules, sont exprimés. Ce qui

permet I’expulsion des agents antifongiques (Ramage et al. 2012).

11.4.3. Densité cellulaire

La densité cellulaire du biofilm mature peut agir comme une barriére physique qui protége la

masse cellulaire de biofilms des agressions environnementales (Ramage et al. 2012).
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11.4.4. Persistance

Ce sont des cellules qui peuvent varier leurs types phénotypiques plutdt que des cellules
mutantes. La présence des cellules persistances également favorise les processus de résistance

et la survie des biofilms par leur résistance aux agents antifongiques (Ramage et al. 2012).

16



Synthese bibliographique

ITI. L’activité antifongique des probiotiques :
II1.1.les méthodes utilises pour les testes antifongiques :

Pour testé I’activité antifongique des probiotiques vis-a-vis le microorganisme pathogéne
C.albicans, défirent méthodes soit de maniére direct (cellule-cellule) ou indirect (surnagent-

cellules) doit étre utilisé, parmi eux :
II1.1.1.Méthode des stries :

Les souches testés ont été ensemencés sur des boites de pétri  gélosée contenant 10 ml
MRS /SDA, sous la forme d'une bande de 2 cm de large sur la boite. Les boites ont été
incubées en anaérobiose a température 37°C pendant 24 h. Les colonies observeé seront ensuite
recouverte par un 10 ml de milieu de SDA agar fondu contient 0.1ml de suspension de C.
albicans préincube a 37°C pendant 24 h dans des conditions aérobies.

Apres une croissance adéquate, les zones d'inhibition de Candida ont été mesurés a l'aide
d'une meéthode semi-quantitative echelle sur laquelle : (-) = absence de I’inhibition de
croissance, (+ /-) = inhibition minimale de croissance, (+) =inhibition partielle de croissance,

(+ +) =total I'inhibition de croissance (Magdalena et al. 2005).
I11.1.2.Méthode des spots :

La souche de Candida albicans est propagées sur Sabouraud Dextrose Agar (SDA) a 37°C.
Les souches des leuconostoc sont propageées sur le milieu MRS a 37°C pendant 48h et pour la

levure saccharomyces boulardii est propagee sur le milieu Sabouraud Dextrose Agar (SDA).

Plus précisément, on utilisé le milieu gélosé de Mueller-Hinton. La surface de I'agar a été

étalier par 1ml de suspension d'especes de Candida albicans ajustée a la turbidité d'un étalon
McFarland 0.5. Les boites ont été séchées a température ambiante pendant 15 minutes. Apres
en pose 0.1ml de suspension des chaque souche probiotique sur la surface de gélose au forme
des spotes. Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 48 heures. Les diamétres d'inhibition

autour des spotes ont été mesurés a I’aide d’une régle numérotée (Sanae et al. 2012).

II1.2. Test de co-agrégation :
Les pourcentages de co-agrégation entre les souches probiotiques de Leuconostoc,

saccharomyces boulardii la souche pathogénes candida albicans ont été déterminés selon la
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méthode décrite par Rose Jargensena et al. (2017) basée sur I’évaluation des densités
optiques des souches lactiques seules et en présence du pathogéne.

Une culture de leuconostoc ou saccharomyces boulardii cultivées pendant la nuit a été
transféré dans 5 ml de bouillon MRS/SDA respectivement et incubé & 37°C pendant 24 h

dans des conditions anaérobies.

- Les souches de Candida albicans ont éeté récoltées de la méme maniere et incubé en
aérobiose dans un bouillon SDA a 37°C pour 24 h.

- Aprés incubation, les souches probiotiques et les C.albicans ont été récoltés par
centrifugation a 855 g pendant 10 min a température ambiante

- lavé trois fois dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS)

- La densité optique (Ao) a été ajustée a ~108 UFC/ml (DO s00nm=0.5).

- Onremit les suspensions dans une solution PBS 10 mmol/L (pH 7,0).

