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GLOSSAIRE 

Adhérence :   force nécessaire pour séparer deux surfaces attachées. 

Adhésion :   ensemble des mécanismes menant à l�adhérence. 

Biofilm : agrégats de micro-organismes adhérant sur un support immergé dans un 

liquide. 

Blastoconidie :  cellule fongique de la reproduction asexuée formée par bourgeonnement 

d�une autre blastoconidie ou d�un filament. 

Bourgeonnement : mécanisme de reproduction asexuée de certains mycètes, notamment 

les levures. 

Catalase : enzyme transformant le peroxyde d�hydrogène en eau et oxygène. 

CFU :  colonie microbienne visible macroscopiquement issue d�un seul micro-

organisme étalé sur milieu solide (Colony Forming Unit en anglais ou 

Unité Formatrice de Colonie en français). 

Commensal :  micro-organisme vivant attaché sur les surfaces externes d�un organisme 

sans lui causer de dommage. 

Défensine  peptide cationique antimicrobien présent dans la salive. 

Dimorphisme :   propriété des mycètes de se présenter sous deux morphologies 

différentes, tantôt des petites cellules (rondes, ovales), tantôt des 

filaments. 

Farnésol :  molécule du quorum sensing, qui empêche la transition de C. albicans de 

la forme levure à la forme filament dans certaines conditions 

environnementales. 

Filamentation : production de filaments par des cellules mycétales. 

Formulation galénique :  liste des constituants d�une préparation pharmaceutique. 

Glucose-oxydase : enzyme qui transforme le glucose en gluconate avec production de 

peroxyde d�hydrogène (H2O2). 

Histatine : protéine antimicrobienne salivaire riche en histidine. 

Lactoferrine :   protéine chélatrice de Fe3+. 

Lactoperoxydase : enzyme catalysant l�oxydation du thiocyanate / iodure en présence de 

peroxyde d�hydrogène (H2O2) pour donner de l�hypothiocyanite / 

hypoiodite. 
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Levure : champignon unicellulaire se reproduisant par bourgeonnement. 

Lysosome :  organite intracellulaire renfermant des enzymes qui sont responsables de 

la lyse cellulaire et qui interviennent dans la digestion des bactéries 

phagocytées par les neutrophiles. 

Lysozyme :  protéine, sécrétée par les glandes exocrines et les phagocytes, qui 

présente une action muramidase connue pour inhiber les bactéries à 

Gram positif et un effet inhibiteur non encore élucidé sur les levures du 

genre Candida. 

Normaliser :  transformer une série de valeurs pour les rendre comparables avec un 

point de référence spécifique. 

Peptone : extrait préparé par protéolyse de lait bovin ou de viandes animales. 

Pseudohalogénure :  molécule réagissant de la même façon que les halogénures lors de 

l�oxydation par le peroxyde d�hydrogène en présence de peroxydase. 

Quorum sensing :  modification de l�expression phénotypique des micro-organismes en 

fonction de leur nombre dans l�environnement, permettant ainsi une 

adaptation à un environnement favorable ou défavorable. 

Résine :  ou poly(methyl methacrylate), matériau utilisé dans la confection de 

prothèses dentaires, obtenu par polymérisation de composés organiques. 

Sabouraud :  nom d�un milieu de culture - en l�honneur de Raymond Sabouraud - qui 

permet la croissance des levures et des moisissures. 

Saprophyte : micro-organisme capable de se nourrir de matière organique non vivante. 

Sessile : fixé à un support, s�oppose à planctonique (dans le cadre des biofilms). 

Subculture : repiquage d�une culture microbienne dans / sur un milieu frais. 

Test ANOVA :  test statistique pour comparer plus de deux groupes de données qui 

présentent une distribution gaussienne. 

Test de Bonferroni : test complémentaire à un test ANOVA pour analyser la différence 

statistique entre deux groupes de données (quels qu�ils soient) lors de 

comparaisons multiples. 

Test de Dunnett : test complémentaire à un test ANOVA pour analyser la différence 

statistique entre un groupe de données et le groupe contrôle lors de 

comparaisons multiples. 
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Tube germinatif :  ébauche de filament à partir d�une blastoconidie de C. albicans dans 

certaines conditions expérimentales. 

Tyrosol :  molécule du quorum sensing, dérivée de la tyrosine avec une fonction 

alcool ; cette molécule favorise la transition de C. albicans de la forme 

levure à la forme filament dans certaines conditions environnementales. 

Unités McFarland :  unités de turbidité à partir d�étalons de concentration croissante en 

sulfate de baryum, permettant une comparaison visuelle avec une 

suspension microbienne.  
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RESUME 

Les biomatériaux insérés dans la cavité orale, tout particulièrement les prothèses 

dentaires amovibles en résine, constituent des surfaces propices à la formation de 

biofilms incorporant des levures du genre Candida, à l�origine de candidose. Les 

levures, comme d�autres micro-organismes, adaptent leur prolifération à 

l�environnement par des molécules dites du quorum sensing. D�autre part, la 

contamination du milieu oral est contrôlée par de nombreuses protéines sécrétées par 

les glandes salivaires, mais leur utilisation en hygiène est peu documentée. Le but de 

ce travail est d�étudier l�effet anti-biofilm de molécules du quorum sensing et de 

protéines exocrines, le lysozyme et la lactoperoxydase, dans la perspective de réduire 

la colonisation des surfaces de prothèses dentaires par des levures du genre Candida 

et par conséquent de prévenir une stomatite prothétique. A cette fin, des biofilms à 

Candida ont été produits dans des plaques multi-puits à fond plat en polystyrène et 

quantifiés par coloration au cristal violet. L�effet de deux molécules du quorum sensing - 

tyrosol et farnésol - sur la formation des biofilms à Candida a été investigué in vitro sur 

la souche de référence ATCC 10231 et sur des souches cliniques isolées à partir de 

prothèses dentaires. Le tyrosol et le farnésol à hautes concentrations (> 6 mM et 

> 1 mM respectivement) entraînent une limitation de la formation de biofilms sans 

altérer la croissance fongique tandis que des concentrations plus faibles (~ 1 mM et 

~ 1 µM respectivement) favorisent la formation de biofilms. Le lysozyme présente aussi 

un effet dépendant de la dose sur la formation de biofilms par Candida: promoteur de la 

formation de biofilms à une concentration de 1000 µg/ml et inhibiteur de la formation de 

biofilms à des concentrations plus faibles (3 et 10 µg/ml). Les composés 

hypohalogéneux (> 500 µM) produits par un système peroxydase limitent la croissance 

des levures et par conséquent leur capacité à former des biofilms in vitro. Un seul 

trempage ex vivo de prothèses amovibles pendant 5 minutes dans une solution d�ions 

hypohalogéneux (2000 µM) entraîne une diminution d�au moins 1 unité logarithmique 

du nombre de Candida dans 58,3 % des cas (N = 23) alors qu�un trempage dans de 

l�eau n�a aucun effet sur la colonisation de la prothèse : cet effet est statistiquement 

significatif (Chi carré, p = 0,0006, test de Fisher, p = 0,0009). 
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ABSTRACT 

Biomaterials inserted into the oral cavity, especially removable dentures in resin, are 

surfaces leading to the formation of biofilms incorporating Candida yeasts, source of 

candidiasis. Yeasts, like other microorganisms, adapt their proliferation to the 

environment through molecules called quorum sensing molecules. On the other hand, 

contamination of the oral environment is controlled by numerous proteins secreted by 

salivary glands, but their use in hygiene is poorly documented. The aim of this work is to 

study the anti-biofilm effect of quorum sensing molecules and exocrine proteins, 

lysozyme and lactoperoxidase, with a view to reduce the colonization of denture 

surfaces by Candida yeasts and consequently to prevent denture stomatitis. To this 

end, Candida biofilms were produced in multi-well polystyrene plates with a flat bottom 

and quantified by staining with crystal violet. The effect of two quorum sensing 

molecules - tyrosol and farnesol - on the formation of biofilms in Candida was 

investigated in vitro on the reference strain ATCC 10231 and isolated clinical strains 

from dentures. Tyrosol and farnesol at high concentrations (> 6 mM and > 1 mM 

respectively) result in a decrease of the biofilm formation without affecting fungal growth 

while lower concentrations (~ 1 mM and ~ 1 µM respectively) promote biofilm formation. 

Lysozyme also provided a dose-dependent effect on biofilm formation by Candida: 

biofilm promotor at a concentration of 1000 µg/ml and biofilm inhibitor at lower 

concentrations (3 and 10 µg/ml). Hypohalous compounds (> 500 µM) produced by a 

peroxidase system limit yeast growth and therefore the ability to form biofilms in vitro. 

Ex vivo denture immersion for 5 minutes in a hypohalous compounds solution 

(2000 µM) causes a decrease of at least 1 log unit in the Candida count in 58.3% of 

cases (N = 23) and immersion in water has no effect on the colonization of the 

prosthesis : this effect is statistically significant (Chi square, p = 0.0006, Fisher's exact 

test, p = 0.0009). 
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Les candidoses (Dignani et al., 2009) sont des infections de la peau, des 

muqueuses ou des tissus profonds, provoquées par la prolifération de levures du genre 

Candida, la plus fréquemment isolée étant Candida albicans. Les candidoses sont 

fréquentes chez les individus médicalement- ou immuno-compromis. D�après la 

littérature (Cannon & Chaffin, 1999), C. albicans a la capacité d�adhérer à différentes 

surfaces qu�elles soient biologiques (par exemple les muqueuses de la cavité orale) ou 

inertes (biomatériaux utilisés pour les tubulures de cathéters, biomatériaux pour la 

fabrication des implants ou des prothèses dentaires) et de former sur ces surfaces avec 

d�autres espèces microbiennes des communautés appelées "biofilms". Les 

mécanismes d�adhésion diffèrent selon la nature de la surface : l�adhésion aux surfaces 

biologiques dépend de liaisons ligands / récepteurs (Olsen, 1990), l�adhésion aux 

surfaces inertes est sous le contrôle d�interactions hydrophobes versus électrostatiques 

(Klotz, 1994 ; Yoshijima et al., 2010). De nombreux rapports (Boucherit-Atmani et al., 

2011) ont montré la capacité de souches de C. albicans isolées de dispositifs médicaux 

d�accès veineux à former des biofilms. Des études in vivo et in vitro (Courtois, 2011) ont 

aussi montré l�intégration des Candida dans des biofilms couvrant différents 

biomatériaux utilisés dans la cavité buccale pour la fabrication des prothèses dentaires, 

des appareils orthodontiques et autres dispositifs placés en bouche. Les Candida 

agrégés en biofilms sont plus résistants aux traitements antifongiques que leurs 

homologues planctoniques en suspension (Chandra et al., 2001b). C. albicans (Odds, 

1988) est une levure polymorphe tantôt sous forme de cellules bourgeonnantes 

(blastoconidies), tantôt sous forme de cellules filamenteuses (hyphes ou 

pseudohyphes). Cette capacité d�adapter la morphologie à l�habitat, y compris dans des 

biofilms, constitue un mécanisme qui module la survie ainsi que la virulence de la levure 

dans divers environnements. La prolifération de C. albicans et son passage d�une forme 
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à l�autre est sous le contrôle de molécules (farnésol, tyrosol, �) dites du quorum 

sensing (Kruppa, 2009) : on appelle quorum sensing un ensemble de mécanismes 

biochimiques qui modifient le comportement des micro-organismes en fonction de leur 

nombre. In vivo, C. albicans est une levure commensale présente sur les muqueuses 

de la cavité orale et du tube digestif (Cannon & Chaffin, 1999 ; Powderly, 2009 ; Neville 

et al., 2015). Les biomatériaux insérés dans la cavité orale, tout particulièrement les 

prothèses dentaires amovibles en résine, constituent des surfaces propices à 

l�adsorption de Candida. Les micro-organismes ne se fixent jamais directement sur les 

surfaces orales, étant donné que ces surfaces sont toujours recouvertes d�une pellicule 

salivaire (Hannig & Joiner, 2006). L�invasion pathogène des muqueuses s�accompagne 

d�un passage de la forme bourgeonnante à la forme filamenteuse. Dans la cavité 

buccale, la prolifération de la levure et le passage au parasitisme sont sous le contrôle 

des sécrétions exocrines salivaires qui contiennent des facteurs antimicrobiens tels le 

lysozyme, les peroxydases, les histatines et les défensines, � (Salvatori et al., 2016). 
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HYPOTHESES 

1. Vu l�observation que le farnésol empêche la transition morphologique de la forme 

levure à la forme hyphe (Hornby et al., 2001) ainsi que la formation du biofilm (Ramage 

et al., 2002), l�intérêt de l�utilisation de cette molécule en thérapeutique a été évoqué 

(Ramage et al., 2002 ; Shchepin et al., 2003 ; Shareck et al., 2011 ; Albuquerque & 

Casadevall, 2012). Une étude a montré que la combinaison du farnésol et du 

fluconazole réduit la concentration minimale inhibitrice de ce dernier et inhibe le 

développement de résistance chez des souches de C. albicans connues pour leur 

résistance vis-à-vis de cet antifongique (Yu et al., 2012). Ce même effet a aussi était 

démontré sur C. dubliniensis (Jabra-Rizk et al., 2006). D�autres auteurs ont montré que 

le farnésol réduit l�épaisseur du biofilm à C. albicans (Yu et al., 2012). Très récemment, 

une étude in vitro a montré une synergie significative entre le farnésol et trois 

antifongiques différents : la micafungine, le fluconazole et l�amphotéricine B contre les 

biofilms à C. albicans (Katragkou et al., 2015). 

2. Le tyrosol à faible concentration stimule la production des hyphes durant les premiers 

stages de formation du biofilm à C. albicans (Alem et al., 2006). A forte concentration, le 

tyrosol a réduit la formation du biofilm à C. albicans (Cordeiro et al., 2015). La 

combinaison du tyrosol à d�autres antifongiques (amphotéricine B, l�itraconazole, et le 

fluconazole) a montré un effet synergique sur les biofilms à C. albicans et C. tropicails 

(Cordeiro et al., 2015). 

3. Les antimycosiques doivent être réservés au traitement des patients infectés : ils sont 

moins actifs contre les biofilms à Candida sp. que sur les levures en suspension et ils 

pourraient provoquer l'apparition de souches résistantes s�ils sont appliqués tous les 

jours sur les prothèses dentaires pour prévenir la colonisation par les levures. 
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4. L�utilisation de molécules des sécrétions exocrines salivaires dont le lysozyme, est 

une voie de recherche prometteuse. Plusieurs études ont montré un rôle bénéfique du 

lysozyme en formulation galénique (Tenovuo, 2002 ; Gil-Montoya et al., 2008 ; Güneri 

et al ., 2009). Ces molécules sont surtout proposées en prophylaxie plutôt qu�en curatif. 

5. Des études in vitro ont montré que les systèmes peroxydases inhibent la croissance 

planctonique de C. albicans (Majerus & Courtois, 1992) et réduisent le développement 

de biofilms de cette levure (Ahariz & Courtois, 2010). Toutefois, la disponibilité de H2O2 

(substrat de la peroxydase) est un facteur limitant de ce système. 

OBJECTIFS 

Une meilleure compréhension de la formation des biofilms à Candida en présence 

de molécules du quorum sensing et de leur contrôle par des facteurs antimicrobiens 

des sécrétions exocrines peut conduire au développement de nouvelles approches 

prophylactiques. Le projet développé conjointement à l�Université Abou Bekr Belkaïd de 

Tlemcen (Algérie) et à l�Université Libre de Bruxelles (Belgique) avait pour but : 1°) 

d�étudier le rôle des molécules du quorum sensing sur la formation des biofilms à C. 

albicans, 2°) d�étudier le développement de biofilms à C. albicans en présence de 

différents systèmes antimicrobiens présents dans les sécrétions exocrines comme la 

salive (lysozyme, peroxydases), 3°) de conclure avec une étude clinique pour tester 

l�effet anti-biofilm d�une molécule préalablement testée in vitro et jugée la plus 

prometteuse. 
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PLAN DE TRAVAIL 

Le travail a comporté trois parties : 

- une mise au point préalable de la production in vitro de biofilms à C. albicans sur 

différents matériaux (polystyrène, résine) avec quantification et analyse de leurs 

architectures, 

- une évaluation in vitro de l�effet des molécules du quorum sensing et de protéines 

exocrines sur la formation de biofilms à C. albicans, 

- une étude clinique pour évaluer ex vivo la décontamination de prothèses dentaires 

par la molécule jugée la plus prometteuse dans les tests in vitro. 

Chaque partie est réalisée sur une souche de collection bien caractérisée C. albicans 

ATCC 10231 - souvent utilisée dans l�étude des antifongiques - et sur des souches 

cliniques isolées de prothèses dentaires. 

COLLABORATION 

Le laboratoire de Bruxelles avait une expérience de travaux en collaboration avec 

l�industrie, tout particulièrement concernant l�utilisation des peroxydases pour des 

applications bucco-dentaires et concernant la production de biofilms sur titane. Le 

laboratoire de Tlemcen avait une expérience dans l'isolement, l'identification et la 

détection de biofilms fongiques sur surfaces inertes dans des échantillons cliniques ; le 

laboratoire de Tlemcen avait aussi une expérience dans l'évaluation de la sensibilité 

des levures isolées (planctoniques et sessiles) aux antifongiques utilisés en milieu 

hospitalier. En effet, un projet national sur la détection de biofilms fongiques sur 

dispositifs médicaux dans différentes structures hospitalières de l�Ouest algérien était 

en cours au moment de la conception de ce projet de thèse. En parallèle, une 
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collaboration avait été entreprise avec le laboratoire des biofilms dirigé par Monsieur 

Djeribi Ryad de l�Université Badji Mokhtar de Annaba (Est algérien) pour répertorier les 

infections nosocomiales fongiques en Algérie. 

REPARTITION DU TRAVAIL 

Les mises au point sur la souche de collection ATCC 10231 ont été réalisées à 

Bruxelles. Les souches cliniques furent prélevées à Tlemcen pour les investigations in 

vitro et à Bruxelles pour une étude clinique ex vivo. 
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Les candidoses oropharyngées sont fréquentes chez les patients 

médicalement compromis (SIDA, diabète, etc �) et chez les porteurs de prothèse 

amovible. Elles sont traitées efficacement par des antifongiques locaux tels que la 

nystatine et le miconazole. En cas de candidose réfractaire ou systémique, 

l�administration per os ou intra-veineuse peut être envisagée ; les effets toxiques 

des antifongiques administrés en parentéral ne sont pas négligeables. Malgré une 

meilleure prise en charge des candidoses systémiques et l�apparition de nouveaux 

antifongiques, leur mortalité reste encore très élevée : plus de 40% (Anofel, 2014). 

La contamination des prothèses dentaires par C. albicans est décrite depuis de 

nombreuses années. Ce travail, réalisé à la fois en Algérie et en Belgique, montre 

que cette réalité est commune à différentes régions du monde. Ainsi, la fréquence 

des dentiers contaminés par des levures du genre Candida est similaire dans les 

deux pays concernés. Les données épidémiologiques collectées dans le cadre de 

cette thèse et celles de la littérature (Vanden Abbeele et al., 2008 ; Ahariz, 2012) 

illustrent l�intérêt de développer de nouvelles méthodes de prévention pour 

réserver les antifongiques classiques au traitement des infections avérées et par 

conséquent d�éviter l�apparition de souches résistantes. A cette fin, des 

mécanismes biologiques propres aux levures et des systèmes antimicrobiens 

salivaires ont été explorés en tant que facteurs limitant la capacité à former des 

biofilms qui constituent pour Candida une adaptation indispensable pour survivre 

dans la cavité orale. Ainsi, les levures - comme des bactéries et d�autres mycètes 

- sécrètent des molécules dites du quorum sensing capables d�adapter le nombre 

d�individus de la colonie à l�environnement. Les molécules du quorum sensing les 

plus citées pour les levures sont le farnésol et le tyrosol. En fonction du nombre de 

cellules fongiques, ces molécules induisent des modifications de la croissance, de 
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la morphologie, de la sécrétion de facteurs de virulence et de la capacité à former 

des biofilms. D�autre part, de nombreuses études en biologie orale ont montré 

l�importance de différentes molécules salivaires pour contrôler la microflore orale. 

Les molécules exocrines salivaires les plus citées comme ayant un rôle 

antifongique sont le lysozyme et les peroxydases. 

Les objectifs de ce travail étaient d�étudier in vitro l�inhibition des biofilms à 

Candida albicans - tant en formation que déjà formés - par des molécules du 

mycète même ou par des protéines exocrines de l�hôte. Dans le cadre de cette 

thèse, des molécules du quorum sensing et des sécrétions salivaires ont été 

testées in vitro, d�abord sur la souche de référence C. albicans ATCC 10231 

souvent utilisée pour l�évaluation de molécules antifongiques, ensuite sur des 

souches cliniques prélevées par écouvillonnage de prothèses dentaires. 

Finalement, une étude clinique ex vivo a été réalisée pour confirmer les résultats 

les plus prometteurs obtenus in vitro. 

I. Former des biofilms in vitro 

Afin de répéter des manipulations sous différentes conditions et confirmer 

statistiquement les résultats, l�usage des plaques à 96-puits était indispensable. 

En effet, les microplaques permettent d�envisager d�évaluer, en une seule 

expérience, plusieurs concentrations d�une même molécule ou différentes 

combinaisons de molécules supputées capables d�empêcher la colonisation d�une 

surface orale. Pour ce travail, chacun des protocoles a été répété au moins 6 fois 

de façon indépendante. L�usage d�une procédure turbidimétrique estime à la fois 

les cellules libres (planctoniques) et attachées (biofilm). Tandis que la méthode au 

cristal violet quantifie uniquement les biomasses des biofilms composés de C. 
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albicans. Après 24 h d�incubation à 37°C, la densité optique à 600 nm fut mesurée 

pour évaluer la croissance des levures par turbidimétrie. Après cette mesure, le 

surnageant a été éliminé, parfois transféré dans une autre plaque pour une 

nouvelle mesure turbidimétrique pour tester l�effet des lavages sur le détachement 

de la biomasse attachée. Puis après rejet des surnageants de culture, les parois 

des puits furent lavées (3 cycles ajout de NaCl 9� � agitation � aspiration) puis 

colorées au cristal violet. Les lavages permettaient d�éliminer les levures 

planctoniques mais détachaient certainement du biofilm. La quantification de la 

biomasse attachée était donc sous-évaluée : cet écueil rend obligatoire la 

comparaison d�une condition avec un contrôle sans la molécule testée mais avec 

la même procédure de lavage. D�autre part, les contrôles et toutes les conditions 

ont toujours été répétés 8 fois (tous les puits d�une colonne d�une microplaque). Le 

coefficient de variation après normalisation de chaque expérience était toujours 

inférieur à 13,0% pour l�évaluation turbidimétrique, par contre, ce coefficient de 

variation était plus élevé (jusqu�à 50,2% pour certaines expériences) pour la 

coloration de la biomasse attachée. La procédure de l�évaluation de la biomasse 

attachée par coloration au cristal violet a été adaptée à partir d�un protocole de 

biofilm à staphylocoques (Stepanovi� et al., 2000). Les plaques multi-puits 

permettent de traiter avec une grande répétabilité un grand nombre de données 

de croissance fongique avec des CV ne dépassant pas 4% pour les contrôles 

négatifs et 13% pour les contrôles positifs. La croissance planctonique de Candida 

suit une allure sigmoïde et présente un plateau après 12 h d�évolution. Les 

contrôles négatifs sont utilisés comme contrôle de stérilité, les contrôles positifs, 

quant à eux, sont utilisés comme contrôles de référence. La mise en évidence du 

biofilm par le cristal violet se caractérise par un CV inférieur à 5% pour les 
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contrôles négatifs mais de l�ordre de 40% pour les contrôles positifs. Un coefficient 

de variation élevé s�explique par le fait qu�il y a des temps d�aspiration, de lavage, 

d�agitation du biofilm durant la manipulation avec une quantité de biofilm perdue à 

chaque rinçage. L�intensité de la coloration mesurée par spectrophotométrie a 

permis d�évaluer l�importance des biofilms appelés aussi « phase attachée » pour 

bien les distinguer des cellules fongiques (à l�état de blastoconidies) en 

suspension ou simplement sédimentées. On cite plusieurs étapes dans la 

formation des biofilms : adhésion, d�abord réversible puis irréversible, 

recouvrement de la surface du support et croissance en épaisseur. A l�exception 

de quelques expériences, la mise en évidence des biofilms par le cristal violet 

dans le cadre de ce travail ne distingue pas ces différentes étapes puisque 

l�évaluation de la biomasse attachée se faisait 24 heures après le mélange d�une 

suspension avec du milieu de culture en présence parfois de molécules à tester. 