- L'absorbance était ajustée a une densité optique (DO) de 0,5 a 600 nm (environ
108 UFC/ml de probiotique) en utilisant le spectrophotométre pour garantir des
densités identiques au départ.

- Des volumes egaux (1,0 ml) des souches probitiques et de Candida ont éte mélangés
et incubés en aérobiose a 37°C pendant 1, 2 et 4 heures mais ils été agités par des

tourbillons avant chaque mesure de DO.
La coagrégation a été calculée en utilisant I'équation suivant :

[(ACA + APRO)/2 - (ACM) / (ACA + APRO)/2] x 100
ACA: I’absorbance spécifique de C.albicans.
APRO: I’absorbance spécifique de souche probiotique.
ACM: I’'absorbance spécifique de culture mélange C.albicans-souche probiotique.

I11.3.Analyse de biomasse de biofilm par quantification :

Aprés la formation du biofilm, la biomasse du biofilm a été quantifiée a l'aide d'un test de

coloration par cristal de violet décrite par Rodnei et al (2018).

- Pour la fixation des biofilms, 100 pl de méthanol a 99 % ont été ajoutés aux puits de la
microplaquette.

- Apres 15 minutes, Les surnageants ont été retirés et les plagues ont été séchées a l'air.
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- Ensuite, 100 pl d'une solution de cristal violet (CV) a 1 % ont été ajouté a tous les
puits.

- Aprés 20 minutes, la solution CV résiduelle a été enlevé par lavage avec du PBS.

- Enfin, le CV li¢ a été libéré en ajoutant 150 pul d'acide acétique a 33 %.

- L'absorbance a été mesurée a 540 nm.

- Toutes Les étapes ont été réalisées a température ambiante.
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II1.4.Les résultats obtenus par les chercheurs :

L’espéce de Candida albicans c’est un agent pathogéne opportuniste dans certaines
circonstances, provoqué des infections chez I’étre humain appelée les candidoses. La

résistance antifongique des ces microorganimes est une préoccupation majeure.

De ce fait, les chercheurs son intéresse a connaitre des méthodes de traitment a base
biologique par I’utilisation des probiotiques et évalué¢ I’effet de ces derniére sur la croissance

de C.albicans.

En 2005, Megdalena et ses collaborateur établir une étude pour testé I’activité antifongique de
110 souches lactobacillus isole a paritir des vagines des femmes en bonne santé choisies au
hasard et sa capacité a moduler la croissance de Candida albicans fraichement isolés a partir
des cas cliniques de CV.

D’abord une meéthode des plaques (double couche) a été réalise pour évalué I’activité
antifongique des ses souches de lactobacillus contre C.albicans. La méthode de culture
affiche le mieux des zones d'inhibition. Apres une croissance adéquate, les zones d'inhibition

de C.albicans ont été mesurées a l'aide d'une méthode semi-quantitative.

Dans nos études, seules quelques-unes Des souches de Lactobacillus telle que L.plantarum
30B, L. fermentum 17B, L. rhamnosus 41B L. acidophilus G/12A L..delbrueckii 117A.

Présentant des propriétés inhibitrices contre le C.albicans par la production de I'H202 en

quantités détectables par la méthode des plaques.

En 2012, Sanae. A et son groupe établis une étude pour testé I’effet  antifongique de
Streptococcus salivarius K12 et sa capacité a moduler la croissance de Candida albicans in

vitro, et son activité thérapeutique dans un modele expérimental de candidose buccale.

L'inhibition in vitro de la croissance de C. albicans a été déterminée par un test sur

microplaque de 96 puits en co-culture et par microscopie a fluorescence.

Ajout de S. salivarius K12 a la culture modifiée RPMI 1640 a inhibé l'adhérence de C.
albicans a les bords plastique de la microplaque, la chose qui évalue la capacité inhibitrice
pour l'adhérence de C. albicans. La croissance mycélienne de C. albicans a été quantifiée a

I'aide de la méthode de coloration du cristal violet.
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Pour examiner la possibilité des de bactériocines Streptococcus salivarius K12 interférent
avec la C. albicans, la sensibilité de C. albicans a S. salivarius K12 a été testée par le test

d'antagonisme différé.