Evaluer séparément les différentes étapes implique de laver le support après le 

temps d�adhésion qu�il faut définir préalablement pour les conditions 

expérimentales. Cela implique aussi de comparer la biomasse attachée par 

rapport à un contrôle négatif (sans la suspension) pour étudier l�adhésion ou de 

comparer la biomasse attachée après la période de croissance à celle observée 

après l�adhésion. Ceci a permis par exemple de montrer que le lysozyme à 

concentration salivaire ralentissait la croissance des biofilms mais favorisait 

l�adhésion pour des concentrations élevées non physiologiques. Il existe des 

souches de C. albicans formatrices de biofilms et d�autres qui le sont moins. En 

effet, parmi les souches cliniques étudiées, le rapport de la biomasse formée 

après 24 heures sur polystyrène entre la souche la plus formatrice et la souche la 

moins formatrice était de 1391 (sur un total de 31 souches cliniques évaluées). Le 
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comportement in vitro de ces souches cliniques sur du polystyrène n�implique pas 

des résultats similaires sur d�autres supports in vitro ni in vivo. Pour les souches 

cliniques isolées à partir de la cavité orale, la littérature (Noumi et al., 2010) relève 

aussi une grande variabilité de capacité à former des biofilms tant sur le 

polystyrène que sur le polyméthacrylate (PMMA). Cette caractéristique de former 

des biofilms est considérée comme un facteur de virulence. Certains auteurs 

(Chandra et al., 2001a) observent une différence de vitesse de formation des 

biofilms en fonction de la nature du support : le développement des biofilms à 

Candida est plus lent sur PMMA (38 à 72 heures pour atteindre la phase de 

maturation) que sur le polystyrène (24 heures pour atteindre la phase de 

maturation). Toutes les souches analysées dans notre étude proviennent de 

patients qui ne présentaient pas de stomatite prothétique : cette étude ne permet 

donc pas de confirmer le lien entre capacité à former des biofilms et risque de 

présenter une candidose. Toutefois, ce lien a été démontré de nombreuses fois 

dans la littérature (Gendreau & Loewy, 2011). Les biofilms à Candida dans la 

cavité orale diffèrent de ceux produits in vitro. La différence la plus importante 

concerne le nombre d�espèces microbiennes constituant le biofilm. La microflore 

orale est très diversifiée avec pour conséquence la formation des biofilms 

plurispecies sur la prothèse dentaire. Les modèles in vitro de biofilms 

monospecies n�envisagent pas nécessairement les nombreuses interactions entre 

différentes espèces. Les protocoles expérimentaux utilisés ne reproduisent pas 

toutes les conditions environnementales de la bouche tant physico-chimiques (pH, 

température) que biologiques (salive, pellicule exogène acquise sur le support, 

immunité, présence de molécules ingérées telles que aliments, nutriments et 
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médicaments). Toutes ces limitations exigent de toujours compléter des études in 

vitro par des études cliniques. 

II. Réguler les biofilms à C. albicans 

Les biofilms à C. albicans sont régulés par les levures elles-mêmes via des 

molécules dites du quorum sensing, principalement le farnésol et le tyrosol. 

L�étude des molécules du quorum sensing a révélé une action antibiofilm à une 

concentration de 3 mM pour le farnésol et de 20 mM pour le tyrosol. Ces résultats 

complètent d�autres décrites dans la littérature. Certains auteurs (Chen et al., 

2001 ; Alem et al., 2006) affirment sur une autre souche que de faibles doses en 

tyrosol activent la prolifération de C. albicans et engendrent des biofilms sur un 

support. Mais, ce travail démontre, sur la souche C. albicans ATCC 10231 et sur 

des souches cliniques, qu�à plus forte concentration, le tyrosol montre un effet 

antibiofilm. De façon similaire, le farnésol possède le même effet inhibiteur à de 

fortes concentrations (1 à 3 mM) alors qu�à faibles concentrations (0,001 à 

0,01 mM), la molécule favorise les biofilms. Le tyrosol et le farnésol présentent 

donc un effet biphasique en fonction de leurs concentrations. Le tyrosol et le 

farnésol ne modifient pas le pH du milieu réactionnel quelles que soient leurs 

concentrations (Dardour, 2014), ce qui exclut qu�un changement de pH par ces 

molécules en solution soit la cause de l�inhibition des biofilms. Des études (Shirtliff 

et al., 2009) ont rapporté que le farnésol à haute dose induit de l�apoptose sur des 

levures planctoniques en phase de croissance exponentielle. Des études 

ultérieures devraient être envisagées pour mettre en évidence une éventuelle 

synergie entre ces 2 molécules. Les concentrations observées inhibitrices dans 

les investigations de cette thèse sont généralement supérieures à celles citées 
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dans la littérature pour l�étude de la filamentation en culture liquide ; cependant, la 

littérature ne rapporte pas de dosage dans des biofilms oraux. 

II.1. Effet antibiofilm du tyrosol 

Dans le cadre de cette thèse, le tyrosol inhibe la formation de biofilms à des 

concentrations supérieures à 4 mM. Certains auteurs (Alem et al., 2006) ont 

rapporté que du tyrosol de 50 µM à 1 mM ajouté de 0 à 24 heures après le début 

de l�incubation n�influençait pas la formation du biofilm évalué à 48 heures. 

D�autres auteurs (Cordeiro et al., 2015) ont rapporté un effet inhibiteur sur des 

cellules planctoniques de C. albicans et C. tropicalis et sur leur capacité de former 

des biofilms, ce pour des concentrations comprises entre 2,5 et 5,0 mM. L�effet du 

tyrosol aux concentrations les plus élevées pourrait être dû à une toxicité directe 

sur les cellules fongiques plutôt qu�une inhibition des mécanismes de quorum 

sensing. Une synergie a été observée (Cordeiro et al., 2015) dans certaines 

souches cliniques entre tyrosol et certains antifongiques (amphotéricine B, 

itraconazole, fluconazole). 

II.2. Effet probiofilm du tyrosol 

La sécrétion de tyrosol endogène est très importante durant les premiers 

stades de développement du biofilm (Alem et al., 2006). Le tyrosol exogène 

augmente la formation des hyphes durant les premiers stades de développement 

du biofilm jusqu�à 6 heures. Par contre, l�influence du farnésol est plus importante 

au cours des étapes ultérieures du développement du biofilm. La diversité des 

protocoles expérimentaux rendent difficiles les comparaisons des travaux de la 

littérature entre eux et avec cette thèse. 
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II.3. Effet antibiofilm du farnésol 

Ce travail a montré donc que le farnésol empêche la formation de biofilms 

pour des concentrations supérieures à 1 mM. Des auteurs (Ramage et al., 2002) 

rapportent des concentrations inhibitrices de 300 µM pour le farnésol lorsque 

ajouté dès le début de l�incubation des blastoconidies. En effet, selon ces auteurs, 

le farnésol inhibe le développement du biofilm de façon dépendante du temps : le 

farnésol ajouté au temps de l'adhésion initiale montre une capacité d�inhibition 

maximale ; cet effet diminue lors d�un ajout postérieur au temps de l�adhésion qui 

est de l�ordre de 1 à 2 heures. Des auteurs (Ramage et al., 2002) ont relevé une 

absence de filaments et de pseudofilaments pour la concentration inhibitrice de 

300 µM : ces observations ont été confirmées par des observations 

microscopiques ponctuelles dans le cadre de notre travail. Selon la littérature et 

les résultats de cette thèse, les propriétés antibiofilm du farnésol semblent 

adaptées tant aux stratégies de prévention qu�aux stratégies de traitement. 

L�analyse de l�expression génique associée à la formation du biofilm de C. 

albicans en présence du farnésol a montré la sensibilité d�environ 274 gènes (104 

gènes surexprimés et 170 gènes réprimés) en comparaison à celle d'un biofilm 

normal de C. albicans. Cependant, le mécanisme par lequel le farnésol empêche 

la formation du biofilm reste inconnu (Cao et al., 2005). 

II.4. Effet probiofilm du farnésol 

De façon surprenante, ce travail a montré que le farnésol favorise la 

formation de biofilms pour des concentrations comprises entre 1 et 10 µM. Les 

mêmes auteurs  (Ramage et al., 2002) déjà cités pour l�effet antibiofilm du 

farnésol, rapportent des biofilms plus riches en filaments pour des concentrations 
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inférieures à 30 µM. Le farnésol est connu pour augmenter l�incorporation d�acides 

aminés chez C. albicans à des concentrations inférieures à 45 !M (Braun, 2005). 

Un effet probiofilm par de faibles concentrations de farnésol a également été décrit 

pour des biofilms à Staphylococcus aureus alors que des concentrations plus 

importantes étaient antibiofilms (Kraus et al., 2015). 

III. Contrôler les biofilms à C. albicans 

Certaines protéines exocrines salivaires ont une action antimicrobienne et 

représentent la première défense biochimique de la cavité orale. Ces molécules 

exocrines utilisées seules montrent une activité inhibitrice parfois partielle, parfois 

limitée à certaines espèces microbiennes. La quantité de lysozyme salivaire est 

directement corrélée avec le nombre de C. albicans, aussi bien que pour la salive 

non stimulée que la salive stimulée (Yeh et al., 1997). Le lysozyme humain a un 

effet fongicide sur les champignons (Aspergillus fumigatus, Candida albicans) 

isolés à partir du mucus nasal chez des patients atteints de rhinite ou sinusite 

(Woods et al, 2011). Des milieux supplémentés en glucides augmentent la 

résistance de C. albicans en présence du lysozyme (Samaranayake et al., 1993). 

L�effet muramidase-like du lysozyme sur C. albicans a été mis en évidence par 

des techniques immunohistochimiques qui ont montré des dépôts de matériel 

dans la paroi des cellules de levures (Marquis et al., 1993). Des fragments de 

lysozyme perméabilise la paroi de C. albicans (Ibrahim et al., 2001). L�activité 

enzymatique du lysozyme est renforcée par d�autres protéines antimicrobiennes 

telles que la lactoperoxydase (Lee et al., 2010). L�acide hyaluronique montre une 

activité fongistatique mais non fongicide sur C. albicans, et possède un effet 

inhibiteur à la fois sur le lysozyme et le système peroxydase (Kang et al., 2011). 
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La lactoferrine et le lysozyme combiné n�ont pas d�effet synergique sur différentes 

espèces de Candida et sur différentes souches de C. albicans (Samaranayake et 

al., 1997). Des auteurs (Anil & Samaranayake, 2002) décrivent pour des souches 

cliniques de C. albicans et C. tropicalis une synergie in vitro entre des 

antifongiques (nystatine, amphotéricine B, fluconazole) et le lysozyme, mais pas la 

lactoferrine. Ces auteurs ont montré la même synergie pour des souches de 

Candida présentes sur des résines de dentier (Hibino et al., 2009). Deux études 

cliniques (Kirstilä et al., 1996 ; Gil-Montoya et al., 2008) réalisées sur des produits 

d�hygiène buccodentaire contenant de la lactoperoxidase, du lysozyme et de la 

lactoferrine d�origine animale n�ont pas montré d�effets objectifs chez des 

personnes âgées souffrant de bouche sèche malgré une sensation subjective 

d�amélioration. Cependant, la mise en place d�un système glucose / glucose-

oxydase / thiocyanate / lactoperoxydase entraîne un effet antibiofilm de par 

l�addition du peroxyde d�hydrogène, substrat de la lactoperoxydase. 

III.1. Effet antibiofilm du lysozyme 

Les données exposées dans la section résultats démontrent un faible - mais 

significatif - effet du lysozyme sur la croissance planctonique de C. albicans pour 

une concentration supérieure à 300 µg/ml uniquement pour la souche de 

référence, mais pas pour les souches cliniques. En effet, la diminution de la 

croissance en milieu liquide de Sabouraud a représenté seulement 9,0 ± 4,2% et 

5,3 ± 2,5% avec une concentration en lysozyme de 1000 et 300 µg/ml 

respectivement ; pour les isolats cliniques, une tendance similaire existait mais 

n'était pas statistiquement significative. On pourrait faire valoir que ce petit effet 

est plutôt dû à l'incorporation de cellules planctoniques dans la biomasse attachée 
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sur les côtés latéraux des puits de la microplaque, échappant donc à l'évaluation 

turbidimétrique. Dans les investigations réalisées, le lysozyme du blanc d��uf a 

présenté un effet biphasique sur la formation de biofilm alors qu�il n�affectait que 

légèrement la croissance de levure testée par turbidimétrie. En effet, le lysozyme 

a agi en tant que promoteur de biofilm à la plus forte concentration testée (1000 

µg/ml) et en tant qu�inhibiteur de la formation de biofilms à concentration plus 

faible (3 µg/ml) aussi bien pour la souche de référence ATCC 10231 que pour des 

souches cliniques isolées à partir de prothèses contaminées. L'effet inhibiteur du 

lysozyme a été observé pour des concentrations jusqu'à 30 µg/ml considéré 

comme physiologique dans la salive (Stuchell & Mandel, 1983), tandis que des 

doses non physiologiques supérieures à 100 µg/ml avaient un effet probiofilm. Le 

léger effet sur la mesure turbidimétrique pourrait donc être expliqué par l'effet 

probiofilm. Auparavant, des auteurs avaient montré que les cellules de C. albicans 

sont lysées par le lysozyme dans une plage de concentrations allant de 40 µg/ml à 

5 mg/ml, indépendamment de la quantité de glucose, mais en absence de NaCl 

dans le milieu de culture (Kamaya, 1970). Le lysozyme limite la capacité de former 

un biofilm aux concentrations les plus faibles (3 - 30 µg/ml). Une autre étude 

(Samaranayake et al., 2009) a cité une gamme (6 - 100 µg/ml) de concentrations 

similaires pour un effet inhibiteur de la formation de biofilms sur de la résine. Au 

contraire, certains auteurs (Silva et al., 2012) n�ont pas montré de réduction in 

vitro de l�attachement de Candida sur de la résine immergée dans des solutions 

contenant du lysozyme, de la lactoferrine et le complexe glucose oxydase / 

lactoperoxydase. Ces observations divergentes sont compatibles avec une 

variabilité de la sensibilité des souches de Candida (Iacono et al., 1980). Les 3 

modes d'action de lysozyme sur C. albicans, étudiés ou cités dans la littérature, 
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sont son activité muramidase, sa nature cationique capable de déstabiliser la 

membrane cellulaire (Marquis et al., 1982 ; Edgerton & Koshlukova, 2000) et sa 

propriété d'agglutination (Kamaya, 1969). A notre connaissance, aucune étude n�a 

porté sur la formation de biofilms et son inhibition par le lysozyme purifié à partir 

des sécrétions exocrines, les chercheurs disposant plus facilement du lysozyme 

extrait de blanc d��uf. Le lysozyme module la formation du biofilm lors de sa 

phase d�attachement sur deux supports différents : le polystyrène et la résine. A 

concentration supra-physiologique (1 mg/ml), la protéine favorise l�attachement de 

la levure sur les deux types de matériaux, tandis qu�à concentration physiologique 

(0,01 mg/ml), elle diminue le nombre de blastoconidies attachées sur les parois 

des puits en polystyrène. Cette diminution est statistiquement significative 

comparée au contrôle positif, ce qui démontre un effet inhibiteur du lysozyme sur 

ce support à la concentration physiologique de 10 µg/ml. Cet effet inhibiteur à 

faible concentration n�est pas observé pour la résine : la croissance est similaire à 

celle du contrôle positif. Ces expériences ont porté essentiellement sur l�effet 

préventif du lysozyme. L�effet curatif a été testé en ajoutant du lysozyme après 

vingt-quatre heures d�incubation sur un biofilm déjà formé, et ceci n�a montré 

aucun effet inhibiteur aux deux concentrations investiguées. 

La littérature (Güneri et al., 2011) démontre l�efficacité antibactérienne de certains 

gels ou bains de bouche contenant des enzymes salivaires tel que le lysozyme. 

Ce travail n�envisage que C. albicans sans tenir compte de la diversité de la 

microflore formant in vivo des biofilms sur les prothèses. Ces études soulignent 

par contre l�absence d�activité antifongique pour ces mêmes produits. Les 

résultats obtenus dans ce travail confirment cette observation mais mettent en 

évidence sur les deux supports un effet probiofilm pour une concentration en 
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lysozyme supra-physiologique. Ceci n�avait pas été mis en évidence par les 

auteurs dans la mesure où leurs procédures investiguaient des inhibitions de 

croissance (tests de diffusion, �). La question se pose donc quant à l�innocuité de 

ces produits dans le cadre du traitement de la sécheresse buccale ou des 

candidoses. En effet, les quantités mises dans certains de ces produits d�hygiène 

ne sont pas publiées. Selon les résultats obtenus, le lysozyme ne présenterait pas 

d�activité antifongique ; pire, des concentrations trop élevées favoriseraient la 

formation d�un biofilm. Enfin, la porosité ou la toxicité des différents types de 

résine impliquent une variabilité de supports tantôt favorables tantôt moins 

favorables à la formation de biofilms. Le travail a été réalisé sur un type de résine 

fabriquée de façon standardisée. La procédure de préparation modifie les 

possibilités d�attachement de Candida pendant les premières heures de formation 

du biofilm. La libération de monomères par la résine pourrait aussi moduler la 

croissance de biofilms. 

III.2. Effet probiofilm du lysozyme 

Un effet probiofilm a été attesté pour une souche de référence et pour 6 (sur 

10) des isolats cliniques, sur deux supports différents, le polystyrène et la résine 

acrylique, par deux modèles expérimentaux différents (adhésion de Candida et 

production de biofilm). La production de biofilm fut évaluée par deux différentes 

procédures : coloration au cristal violet et comptage du nombre de CFU après 

ensemencement. En effet, le lysozyme a agi en tant que promoteur de biofilm à la 

plus forte concentration testée (1000 µg/ml) aussi bien pour la souche de 

référence ATCC 10231 que pour des souches cliniques isolées à partir de 

prothèses contaminées. Cette capacité de lysozyme pour augmenter la biomasse 
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attachée a été observée à haute - mais non physiologique - concentration. Ces 

résultats sont confirmés par l'évaluation de la cohésion du biofilm pendant 3 

lavages successifs avec une solution saline. En présence de lysozyme 1 mg/ml, la 

turbidité du milieu de lavage n'a pas augmenté ce qui suggère une faible perte de 

cellules de levure par le biofilm. Des études anciennes avaient déjà mis l'accent 

sur l'agglutination ou la floculation de Candida par du lysozyme (à une 

concentration citée de 1 mg/ml) dans une solution non ionique sur des 

saprophytes d'air (Friedberger & Hoder, 1932 cité par Kamaya, 1969), sur des 

suspensions bactériennes (Webb, 1948 ; Salton, 1953) ou sur des levures du 

genre Candida (Kamaya, 1969). La présence in vivo de lysozyme dans la pellicule 

exogène acquise sur la dent est bien documentée, mais il n'y a pas de données 

concernant l'effet de celui-ci sur le biofilm (Edgerton & Levine, 1992) ; on 

comprend dès lors que l�ordre d�ajout des réactifs influence la formation du biofilm 

(Hamouda, 2013). Cet effet probiofilm suggère de ne pas dépasser les 

concentrations physiologiques dans des produits d�hygiène. Des expériences 

complémentaires réalisées pour cette thèse n�ont pas montré d�effet du lysozyme 

sur des biofilms déjà formés que ce soit sur polystyrène ou sur résine. Par contre, 

nos expériences ont montré que c�est dans les premières heures de formation 

d�un biofilm (la phase d�adhérence) que le lysozyme joue un rôle activateur. 

III.3. Effet antibiofilm de la lactoperoxydase 

Afin d�évaluer directement l�effet des produits de la peroxydase, un procédé 

original a été mis au point pour éviter la présence de protéines enzymatiques 

potentiellement immunogènes dans la solution finale. De plus, la présence de 

lactoperoxydase - sans ses substrats - pourrait devenir un nutriment et ainsi 
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stimuler la croissance de certaines espèces bactériennes dans la cavité buccale 

(Fadel & Courtois, 2001). La préparation préalable des hypohalogéneux hors de la 

cavité orale évite la consommation du peroxyde d�hydrogène par les catalases 

microbiennes. Le procédé mis en place permet d�atteindre des concentrations en 

oxydants (OSCN-/OI-) létales pour C. albicans proches des concentrations 

d�hypothiocyanite observées dans la salive totale (Tenovuo, 1989). La solution 

d�ions hypohalogéneux élimine jusqu�à au moins 2 x 107 bl/ml en 5 min 

d�incubation. Même diluée 3 fois, son pouvoir inhibiteur reste intact in vitro. Après 

5 semaines, le pouvoir oxydant résiduel d�une solution d�OSCN-/OI- (55% de la 

concentration de départ) est suffisant pour continuer à inhiber une suspension de 

104 blastoconidies par ml. Les deux substrats des peroxydases - thiocyanate et 

iodure - ont été testés indépendamment l�un de l�autre sur des suspensions de 

Candida. L�hypoiodite induit un taux de survie nul à une concentration plus basse 

que l�hypothiocyanite (Mavutukidi, 2008). Cependant, l�ion hypohalogéneux 

présent dans la cavité orale est l�hypothiocyanite plutôt que l�hypoiodite car le 

substrat à l�origine du premier est 1000 fois plus abondant que celui à l�origine du 

second : en effet le thiocyanate salivaire atteint des concentrations salivaires de 

l�ordre du mM tandis que l�iodure atteint des concentrations de l�ordre du µM. A 

concentration égale, la lactoperoxydase présente une plus grande affinité pour le 

thiocyanate que pour l�iodure (Dewèvre, 2007). Le mélange des deux substrats, 

thiocyanate et iodure, semble entraîner la formation d�un complexe oxydant plus 

stable dans le temps (Bosch et al. 2000, Bafort et al., 2014 ; Schlorke et al., 2016). 

Les concentrations en oxydants produites sont peu toxiques pour les cellules 

épithéliales de la bouche. Dans une petite série d�expériences, la solution de 

OSCN-/OI- à 1000 µM augmente le pourcentage de mortalité des cellules 
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épithéliales présentes dans la salive de 20,0% en moyenne. Diluée 3 fois, cette 

solution garde une activité totale anti-Candida tout en diminuant la mortalité des 

cellules buccales d�environ 13,0%. Le fait que les cellules résistent à la toxicité 

peut s�expliquer par la présence de bactéries sur l�ensemble de leur surface, d�une 

part, en formant un biofilm protecteur, d�autre part grâce à une activité 

enzymatique détoxifiante de certaines espèces commensales (Courtois & 

Pourtois, 1996). Un rinçage de la prothèse dentaire après incubation ex vivo dans 

la solution d�oxydants limitera encore davantage ce risque. Quelques expériences 

isolées (Hauet, 2015) ont montré un effet bactéricide sur une espèce bactérienne 

cariogène (Streptococcus mutans), mais pas sur une espèce bactérienne 

commensale (Streptococcus sanguis). La concentration à 1000 µM a provoqué 

une inhibition de la formation des biofilms à Streptococcus mutans (Malashkina, 

2016). D�autres travaux devront analyser les interférences de cette solution avec 

l�écologie microbienne orale. La solution d�hypohalogéneux stérilise une languette 

de résine lorsqu�elle est contaminée par plus de C. albicans que trouvé 

habituellement sur les prothèses des patients (données non montrées). Sur de la 

poudre de titane, la solution d�hypohalogéneux permet d�éliminer ~70% des 

biofilms à Candida (Hauet, 2015). Ces données permettent d�envisager un 

procédé simple pour la décontamination de prothèses dentaires. La facilité de la 

production de ces solutions permettra leur utilisation au domicile des patients 

édentés. Le temps de conservation de ces solutions avec leur activité candidacide 

constitue un autre avantage. Les solutions ont été préparées avec des tampons 

non stérilisés ; d�autres essais sont nécessaires pour remplacer ces solutions 

tampons par de l�eau de distribution. 
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IV. Mimer les mécanismes biologiques anti-Candida 

L�hygiène des prothèses est difficile à obtenir de la part des patients ; les 

prothèses contaminées constituent une porte d�entrée des infections à Candida. 

L�incorporation de protéines des sécrétions exocrines dans des produits d�hygiène 

bucco-dentaire a été suggérée pour l�hygiène des prothèses chez les patients à 

risque. Il y a lieu de bien différencier le préventif du curatif : les protéines 

exocrines ne remplaceront pas les antifongiques, leur utilisation devant être 

réservée à l�hygiène chez des individus qui présentent des facteurs de risque tels 

que des maladies chroniques, une immunodéficience, une xérostomie ou le port 

régulier d�une prothèse amovible. Les antifongiques doivent être réservés aux 

candidoses : l�utilisation d�antifongiques pour la prévention est un non-sens vu 

l�augmentation des souches résistantes à ceux-ci. 