S. salivarius K12 a inhibé toutes les bactéries qui ont été utilisées comme indicateurs de

I'activité inhibitrice de la bactériocine mais acunne influece sur C.albicans.

En 2015 une autre etude réalise par C. Zhao es ses collaborateurs pour évaluer l'activité
inhibitrice des probiotiques contre les especes de Candida oraux.

Des produits probiotiques commerciaux a été éxaminés, le produit Medilac-Vita qui compose
d’Enterococcus faecium et Bacillus subtilis R0179, comprimés de Golden qui composé
Bifidobacterium vis-a-vis des diferents serotype de Candida (C. albicans ATCC 90028C.
albicans SC5314, C. parapsilosis ATCC 22019 et C. krusei ATCC 6258).

Les interactions probiotiques-Candida ont été evaluées a l'aide de tests de diffusion sur

disque.

Les résultats montré que, Parmi les quatre produits probiotiques, seul Medilac-Vita présentait
une zone d'inhibition claire contre C. albicans, tandis que les autres n'a pas montré d'activité

d'inhibition dans le test de diffusion du disque lors du dépistage.

Par la suite, les chercheurs isolés et testés les composants de la bactérie, B. subtilis et
E.faecium, respectivement, de Medilac-Vita. Il s'est avéré que B. subtilis présentait une
activité anti-Candida assez forte avec des zones d'inhibition claires contre C. albicans ATCC
90028, C. albicans SC5314 et C. parapsilosis ATCC 22019, bien qu'elle n'ait pas fait preuve
d'une inhibition notable contre C. krusei ATCC 6258.

La zone circulaire d'inhibition de la croissance induite par B. subtilis est beaucoup plus claire
que celle induite par le fluconazole, ce qui indique que B. subtilis peut avoir un effet fongicide

direct par rapport au fluconazole, qui a un faible potentiel fongicide.

En 2016, une groupe des biologistes conduit par Victor Haruo établis une étude pour évalué
lactivité fongique et effets inhibiteurs des espéces de Lactobacillus sur les différentes phases

de développement de biofilm de Candida albicans.

Cette étude a été réalisée en deux phase :
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Tout dabord, les chercheur commoncé par I’évaluation de l'effet direct des cellules
probiotiques L. rhamnosus, L. casei et L. acidophilus sur le développement de biofilms C.

albicans SC5314 qui est incubé en co-culture.

La deuxiéme phase a été réalisee pour évaluer les effets des produits bactériens

(exométabolites) trouver dans le surnageant cellulaires sur la formation du biofilm de
C. albicans SC5314.

Les résultats montré que les suspensions de L. rhamnosus, L. casei et L. acidophilus étaient
réduire de maniere significative les cellules de C. albicans SC5314 et aussi suggeére que la
présence de Lactobacillus ne pouvaient pas seulement inhiber la colonisation initiale des C.

albicans mais aussi de supprimer le développement d'un biofilm.

Le traitement de C. albicans SC5314 par le surnagent montré aussi une efficacité inhibitrice
de C. albicans SC5314 et leur biofilm, mais les surnageants collectés a partir de cellules
probiotiques plus anciennes (duré d’incubation) présentaient un capacité inhibitrice plus forte
que les autres (moins duré) la chose qui permette la modification de l'architecture de biofilm
C. albicans SC5314.

En 2017, Mette Rose et ses collaborateur etablis une étude a l'objectif d'étudier le potentiel
antifongique des bactéries probiotiques Lactobacillus reuteri (DSM 17938 et ATCC PTA
5289) contre six espéces C.albicans CCUG 46390; C.dubliniensis CCUG 48722 ; C.glabrata
CCUG 63819, C. krusei CCUG 56126, C.parapsilosis CCUG 56136, et C. tropicalis CCUG

47037 et aussi pour leur capacité a se coagréger avec ses levures et inhiber leur croissance.