Les peroxydases constituent le mécanisme antimicrobien le plus étudié, à 

l�origine des applications les plus abouties. Cependant, leur utilisation se confronte 

à la complexité du milieu oral. Depuis plusieurs décennies, les systèmes 

peroxydases ont été incorporés dans les produits d'hygiène buccale sur la base de 

tests in vitro contre des souches isolées à partir de la microflore orale, tandis que 

les données in vivo et des essais cliniques faisaient - et font encore - défaut pour 

prouver leur efficacité in vivo dans l'environnement oral. La dégradation de H2O2 

par certaines bactéries et levures peut expliquer l'inefficacité in vivo des systèmes 

peroxydases qui utilisent H2O2 comme substrat. Des tests ont été réalisés in vitro, 

à l�aide d�un dentifrice (Tenovuo, 2002) contenant l�enzyme lactoperoxydase, du 

SCN- et une séquence enzymatique (glucose / glucose oxydase) produisant au 

contact de l�air du H2O2. Les résultats ont révélé que ces dentifrices inhibent la 

croissance bactérienne de S. mutans, de S. sobrinus et de Lactobacillus casei sur 
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des milieux solides dans des boites de Petri. Or, in vivo, ces effets antimicrobiens 

ne se confirment pas. Cela mène à penser qu'il y a plusieurs paramètres qui 

peuvent interférer dans le milieu complexe qu�est la cavité orale. En effet, lors des 

cultures in vitro, le système peroxydase (SCN-, H2O2 et lactoperoxydase) est 

confronté seul aux bactéries étudiées. Le milieu réactionnel ne représente pas la 

complexité du milieu oral tant de nombreuses espèces bactériennes et molécules 

salivaires peuvent réagir entre elles. Les hypohalogéneux produits par les 

peroxydases salivaires illustrent cette complexité. En effet, la production de ces 

oxydants nécessite deux substrats : le premier substrat, le thiocyanate, est secrété 

par les glandes salivaires tandis que le second, le peroxyde d�hydrogène, est 

surtout produit par les micro-organismes à partir de glucose (en partie aussi par 

les glandes salivaires et les polynucléaires neutrophiles par d�autres voies 

métaboliques). Ainsi, le glucose augmente la multiplication bactérienne induisant 

une augmentation dans le milieu de H2O2, qui enclenche la production 

d�hypohalogéneux par le système peroxydase, ...sauf si les germes exprimant la 

catalase, sont en nombre suffisant pour détoxifier le H2O2. La transformation du 

peroxyde d�hydrogène en eau par les peroxydases ou par la catalase est 

bénéfique car le peroxyde d�hydrogène est délétère pour les cellules humaines 

(Tenovuo & Larjava, 1984). Il faut noter que le peroxyde d�hydrogène est un 

facteur limitant dans la réaction. En effet, ce dernier est à ce point vite consommé 

par une peroxydase ou dégradé par la catalase que sa concentration dans la 

cavité buccale est à l�état de trace (Pruitt et al., 1986 ; Pruitt et al., 1990). Les 

produits d�hygiène contenant de la lactoperoxydase tentent de mimer les activités 

peroxydases de la cavité orale dues aux sécrétions salivaires qui contiennent de 

la sialoperoxydase quasi identique (seule la glycosylation et les constantes 
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cinétiques sont différentes) et aux neutrophiles qui libèrent de la 

myéloperoxydase. Autre illustration de la difficulté de documenter l�effet d�une 

protéine antimicrobienne dans le milieu oral qui est complexe : l�influence du pH 

ambiant. Des études in vitro ont montré que l'effet antimicrobien des peroxydases 

est enregistré lorsque le pH est relativement bas, car le pKa de la réaction varie 

autour de 5,2 - 5,4. La forme non ionisée (HOSCN) traverserait plus aisément la 

membrane bactérienne. Or, le pH de la cavité orale avoisine 7 : la molécule est 

alors principalement sous sa forme ionisée qui traverserait moins bien la 

membrane lipidique hydrophobe des bactéries et dépendrait de la présence de 

porines (De Spiegeleer et al., 2005). Les peroxydases salivaires peuvent aussi 

transformer l�iodure (I-) en hypoiodite qui présente un rôle antimicrobien, 

particulièrement antifongique (Ahariz & Courtois, 2010b). Les bains de bouches à 

l�hypoiodite inhibent la croissance in vivo de la plaque dentaire (Vanden Abbeele 

et al., 1996). Le fait de se brosser les dents avec un gel contenant un système 

peroxydasique empêche l'apparition d'aphtes car il ne contient pas de détergent 

comme le lauryl sulfate de sodium, contrairement aux dentifrices traditionnels 

(Hoogendoorn & Piessens, 1987). Le fluor exerce un effet inhibiteur sur la 

peroxydase salivaire. En effet, l�action inhibitrice du fluor est maximale aux 

alentours du pH 5, ce qui correspond à l�activité optimale de la peroxydase. Son 

effet inhibiteur diminue lorsque le pH augmente, elle est nulle à pH 7 (Vanden 

Abbeele et al., 1995). D�autres études ont prouvé que la lactoperoxydase sans ses 

substrats (peroxyde d�hydrogène et thiocyanate) produit un effet paradoxal : elle 

favorise la croissance de certaines bactéries anaérobies parce que l�enzyme 

inactive devient alors un nutriment (Fadel & Courtois, 2001). 
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Les tests in vitro ont démontré l�efficacité de la solution d�oxydants pour 

stériliser une suspension de 106 levures par ml après une incubation de 5 min. On 

pouvait donc envisager l�utilisation ex vivo de la solution pour décontaminer les 

prothèses dentaires de patients se présentant à la consultation ou au département 

de gériatrie. Le dosage des oxydants par spectrophotométrie et la sensibilité de C. 

albicans ATCC 10231 furent préalablement réalisés sur chaque solution. Cela 

permet de contrôler les concentrations en oxydants formées, et donc une 

vérification préalable des propriétés de la solution. Le critère de succès choisi est 

une réduction du nombre de levures d�au moins 1 unité logarithmique sans 

nécessairement entrainer une éradication complète de Candida : ceci correspond 

à une réduction d�au moins 90% des CFU ramenées par écouvillonnage au temps 

initial. Selon ce critère de succès, 58,3% des prothèses répondaient 

favorablement. Cependant, une tendance générale à la baisse du nombre de 

colonies présentes après le trempage est toutefois à noter : le portage de Candida 

des prothèses contaminées trempées dans la solution active a été diminué de 

moitié dans 83,3% des cas. Ceci a été confirmé par un trempage des prothèses 

contrôles dans la solution d�ions hypohalogéneux pour offrir à ces patients la 

même chance de pouvoir décontaminer leur prothèse. Les réductions sont alors 

similaires à celles observées dans le groupe test : 60% avec le critère d�une unité 

logarithmique et 73,3% avec le critère d�une diminution de moitié. Cet effet 

candidacide est retrouvé sur les 3 espèces de Candida présentes sur les 

prothèses étudiées mais est cependant moindre sur les prothèses porteuses d�un 

grand nombre de colonies de Candida au temps initial. Les résultats rapportés 

dans les 2 groupes montrent donc clairement que la composition de la solution 

affecte le portage de Candida sur les prothèses dentaires. Après trempage dans la 
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solution le nombre résiduel de colonies de Candida est inférieur à une unité 

logarithmique dans 59,2% des cas en moyenne (groupe test 58,3% ; groupe 

contrôle 60,0%). Il est inférieur à la moitié du nombre initial dans 78,3% des cas 

en moyenne (groupe test 83,3% ; groupe contrôle 73,3%). La solution contrôle a 

permis une diminution du nombre de CFU d�au moins de moitié dans 26,7% des 

cas mais jamais une diminution de l�ordre d�1 unité logarithmique. Selon les 

informations recueillies par l�anamnèse de tous les patients, il apparait que le 

portage de Candida n�est pas influencé par la procédure l�hygiène des prothèses. 

Cependant, la persistance d�un biofilm résiduel permet la recolonisation continue 

des prothèses. Par conséquent, des méthodes de nettoyage alternatives sont 

nécessaires pour améliorer l'élimination du biofilm. Si l�utilisation à long terme des 

préparations commerciales ne permet pas une élimination complète du portage de 

Candida sur les prothèses dentaires, il faut se poser la question de savoir si une 

solution d�hypohalogéneux peut contribuer à résoudre ce problème. Une 

investigation clinique ultérieure devra suivre une cohorte de patients qui 

décontamineraient leur prothèse chaque jour pendant plusieurs jours. 

V. Prévenir ou traiter ? 

Le développement de résistance aux antifongiques impliquent d�utiliser les 

antifongiques pour traiter. Le développement de méthodes alternatives basées sur 

la biologie des levures exige encore beaucoup d�études pour en arriver à utiliser 

les mécanismes du quorum sensing ou à mimer les sécrétions salivaires. Les 

études in vitro doivent distinguer la prolifération en milieu liquide de la formation 

de biofilms. En effet, l�organisation de la microflore en biofilm doit être considéré 

comme un facteur supplémentaire de la résistance aux antimicrobiens. Une 
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molécule peut limiter la capacité à former des biofilms sans avoir d�effet sur la 

croissance du micro-organisme en suspension, et vice versa. Une même molécule 

peut être à la fois probiofilm et antibiofilm en fonction de sa concentration. 
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Ce travail a permis de mettre au point des procédures sur plaque multi-puits pour 

tester l�effet de molécules anti-Candida sur leur croissance et sur la formation de biofilm. 

Ces procédures, testées pour les molécules du quorum sensing, le lysozyme et les 

hypohalogéneux, peuvent être utilisées pour évaluer l�effet de molécules à la fois sur la 

croissance des levures et sur leur capacité à produire des biofilms. Ce travail explore les 

possibilités de prévention des biofilms à Candida albicans par des molécules présentes 

chez l�hôte ou dans le mycète. Cette investigation démontre des actions sur les biofilms, 

non décrites dans la littérature scientifique. De hautes concentrations en molécules du 

quorum sensing et la mise en place du système peroxydase entraînent une limitation de 

la croissance, légère pour les molécules du quorum sensing, plus marquée pour les 

hypohalogéneux. Les mêmes molécules ont toutes les trois empêché la formation d�un 

biofilm pour des concentrations qui n�entrainaient soit pas (pour le lysozyme 30 µg/ml), 

soit que peu (pour le tyrosol 20 mM ou le farnésol 3 mM) ou bien entrainaient moins (pour 

les hypohalogéneux 250 - 500 µM) d�effet sur la croissance testée par turbidimétrie. Une 

même molécule peut présenter des effets diamétralement opposés selon la concentration 

utilisée : par exemple, pro-biofilm à faible concentration et anti-biofilm à plus forte 

concentration pour le farnésol, ou l�inverse pour le lysozyme. Les hypohalogéneux 

empêchent la formation de biofilm avant d�arrêter la croissance de Candida. Ce travail 

décrit enfin une procédure originale pour produire des d�hypohalogéneux telle que les 

solutions finales d�emploi ne contiennent plus ni l�enzyme nécessaire (la 

lactoperoxydase), ni ses substrats (H2O2, thiocyanate, iodure). Cette procédure permet 

ainsi d�éviter toutes les relations complexes qui peuvent se nouer dans un biofilm sur une 

prothèse ou dans la cavité orale, dont par exemple la consommation de H2O2 par la 

catalase exprimée par certaines espèces microbiennes. Cette procédure permet de 

disposer ainsi d�une solution apte à décontaminer ex vivo des prothèses dentaires. 
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Ce travail permet d�ouvrir de nouvelles perspectives : il serait intéressant  

- d�investiguer davantage de souches cliniques pour confirmer les données 

acquises, 

- de transférer ces connaissances du laboratoire à la clinique, d�abord chez l�animal 

puis chez l�humain, 

- de formuler un gel oral contenant des molécules du quorum sensing aux 

concentrations adéquates pour prévenir les biofilms sur les prothèses dentaires 

amovibles en résine, 

- de combiner différentes protéines salivaires, 

- de rechercher des éventuelles synergies antifongiques entre les molécules du 

quorum sensing et les protéines exocrines salivaires. 

 

On peut conclure de la revue de la littérature que l�ajout de protéines 

antimicrobiennes salivaires n�a pas encore été démontré, de manière objective, utile à 

l�assainissement de la cavité orale et à la prévention des déséquilibres des écosystèmes 

bucco-dentaires menant à des pathologies. En effet, il y a très peu d�études cliniques 

réalisées. La plupart des études sont réalisées in vitro. Les résultats obtenus in vitro ne 

peuvent être considéré comme un argument pour leur efficacité dans le milieu oral. En 

effet, le milieu buccal est constitué de nombreuses protéines et micro-organismes. Une 

multitude de réactions non contrôlées - parfois même pas encore connues - implique une 

validation par des études cliniques. Des données démontrées in vitro ne sont pas 

forcément transposables in vivo. Lors des investigations in vitro, seuls les réactifs et 

produits sont présents dans la solution. L�environnement oral est bien plus complexe. 

Pour ces raisons, les résultats de l�étude clinique ex vivo représentent une première étape 

utile et prometteuse. 
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Abstract
Aim: To evaluate the H

2
O

2
 consumption by Candida albicans cells as a limitation for using H

2
O

2
 peroxidase systems in denture 

decontamination from yeasts. 

Material and methods: Investigations were conducted on C. albicans ATCC 10231 and on clinical samples isolated from 7 

dentures. Strains were grown aerobically at 37°C on Sabouraud-chloramphenicol agar.  H
2
O

2
 degradation by yeast suspensions 

was spectrophotometrically evaluated at 230 nm and H
2
O

2

Candida susceptibility upon H
2
O

2
-peroxidase systems was tested on Sabouraud solid medium for different H

2
O

2
 supplies in the 

presence of iodide and lactoperoxidase. 

Results: The rate of H
2
O

2
 consumption by C. albicans ATCC 10231 was 12.1 ± 2.7 nanomoles x min-1 per 106 blastoconidia (mean 

± SD, N=8). Data from 7 wild strains (C. albicans) ranged from 5.5 to 22.3 nanomoles x min-1 per 106 cells (mean ± SD: 13.1 ± 5.1; 

median: 12.2). The survival rate of C. albicans ATCC 10231 in the presence of H
2
O

2
-KI-peroxidase over a period of 30 minutes was 

effectively shown to be dependent on blastoconidia count. Indeed, suspensions with 108 blastoconidia per ml require a higher H
2
O

2
 

intake for killing than suspensions with 107 blastoconidia. Ex vivo in vitro.

Conclusions: The presence of H
2
O

2 
as a substrate is critical for a peroxidase antifungal effect but could be removed by enzymes 

such as catalase from yeast cells themselves. H
2
O

2
 supply in peroxidase systems has to overpass its consumption by Candida cells 

themselves.

Key Words: Candida, Catalase, Dentures, Hydrogen peroxide, Peroxidase, Yeast
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Introduction
Oral peroxidases have been known for several decades as 

innate non-immune factors, which are secreted by salivary 

glands (sialoperoxidase) or liberated from neutrophils 

on oral surfaces [1,2]. The peroxidase substrates in the 

oral cavity are thiocyanate (SCN-), secreted in saliva, and 

hydrogen peroxide (H
2
O

2
), and foremost produced by some 

microorganisms such as streptococci. Peroxidase activity in 

the oral cavity produces the powerful oxidant hypothiocyanite 

(OSCN-), which is known to present antibacterial and antifungal 

effects in vitro [3-6]. Iodide is another possible substrate, in 

vitro as well, for oral peroxidases producing hypoiodite (OI-), 

which is characterized by an antimicrobial action at a lower 

concentration than OSCN-; nevertheless, iodide secretion in 

saliva is found to be marginal when compared to thiocyanate 

secretion [7]. Different authors have proposed the incorporation 

of peroxidase systems into oral care products to prevent oral 

and dental consequences of cariogenic, periodontopathic 

have proposed using peroxidase systems for patients with 

halitosis or dry mouth [8-14]. Nevertheless, few (if any) studies 

a fortiori, 

on a large scale [13]. Such investigations meet biological and 

the cautious interpretation of data. Investigators need to test 

several control groups to evaluate 1°) the placebo effect due to 

the mechanical impact of brushing or rinsing, 2°) the presence 

of compounds as excipients and 3°) the stimulation of hygiene 

by the investigator’s intervention [9,10,15]. Moreover, the 

choice of biological markers can reveal or mask a real effect. 

For instance, peroxidase use may affect metabolic parameters 

such as ATP content without decreasing the microbial count 

[16]: taking into account one rather than the other can lead to 

reverse conclusions. Finally, transposition of in vitro data to 

in vivo situations must take into account the complexity of the 

oral environment with numerous microorganisms organized in 

salivary molecules [17,18]. Thereby, in the case of peroxidase, 

the presence of H
2
O

2
 is critical for the antimicrobial effects: 

this could be absent or removed by enzymes such as catalase 

from bacteria themselves [6].

The present study aims to investigate the role of Candida 

H
2
O

2
 catabolism as a limitation for using the H

2
O

2
-iodide-

lactoperoxidase system in denture decontamination from 

yeasts and to highlight so the need of a physiological approach 

for developing new oral care products which copy saliva.

Material and Methods
Microorganisms

Yeasts were grown aerobically at 37°C on Sabouraud-agar 

with chloramphenicol and gentamycin (BD Diagnostics™, 

Erembodegem, Belgium). All in vitro investigations were 

conducted on a third subculture of C. albicans ATCC 10231 

(Culti-Loops™, Oxoid™, Basingstoke, UK), suspended in 

Sabouraud broth (OXOID™ CM147, Basingstoke, UK), in 

phosphate buffer (0.1 M, pH 7 with 0.1 g/l glucose) or in 

distilled water. The suspension was approximately adjusted 

with a 5-McFarland standard and then to an absorbance of 
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0.800 at 600 nm before dilution for blastoconidia count or CFU 

count. For the ex vivo investigations on dentures, yeasts were 

CHROMagar™ medium [19], by chlamydoconidia formation 

Peroxidase systems

formation: a  hydrogen peroxide (H
2
O

2
)/lactoperoxidase 

(LPO, 1 U
ABTS

/ml)/iodide (KI, 1.2 mM) system, generating 

hypoiodite (OI-), and H
2
O

2
 / LPO (1 U

ABTS
/ml) / thiocyanate 

(KSCN, 1.2 mM), producing hypothiocyanite (OSCN-). H
2
O

2
 

was concomitantly produced by glucose-oxidase (GOD, from 

12 mU/ml to 12 U/ml) and Glucose (G) at a concentration of 

44.4 mM.

H
2
O

2 
assays

H
2
O

2 
degradation by yeast and H

2
O

2
 production by glucose-

oxidase suspensions were evaluated by spectrophotometry 

at 230 nm and by chemiluminescence (lucigenin method), 

respectively. Both methods present limitations such as the 

interference of proteins and turbidity of Candida suspensions 

in the spectrophotometric readings at 230 nm, or the inhibition 

of chemiluminescence by ions, inter alia phosphate and salt 

ions. The spectrophotometric method [20] is based on H
2
O

2
 

phosphate buffer pH 7: 0.071 mM-1 x cm-1); characteristics of 

the method are as follows: analytical range from 5 to 30 mM, 

5% respectively, initial H
2
O

2
 concentration of 10.2 mM. The 

chemiluminescence method [22] is based on the oxidation of 

lucigenin (20 µM) by H
2
O

2
 in an alkaline solution (8.3 mM 

Na
2
CO

3
 adjusted at pH 10.4) producing photon emission 

which was then measured on a biolumineter LKB 1250 (LKB-

Wallac™, Turku, Finland); characteristics of the method are 

accuracy and of variation inferior to 1.5 and 5%, respectively.

Mycological investigations

Microscopically, C. albicans in suspension was in the 

diameter). C. albicans ATCC 10231 was adjusted up to 108 

blastoconidia / ml. All swabs from resin pieces or dentures 

were inoculated on Sabouraud agar with chloramphenicol 

and gentamycin (BD Diagnostics™, Erembodegem, Belgium), 

which were incubated for 2 days at 37°C before Colony 

Forming Unit (CFU) count was performed.

Acrylic resin pieces (thickness ~2 mm, size 25 mm x 5 mm) 

were processed according to the manufacturer’s instructions 

and stored at 4°C in sodium azide 0,1 % (w/v) to test the effect 

of peroxidase systems in vitro

resin piece was washed 7 times in 4 ml sterile distilled water 

and immersed in 4 ml Sabouraud liquid medium with 50 µl of 

C. albicans ATCC 10231 suspension adjusted at 0.800 optical 

density on a Beckman™ DU®-65 spectrophotometer at 600 nm. 

After 3-days incubation at room temperature with continuous 

rotary agitation (Stuart® rotator/SB3, Staffordshire, UK) at 

6 rpm, the liquid phase was aspirated and each resin piece 

transferred into a 15 ml Falcon® polypropylene conical tube 

(Becton Dickinson™, Franklin Lakes, NJ, USA). Resin pieces 

were then incubated at 37°C during 30 min in the presence 

of peroxidase systems (total volume: 4 ml). At the end of 

incubation time, peroxidase solution was aspirated and resin 

pieces plated onto Petri dishes.

Dentures

Denture wearers were free of denture stomatitis or any other 

oral disease and were not exposed to antifungal or antibacterial 

medication. Ex vivo yeast decontamination by peroxidase 

systems was performed on a total of 23 maxillary complete 

dentures which were previously shown to be Candida sp. 

Ex 

vivo decontamination procedure consisted in diving denture 

in peroxidase solution during 30 minutes before a second 

swabbing.

Statistics

Data were analyzed through unpaired t-test of Student, 

ANOVA, Chi-square and  Fischer’s exact tests using the 

GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad Software™, San 

Diego, California, USA). Mean values were expressed with 

their related standard error of the mean, unless indicated 

otherwise.

Results
Candida count

Candida cell number in suspension was evaluated by 

blastoconidia count in a Thoma cell, by Colony Forming Unit 

(CFU) count on Sabouraud solid medium and by turbidimetry 

on a spectrophotometer at 600 nm. Table 1 reports the 

data obtained by both counting procedures simultaneously 

performed on C. albicans suspensions from ATCC 10231 

and wild strains after adjustment by turbidimetry at a 600 

nm absorbance of 0.800. In ATCC 10231 suspensions, direct 

microscopic count of blastoconidia (bl) in a Thoma cell and 

CFU count after culture on Sabouraud solid medium were 

21.42 ± 0.92 x 106 bl/ml (N=12) and 13.00 ± 0.77 x 106 CFU/

ml (N=12) respectively: both procedures provided data which 

In C. albicans isolated from dentures, microscopic and CFU 

counts were closer: 22.93 ± 1.14 x 106 bl/ml (N=7) and 19.54 

± 1.37 x 106 CFU/ml (N=7), respectively (unpaired t-test: 

NS, p=0.0814). Direct counting by microscopy in reference 

strain suspensions (adjusted at a 600 nm absorbance of 0.800) 

thus provided data which approximated those found in wild 

strain suspensions prepared in the same manner (unpaired 

t-test: NS, p=0.3243). However, CFU count in 0.800 adjusted 

suspensions than in wild suspensions (unpaired t-test, 

p=0.0003). Consequently, the ratio of blastoconidia to CFU 

count was 1.72 ± 0.12 (N=12) for the reference strain and 1.21 

(unpaired t-test, p=0.0125).

Figure 1 shows the relationship between the absorbance 

at 600 nm and the number of blastoconidia present in the 

suspension as part of a rectangular hyperbola with the 

Table 1. Evaluation of 2 different procedures for Candida count in 

H
2
O suspension adjusted at a 600 nm absorbance of 0.800, from 

ATCC 10231 and wild strains. Count data are expressed as millions of 

blastoconidia cells or CFU per ml (mean ± SEM).

Microscopic count

(106 cells/ml)

CFU count

(106 CFUs/ml)

ATCC 10231 21.42 ± 0.92 (N=12) 13.00 ± 0.77 (N=12)

Wild strains 22.93 ± 1.14 (N=7) 19.54 ± 1.37 (N=7)
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equation y=4.5x / 98.7 + x (r=0.9985). In these experiments 

(N=3), a 20-fold dilution of a suspension containing 20 × 106 

blastoconidia per ml decreased the 600 nm absorbance from 

0.813 ± 0.007 to 0.049 ± 0.002, that to say by a ratio of 16.7. 

ratio: a 20-fold dilution of Candida suspension decreased the 

suspension absorbance from 0.794 ± 0.007 to 0.048 ± 0.002 

(ratio: 16.5).

Figure 2 shows the variation in blastoconidia number 

(expressed as the percentage of the initial value) after 30-180 

minutes incubation in water versus Sabouraud broth. In water, 

of the initial amount (N=6) and 113.9 ± 8.1% (N=6) at 150 

min. In broth, blastoconidia count varied between 107.0 ± 

5.2% (N=6) at 60 min and 131.3 ± 10.4% (N=6) at 180 min. 