La coagrégation a été déterminée par spectrophotométrie et le test d’antagonisme se effectué

par la méthode de plaque d’agar (double couche).

Mette Rose et ses collaborateur, établis des expériences pour Vveérifier la capacité des deux L.
reuteri a produire de I'H202 par la méthode de diffusion sur gélose (MRS) contenant 0,25
mg/mL de 3,3', 5,5’tétraméthylbenzidine et 0,01 mg/mL peroxydase et apres incubation, les
plaques ont été exposées a l'air ambiant, et les colonies présentant un halo bleu On considere
produit de I'H202.

Aussi, Pour estimer la production d'acide par lactobacilles et I'effet du pH sur la croissance de
Candida, était mesurée avec une microélectrode de pH.
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Les résultats de test de co-agréggation a clairement montré que les souches de Lactobacillus
reuteri DSM 17938 et Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 capables a se regrouper avec
les souches de référence de Candida et inhibe leur croissance et empécher le développement
de bofilm candidal.

Aussi dans cette étude les chercheurs montré que les deux souches de L. reuteri ont été
capables de freiner la croissance de la plupart des souches de Candida, a l'exception de C.
krusei CCUG 56126 et de certaines serotypes de C. tropicalis.

L. reuteri DSM 17938 et L. reuteri PTA 5289 a montré une réaction positive pour la
production de H202 en afficher des halos bleu clair autour des colonies incubées.

Reésultats typiques des mesures du pH dans I'agar recouvrent les cultures de lactobacilles et de

Candida montré que les souches de candida resisté a degré pH 4 et pH6.

Une année apres, Chang-Ho et son group ils ont étudié le potentiel des souches probiotiques
Lactobacillus fermentum MG901 et L. plantarum MG989 vers le contrdle des C.albiacns et la
capacité des ses souches pourrait étre considérée comme prometteuse dans la prévention et,

éventuellement, la guérison des infections a Candida albicans
Les tests effectués a la suite par co-culture des Lactobacillus fermentum MG901 et
L. plantarum MG989 avec les cellules de C. albicans dans des microplaques de 96 puits.

Les résultats montrant que les Lactobacillus fermentum MG901 et L. plantarum MG989 ont
été inhibe fortement plusieurs micro-organismes potentiellement dangereux avec un effet

particulierement évident contre C. albicans.

Ses especes de Lactobacillus agissent comme une barriére a l'infection et contribuer au
contrble du microbiote et inhibe 1’adhérence de C.albicans sur les surfaces biotiques et

abiotiques et freinier leur croissance.

Les Lactobacillus fermentum MG901 et L. plantarum MG989 a donc tendance a étre un
candidat probiotique efficace pour l'utilisation bénéfique dans la protection des infections

microbiennes surtout causée par G. vaginalis et C. albicans.
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Dans | méme année, Rodnei et son groupe realisés une étude pour tester I’activité
antifongique de 30 souches de lactobacillus, et sélectionner les souches plus capable de
réduire de C. albicans ATCC 18804 et I’inhibition de biofilm C.albicans ATCC 18804.

L'activité anti-biofilm des souches de Lactobacillus contre la souche référence C. albicans
ATCC18004et les souches isolé a partir des cas clinique C. albicans CA60 et C. albicans
CA230S a était testé par co-agrégation réalisé sur des plaques de microtitration de 96 puits.

Un test de diffusion sur gélose a réalisé pour évaluer 1’activité antifongique de ses souches

vis-a-vis de C.albicans soit par I’utilisation de filtrat ou bien la culture directement.

Les résultats montré que 26 souches (86%) de Lactobacillus analysées, a fournir une activité
antibactérienne contre C. albicans pourcentages de réduction de croissance varié de entre
82% et 98%.

Lactobacillus avaient une effet inhibiteur sur la croissance de C. albicans ATCC 18804
lorsque leur surnageant a été mis en contact avec C. albicans ATCC18004, au temps que la
présence de culturs de lactobacillus directment réduit totalment les biofilms total formé par
C. albicans ATCC18004, C. albicans CA60 et C. albicans CA230S.