Data observed in water remained within the range of the mean 

± 3 SEM for 180 min. Nevertheless, in broth, the count data 

remained within the same range for only 90 min.

Measuring H
2
O

2 
consumption by blastoconidia

Blastoconidia of C. albicans ATCC 10231 decreased the 

absorbance at 230 nm of different H
2
O

2
 solutions. Figure 

3a (upper graph) shows that the H
2
O

2 
consumption by C. 

albicans ATCC 10231 blastoconidia is directly proportional 

are representative of six independent experiments. Figure 

3b (lower graph) illustrates the relation between the H
2
O

2
 

consumption rate by yeast cells and its initial concentration, 

which can be assimilated to a rectangular hyperbola: y=138.6 

0.9940. The maximum rate (V
max

) corresponded to a H
2
O

2 

concentration outside the superior analytical range of the 

spectrophotometric method (30 mM). The Lineweaver-Burk 

double-inverse plot linearized the rectangular hyperbola 

r=0.9872), where x-intercept corresponding to -1/K
m
 and the 

y-intercept to 1/V
max

 allowed the calculation of an apparent 

K
m
 of 55.1 mM and a theoretical V

max
 of 70.6 nanomoles/min. 

The consumption rate of H
2
O

2 
increased from 5.7 nmol for 0.5 

× 106 blastoconidia to 28.3 nmol for 2.5 x 106 blastoconidia.

H
2
O

2
 consumption rate by C. albicans ATCC 10231 was 

12.1 ± 2.7 nanomoles x min-1 per 106 blastoconidia (mean ± 

SD, N=8). Data from 7 C. albicans wild strains ranged from 

5.5 to 22.3 nanomoles x min-1 per 106 cells (mean ± SD: 12.1 

± 2.7; median: 12.2). This H
2
O

2
 consumption did not vary 

from one subculture to another. Figure 4 compares the results 

obtained in three successive subcultures for 7 clinical strains 

of C. albicans: H
2
O

2
 consumption did not differ in 3 serial 

Figure 1. Relation between absorbance at 600 nm and Candida 

blastoconidia count (blastoconidia cell / ml x 106). Error bars in this 

graph indicate the standard deviation (N = 3 from one C. albicans 

ATCC 10231 suspension).
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Figure 2. Blastoconidia survival rate in water versus blastoconidia growth 

in broth related to time (min). The data are expressed as the percentage of 

the initial value. Error bars in this graph indicate the standard error of the 

mean (N = 6).
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subcultures (ANOVA: p=0.8442, NS) averaging 13.1, 14.3 

and 13.4 nmol/min per 106 blastoconidia. Figure 5 shows the 

effect of glucose concentration in the reaction medium on 

H
2
O

2
 consumption by blastoconidia. Increasing the amount 

H
2
O

2
 consumption by blastoconidia. Indeed, the increase of 

glucose concentration from 0.1 g/l to 10 or 20 g/l multiplied 

H
2
O

2
 consumption by 1.5 and 1.8, respectively, in a

Measurement of H
2
O

2 
production by G/GOD

Table 2 reports data concerning the H
2
O

2 
production by GOD 

(1.2 U/ml and 12 U/ml) after 30-min incubation in H
2
O at 

37°C. As expected, at 37°C, 12 U/ml GOD activity induced a 

stronger production of H
2
O

2
 (1.04 ± 0.04 µmol/ml, N=7) than 

1.2 U/ml solution (0.45 ± 0.02 µmol/ml, N=7): the impaired 

Figure 6a-b examines the production of H
2
O

2
 in an aqueous 

medium by GOD in the absence of peroxidase LPO as a 

function of GOD activity (upper graph 6a) and as a function 

of time (lower graph 6b). In the presence of 44.4 mM glucose, 

increasing GOD activity in a manner of geometric progression 

from 12 mU/ml to 12 U/ml multiplied H
2
O

2
 production by a 

factor of nearly 15 (after 30 min at 37°C).

2
O

2
 by catalase

Figure 7 illustrates the inhibition of C. albicans ATCC 

10231 growth in liquid medium (monitored by turbidimetry 

at 600 nm) in the presence of the glucose (155 mM)/glucose 

oxidase (12 U / ml) system after incubation for 5 hours. The 

absorbance at 600 nm was 0.170 ± 0.004 (N=6) in the control 

suspensions but absorbance was only 0.033 ± 0.002 (N=6) in 

the presence of G/GOD (12 U/ml). The addition of catalase 

(5000 U/ml) to G/GOD solution removed this inhibitory 

effect: the absorbance is then equal to 0.185 ± 0.007 (N=6) 

after 5-hours of incubation. In the presence of G/GOD without 

control and G/GOD/catalase conditions. Figure 8 reports the 

survival rate of planktonic yeast cells in the presence of the 

G/GOD/KI/LPO system as a function of the amount of GOD-

produced H
2
O

2
 during 30-min of incubation. The system was 

then evaluated using 2 different Candida suspensions: one 

containing 107 blastoconidia per ml, and the other containing 

108 blastoconidia per ml. 

system, while the second was more resistant. Figure 8 presents 

the mean values of 7 independent experiments.

Effect of G/GOD/KI/ peroxidase system on in vitro 

preformed Candida

Figure 9 compares the candidacidal effect of hydrogen 

peroxide, hypothiocyanite and hypoiodite enzymatically 

produced at 37°C or room temperature. Two different amounts 

of GOD (1.2 and 12 U/ml) were evaluated. Only hypoiodite 

produced by a peroxidase system at 37°C containing 12 U 

of GOD per ml reduced the Candida number harvested from 

Figure 10 shows Candida blastoconidia adherent on resin 

foils after 3 washings.

Ex vivo investigations

Table 3a illustrates the effect of G (8 mg/ml)/GOD (1.2 

U/ml) versus the G (8 mg/ml) / GOD (1.2 U/ml) / KI (0.2 

mg/ml)/LPO (1 ABTS U/ml) system in ex vivo denture 

decontamination at room temperature. The colony count after 

swabbing showed a decrease of at least 1 logarithmic unit in 

1 out of 5 cases after denture immersion in G/GOD solution 

and in 2 out of 5 cases after immersion in the G/GOD/KI/

LPO mixture, when compared with the control swabbing 

before decontamination. A Chi-square test (p=0.4762) failed 

Table 

Figure 4. H
2
O

2
 consumption in 3 successive subcultures (R

1-3
) of Candida 

albicans clinical isolates (N=7).
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Figure 5. H
2
O

2
 consumption per minute by clinical Candida albicans 

isolates at 3 different concentrations of glucose. The data (mean ± SEM) 

are expressed as the percentage of the value found at the lowest glucose 

concentration.
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completed by a Bonferronni test

Table 2. H
2
O

2
 concentration reached after a 30 min-incubation of 

glucose (44.4 mM/glucose oxidase (1.2 versus 12.0 U/ml) in distilled 

water at 37°C. H
2
O

2
 was assayed by the lucigenin method.

GOD (1.2 U/ml) GOD (12.0 U/ml)

mean value ± SEM 

(µmol/ml) CV (%)

0.45  0.02

14.2

1.04  0.04

10.5
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3b illustrates the effect of 30-min of incubation at 37°C in the 

except for a higher GOD activity (12 U/ml). After swabbing, 

the CFU count showed a decrease of at least 1 logarithmic 

unit in 6 out of 6 cases when the dentures were immersed in 

Discussion
For several decades, peroxidase systems have been 

incorporated in oral hygiene products on the basis of in vitro 

in vivo data and clinical trials are still lacking to prove their 

Figure 6. Upper graph a) H
2
O

2
 (µmol/ml) produced by G/GOD at different 

GOD activities after a 30-min incubation. b). Lower graph: time course of 

H
2
O

2
 production (µmol/ml) in the presence of 12 U/ml GOD activity.
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Figure 7. Effect of catalase (C) on the inhibition of yeast growth by the G/

GOD system at 12 U/ml GOD after a 5-hours incubation.
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Figure 8. C. albicans ATCC 10231 blastoconidia survival (%) as a function 

of H
2
O

2
 (mM) in 2 yeast suspensions containing respectively 107 8 

inferred from measuring the H
2
O

2
 consumption per min by blastoconidia in 

Figure 3 data.
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Figure 9

by peroxidase systems after a 30 minutes incubation at 37°C. The height 

of the columns corresponds to the median values and bars to the lower 

and upper limit rounded to 1000 CFU. Statistical test: Kruskal-Wallis 

complemented by a post-test de Dunns (**=p < 0.01).
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Figure 10

x). Left: direct examination; right: Blue Cotton staining.

in vivo
2
O

2
 degradation 

by some bacteria and yeast (unless a critical cut-off level of 

abundance is overpassed) can explain the in vivo

of peroxidase systems which need H
2
O

2
 as a substrate. 
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an additional factor of resistance to antimicrobials.

Evaluation of procedures

This study investigated the balance between a H
2
O

2 
donor 

system and the H
2
O

2
C. albicans strains 

submitted to the H
2
O

2
/SCN-/I-/LPO system. It aimed to validate 

Candida count procedures and to evaluate yeast survival rate 

under different experimental conditions dictated by chemical 

(pH, inhibitors...), enzymatic (optimal pH, substrates 

concentration, kinetic aspects...) and bacteriological (sterility, 

formation and for GOD activity covers a comparable wide 

acidic range of 4.0-7.0 and 5.0-6.5, respectively [23,24]. CFU 

count (sometimes) provides results that are slightly inferior 

to blastoconidia count, probably because budding cells and 

aggregated cells are distinctly counted under a microscope, 

but both initiated single colony forming units on Petri dishes. 

C. albicans isolates survived in water without growth for at 

least 2 hours, allowing the preparation of different reaction 

media for investigations, while the same strain started to grow 

after 90 minutes when these cells were re-suspended in fresh 

broth. All of the experiments were performed on a third sub-

culture: H
2
O

2
 consumption was shown to remain stable in 3 

serial subcultures (ANOVA, NS, p=0.8442). In the absence 

of peroxidase, G/GOD produced enough H
2
O

2
 to reduce 

Candida growth when GOD activity was 12 U/ml (Figure 7), 

but H
2
O

2
-degrading enzyme activities (foremost catalase and 

glutathione peroxidase) were able to reverse this anti-Candida 

effect. In the presence of a peroxidase sequence (with KI or 

KSCN substrate), no H
2
O

2
 could be measured, implying that 

the anti-Candida effect of peroxidases systems is due to the 

products (OI-/OSCN-) of peroxidase activity and not due to the 

H
2
O

2
 provided. At a H

2
O

2
 concentration that is not effective 

against Candida, the addition of peroxidase with a substrate to 

H
2
O

2

effect of such a mixture has already been described [1,4,6,25]. 

Evaluation of H
2
O

2
 production and consumption depended 

on the reaction medium composition: proteins which absorb 

in the UV spectrum make the chemiluminescence method 

more suitable for H
2
O

2
 production measurement, while 

phosphate buffer ions and salts impede chemiluminescence, 

making the spectrophotometric method more appropriate 

for H
2
O

2
 consumption measurements. Whole fungal 

cells caused a manageable turbidity that was compatible 

with spectrophotometry, but inconvenient for lucigenin 

chemiluminescence. Interestingly, both procedures for H
2
O

2
 

measurement used in this investigation were sensitive enough 

In vitro investigations

The rate of H
2
O

2
 consumption by C. albicans ATCC 10231 

(12.1 ± 2.7 nanomoles x min-1 per 106 blastoconidia, mean 

± SD, N=8) was found to be close to that obtained from 7 

clinical strains which ranged from 5.5 to 22.3 nanomoles 

x min-1 per 106 cells. Increasing the glucose concentration 

from 0.1 to 10 or 20 g/L multiplied the rate of H
2
O

2
 

disappearance by a factor of 1.5 and 1.8, respectively: this 

environment, where glucose depends on alimentary intakes. 