Cette étude aussi permette de sélectionné trois souche de lactobacillus le plus fort pour
I’inhibiton de C.albicans, représenté par L. rhamnosus 5.2, L. fermentum 20.4 et L. paracasei
28.4.

En 2019, Hager et ses collaborateurs établis une étude pour evalué lactivite anti-biofilm de
certaine probiotique telle que Saccharomyces boulardii ATCC MYA-796, Lactobacillus
acidophilus ATCC 43121, Bifidobacterium breve ATCC 15701, et L. rhamnosus ATCC
39595 vis-a-vis de Candida albicans SC5314.

Des testes de ’activité anti-biofilms a été réalisé co-culture sur des microplaques de 96 puits a
la présence de culture de Candida albicans SC5314 avec les souches probiotiques un a la fois

ou bien par I’ajoute de filtra des probiotique.

Les résultats de cette étude montré que la souche probiotique posséde un pouvoir qui permette

d’inhibé la croissance de Candida albicans SC5314.

Aussi la perturbation de architecture de biofilm de Candida albicans SC5314 et apres
I’¢élimination total de ses biofilms.
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En 2020, Samira et d’autres chercheures a été établis des études qui consiste a suivi et
d'évaluer les propriétés antifongiques de Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus
plantarum sur différents especes de Candida isolées de la cavité buccale de patients atteints
du VIH/SIDA.

Dans cette étude, les effets antifongiques des L. acidophilus et L. plantarum soit par cellule-
cellule au bien surnagent-cellule ont été étudies contre différentes especes de Candida oraux.

C. krusei, C. parapsilosis, C.albicans, C. glabrata, C. kefyr, par des essais de co-agrégation,

d'interférence de recouvrement de gélose respectivement.

Les resultats de la coagrégation montrée que le L. acidophilus et L. plantarum avaient une
capacité de coagrégation et 1’inhibition la germination et la formation de biofilm avec

différentes especes de Candida oral a des degrés divers.

Le pourcentage de coagrégation et I’élimination augmentait de maniére significative avec le
temps L. acidophilus présentait un pourcentage le plus élevé pour C. krusei (78 %), suivi de
C. glabrata (70%).

Le pourcentage de coagrégation et 1’élimination le plus élevé de L. plantarum a été observe
avec C. krusei (72%), suivi de C. albicans (63 %) et de C. glabrata (60%).

Donc, on conclure que L. acidophiluset L. plantarum a des concentrations cellulaires de 1010
a 102 ufc/ml était capable d'inhiber la croissance de la plupart des Candida oraux a
I'exception de C. albicans, et de certains C. krusei qui nessicite des hautes concentrations pour

inhibé.
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Conclusion

Candida albicans c’est I’espéce de levure la plus important et le plus connue dans le genre
de Candida, c’est un microorganisme opportuniste pathogéne qui peut provoque des
infections fongiques essentiellement au niveau des muqueuse digestive, la cavité buccale
appelées la candidose. Ce pathogéne capable de ce formé des biofilms qui représente le
principal facteur de résistance de plus long temps contre les facteurs hostiles tels que les
agents antifongiques les métabolites secrété par le systeme immunitaire de I’héte, il a la
capacité de passer de la forme blastopore a la forme des hyphes invasives.

Notre étude montré le potentiel antifongique in vitro de certaines souches probiotiques vis-
a-vis C.albicans. Ces microorganismes probiotiques ont la capacité a ce coagreger avec
C.albicans et essentiel la formation d’un biofilm et est une caractéristique souhaitée des
probiotiques. Grace a leur coagregation les souches probiotiques telle que L.
acidophiluset, L. plantarum, Saccharomyces boulardii, Lactobacillus fermentum MG901 et
L. plantarum MG989, peuvent avoir la capacité a crée un micro-environnement hostile
autour de C.albicans a forte concentration des substances telles que les acides, H202, les
bactériocines, qui inhiber la croissance et ploquer la formation des biofilms de candida

albicans.
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