Analysis of H
2
O

2
 consumption by blastoconidia indicated 

that the rate of disappearance obeys Michaelis-Menten laws, 

with an apparent K
m
 calculated by the double-reciprocal 

Lineweaver-Burk plot. This investigation did not envisage 

further the molecular pathways leading to H
2
O

2
 decrease in 

a medium containing C. albicans blastoconidia which were 

known to be catalase-positive. The presence of catalase in C. 

albicans can be related to the high H
2
O

2
 concentration (from 

4 to 88 mM quoted in the literature [25]) required to inhibit 

clinical isolates. Previous studies [26-28] have demonstrated 

a protective role of catalase upon H
2
O

2
 in Escherichia coli 

and Pseudomonas aeruginosa 

association of catalase-positive and -negative strains. These 

authors concluded on a group protection effect rather than 

an individual effect allowing catalase-negative bacteria to 

survive in the presence of H
2
O

2
-producing micro-organisms 

planktonic Candida inhibition by the peroxidase system 

has been shown to be effective when the GOD-produced 

H
2
O

2
 concentration was superior to the capacities of yeast 

suspensions to metabolize it. Moreover, this study reported 

to Candida

the mere G/GOD sequence when a higher GOD activity was 

supplemented (from 1.2 to 12 U/ml) and when the enzyme 

solution was incubated at 37°C versus room temperature, as 

this contributed to increasing the enzyme activity as well. 

A previous investigation had already demonstrated a higher 

the SCN-/peroxidase system [29].  

Ex vivo investigations

A previous paper [15] investigated the different species 

usually found on dentures. Swabbing of the palatal side of 

the prosthesis was yeast-positive in 66 out of 87 subjects 

(75.9%) while the adjacent mucosal surface was positive in 

72.4% of cases; 68.2% of subjects simultaneously showed 

contamination of both denture and mucosa. The 3 species 

mainly isolated were C. albicans (77.9% of yeast-positive 

subjects), Candida glabrata and Candida tropicalis (44.1 and 

19.1% of swabs respectively). The contaminated maxillary 

dentures were shown heavily colonized (more than 50 CFU) 

in 90.9% cases and more than one yeast species was found in 

50.0% of contaminated dentures. Moreover, other studies [30] 

reported that denture wearers often develop denture stomatitis 

linked to C. albicans contamination, what could be prevented 

by adequate prosthesis care. 

In the present investigation, the data obtained in vitro were 

Candida-

Table 3. Ex vivo decontamination of dentures by KI-lactoperoxidase system.

3a (upper part): G/GOD/KI/L versus G/GOD at room temperature; 3b 

(lower part): G/GOD/KI/LPO versus H
2
O at 37°C.

G/GOD G/GOD/KI/LPO

reduction 1 2

no reduction 4 3

total 5 5

Chi-square: p=0.4762 (N=10), NS

Fisher’s exact test: p=1.0000 (N=10), NS

H
2
O G/GOD/KI/LPO

reduction 0 6

no reduction 6 0

total 6 6

Chi-square: p=0.0005 (N=6)

Fisher’s exact test: p=0.0022 (N=6)
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positive dentures by immersing them in a solution containing 

the G/GOD/KI/LPO system at 37°C for 30 min. The dentures 

were swabbed before and after a 30-min immersion in the 

enzyme solution at 37°C. Data were compared with those 

obtained after immersion in G/GOD alone or in water. The 

G/GOD (1.2 U/ml) and KI/lactoperoxidase systems were 

ineffective at room temperature. In contrast, a reduction 

superior to one logarithmic unit was always observed when 

the GOD activity was 12 U/ml in a G/GOD/KI/LPO system 

incubated at 37°C.

Conclusion

2
O

2
 supply in peroxidase systems has to 

overpass its consumption by Candida cells themselves. The 

survival rate of C. albicans ATCC 10231 in the presence of 

H
2
O

2
/KI/peroxidase for 30 minutes was effectively shown 

to be dependent on yeast capacity to decrease H
2
O

2
 levels. 

Similarly, ex vivo denture decontamination by the peroxidase 

system is possible with higher GOD activities that are able 

to overpass H
2
O

2

have to be considered as a base to develop further clinical 

studies on a larger scale, illustrating well the need to deepen 

the knowledge of the physiological oral complexity before 

developing oral care products which copy saliva. 
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Abstract. The present study investigated the in vitro effect of 

lysozyme (0-1,000 µg/ml) on Candida albicans (C. albicans) 

ted on C. albi-

cans

staining and on acrylic surfaces by counts of colony forming 

highest concentration tested (1,000 µg/

in the presence of physiological concentrations of lysozyme 

(10-30 µg/

the hypothetical value of 100% using a one-sample t-test, 

using analysis of variance and post hoc tests did not reveal 

/ml 

control based on in vitro

in clinical trials prior to approval of hygiene products enriched 

Candida species, and to 

Introduction

Candida albicans (C. albicans), a commensal yeast in the 

surfaces (1,2), leading in some cases to mucosal infections 

referred to as denture stomatitis (3-5

secretions (6) and in phagocytes (7

other innate non-immune factors in saliva to the control of the 

dental surfaces (3,8,9

mediated through its muramidase activity (10

the hydrolysis of N-acetyl-muramic/N-acetyl-glucosamine 

Gram-positive bacteria (11

from the salivary glands, particularly the submandibular and 

sublingual glands (12,13), and from neutrophils arriving in the 

14) 

15,16 -

zyme concentrations in saliva range from 1 to 57 µg/ml (17

Previous studies have investigated the effect of lysozyme 

on C. albicans blastoconidia (3,18), but the mechanisms of 

on C. albicans are its muramidase-like activity (19,20), 

its cationic nature capable of destabilizing the cell 

membrane (21), and its agglutination property (22

C. albicans

observed by electron microscopy (19

C. albicans, 

23-25 in vitro 

C. albicans susceptibility to 

26,27) 

28

the lysozyme effect on C. albicans (27,29  Lysozyme also 

enhances the activity of antimycotic drugs such as polyenes 

and azoles (30-33

been demonstrated to promote C. albicans

cavity (34 in vitro effect of lysozyme on C. albicans 

Dose-dependent effect of lysozyme upon Candida albicans

1,2
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1 2
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other salivary proteins on yeast adhesion to acrylic resin (35), 

respect to C. albicans biofilm formation on dentures (33

C. albicans biofilm formation and lysozyme 

agglutination properties, previously described at 1 mg/ml 

concentration (22 in vitro

C. albicans

triggering distinct mechanisms, namely inhibition and aggre-

Materials and methods

Microorganisms. 

/ /l 

All 

in vitro

of C. albicans

6 

Lysozyme. 

3-1,000 µg/

Biofilm production. 

6

/ml 

by spectrophotometry at 600 nm on a Packard SpectraCount 

-

/

Crystal violet staining. 

by crystal violet staining [procedure adapted from (36

-

tion of 2% Hucker crystal violet solution for 5 min and rinsed 

diluting samples 10-fold in 2 M acetic acid, then measuring the 

C. albicans adhesion onto resin pieces. Acrylic resin 

(Palapress, Heraeus Kulzer, Hanau, Germany) pieces 

/

containing a C. albicans ATCC 10231 suspension (105 blasto-

conidia per ml) and lysozyme (10 or 1,000 µg/

serially seeded onto four different Petri dishes containing 

/l chloramphenicol and 

/l gentamycin, in order to recover the adherent yeast 

Fluorescence staining assay. 

/ml in acetone) and ethidium bromide 

/

C. albicans

-

C. albicans ATCC 10231 blastoconidia 

Stat ist ical analysis.  

Kolmogorov-Smirnov test, one-sample t-test, unpaired 

t

post hoc

post hoc test using GraphPad 
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Results

C.  

C. albicans

The effect of various concentrations of lysozyme 

(0-1,000 µg/ml) on C. albicans

/

C. albicans

/ml 

of lysozyme, respectively (

/ml had no effect on C. albicans

(25 µg/

effect of lysozyme treatment on C. albicans ATCC 10231 

-

tration tested (1,000 µg/

/ /ml, 

/ml lysozyme, the attached biomass 

 Candida albi-

cans

-
***

Candida albicans

300 or 1,000 µg/ /

In vitro 

-
* ** ***
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one-sample t-test confirmed the biofilm promoting effect 

of 1,000 µg/ -

10-30 µg/

the control by one-sample t

 illustrates the characteristics of C. albicans

-

/

C. albicans cells (blas-

C. albicans ATCC 10231 

Direct addition of lysozyme at time zero (Table IA), as 

previously performed for the 24 h observations displayed in 

 and 3

C. albicans cells to 

-

cells resulted in an increase in attached biomass compared 

/ml lysozyme 

-

C. albicans pre-adherence, 

observed in the presence of 1,000 µg/ml lysozyme compared 

-

/

/ethidium bromide staining of Candida albicans

/

Candida albicans

A, All reagents added at time zero

Lysozyme (µg/ml) 0 3 10 30 100 300 1,000

N 16 8 8 8 8 8 8

/

Lysozyme (µg/ml) 0 3 10 30 100 300 1,000

N 16 8 8 8 8 8 8

/

Attached biomass of C. albicans

1,000 µg/

C. albicans
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Biofilm formation on polystyrene by C. albicans wild 

strains. C. albicans 

-

significant effect of lysozyme (0-1,000 µg/ml) on the 

at 1,000 µl/

( g/ml) completely prevented 

similar to the results for the reference strain (

The effect of lysozyme (0-1,000 µg/ml) on the ability of 

presence of a high lysozyme concentration (1,000 µg/ml) 

concentrations (3-30 µg/

manner (

/

3 µg/

/ml 

tested lysozyme concentrations (10 and 1,000 µg/

(

-

ence of 1,000 µg/

decrease in attached yeast in the presence of 3 µg/ml lysozyme 

/

above 100 µg/

Lysozyme effect on C. albicans biofilm cohesion.

C. albicans

(

-

-

natant (

(

presence of 10 µg/

( /ml lysozyme, 

supernatant (

-

/ml, 

Candida albicans

C. albicans

100, 300 or 1,000 µg/

In vitro 
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C. albicans adhesion on resin. The effect of 10 and 1,000 µg/ml 

lysozyme on the ability of C. albicans to adhere to resin pieces 

revealed that the data did not conform to a Gaussian distribu-

/ml resulted in a mean increase of 

foil, respectively ( /ml did not lead 

that the high lysozyme concentration (1,000 µg/ml) resulted 

in significant changes in adherence to the rough resin 

polishing negatively affected C. albicans adherence to the 

-

Discussion

Previous investigations have demonstrated that the effect of 

lysozyme can differ from one bacterial species to another and 

37

to lysozyme is also dependent on the monitored parameter 

-

tions of C. albicans

revealed several, non-consistent patterns of susceptibility 

C. albicans ATCC 10231 reference strain, 

-

tration tested (1,000 µg/

/

isolated from contaminated dentures, a variety of responses 

Candida albicans

containing lysozyme (10 or 1,000 µg/ -
*

 

Candida albicans

 C. albicans

/ml of lysozyme 

error of the percentage relative to the absorbance of the initial supernatant 
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-

/

in saliva (17 /ml 

violet adsorption on resin pieces in the absence of C. albicans 

on Petri dishes presented the advantage of confirming the 

albicans. In the present 

-

-

mental designs (C. albicans adhesion to the material surface 

-

/

the presence of 1 mg/

property of lysozyme on C. albicans ATCC 10231 is more 

 C. albicans 

cells, suggesting a crucial role in the adherence phase of the 

/ml lysozyme, 

Previous studies 

have focused on the agglutination or  

lysozyme (at a cited concentration of 1 mg/ml) in non-ionic 

solutions upon air saprophytes (22), bacterial suspensions (38) 

or C. albicans yeasts (22)

in vivo -

39

in C. albicans C. albicans 

suggesting that the use of high concentrations on lysozyme in 

lysozyme susceptibility has also previously been demonstrated 

in bacteria (37

albicans. In the present 

/ml) resulted 

10 µg/

C. albicans ATCC 10231 and in 3 out of 10 clinical strains 

demonstrated that a similar concentration range of lysozyme 

(6-100 µg/ml) significantly inhibited C. albicans biofilm 

formation on an acrylic resin surface (33 In contrast, a 

separate study demonstrated no significant reduction in 

C. albicans attachment on acrylic resin disks immersed in a 

solution containing lysozyme, lactoferrin and  

/ 35  observations 

of C. albicans

Inhibitory effect of lysozyme upon C. albicans growth. 

-

/ml for the reference strain, but not for the 

C. albicans 

1,000 and 300 µg/

the incorporation of planktonic cells into the attached biomass 

-

C. albicans cells have been 

observed to be lysed by lysozyme (in a concentration range 

from 40 to 5,000 µg/ml) independently of the amount of 

of NaCl to the culture medium (40

The present study demonstrated differing effects of lyso-

zyme upon in vitro C. albicans

-

/

present study thus indicates that the concentration of active 

the present study illustrates the challenges of comprehensively 

-

-

ment, taking into account the diversity of antimicrobial factors 

on in vitro

these investigations to other Candida species, and to fungi and 
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