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Résumé :

Candida albicans est le principal agent pathogeéne fongique responsable d’infections
invasives. Beaucoup de facteurs de virulence sont attribués au caractére opportuniste de cette
espéce, tels que la formation des biofilms et la sécrétion d’enzymes hydrolytiques. L’objectif
principal de la présente étude consiste a évaluer, In vitro, I’activité hydrolytique aux modes
de vie microbiens, planctonique et sessile, des souches de C. albicans isolées du Centre
Hospitalo-Universitaire de Tlemcen. Cette recherche vise également a évaluer 1’effet du pH,
de la température d'incubation et des combinaisons entre des extraits de plantes et de
I'amphotéricine B sur l'activité des enzymes hydrolytiques des souches étudiées.

Quatorze souches de C. albicans se sont révélées productrices d’enzymes hydrolytiques avec
des taux variables, la phospholipase avec 73,33%, la protéase (93,33%), I’estérase (86,66%),
la coagulase (80%) et I’hémolysine (86,66%). Par ailleurs, tous les isolats examinés ont
démontré le pouvoir de former des biofilms. Ces isolats cliniques de C. albicans ont présenté
une activité enzymatique positive en mode sessile.

Le pH et/ou la température d'incubation ont une influence sur l'activité hydrolytique des
souches étudiées ; les changements dans ces parameétres affectent les niveaux d'activité des
phospholipases et des protéases.

En revanche, les deux extraits de plantes employés (I’extrait E1 d’acétate d’éthyle de
Traganum nudatum et I’extrait E2 hydrométhanolique de Mentha pulegium) ont démontré un
effet inhibiteur contre les souches étudiées. En combinant I'amphotéricine B avec les deux
extraits de plantes, on observe une diminution considérable de I’activité enzymatique des
souches de C. albicans testées.

Mots clés :

Candida albicans, biofilms, phospholipase, protéase, estérase, coagulase, activité

hémolytique.



Abstract:

The primary fungal pathogen that causes invasive infections is Candida albicans. The
opportunistic nature of this species is linked to numerous virulence factors, such as the
production of hydrolytic enzymes and biofilms.

The current study's goals are to assess, In vitro, the hydrolytic activity of C. albicans strains
isolated from the University Hospital Center of Tlemcen in both planktonic and sessile
lifestyle, and also to determine the impact of pH, incubation temperature, and combinations of
plant extracts and amphotericin B on the strains' hydrolytic enzyme activity.

Hydrolytic enzymes, including phospholipase (73.33%), protease (93.33%), esterase
(86.66%), coagulase (80%), and hemolysin (86.66%), were discovered to be produced by the
fourteen strains of Candida albicans that were isolated. Furthermore, every isolate that has
been investigated expressed the ability to generate biofilm in Vitro. In addition, clinical
isolates of Candida albicans exhibited positive enzymatic activity while in sessile state.

The pH and/or incubation temperature of the strains under investigation affected their
hydrolytic activity; modifing these parameters has an impact on the levels of phospholipase
and protease activities.

The two plant extracts that were employed had an inhibiting effect on the strains under
investigation. The combination of amphotericin B and the two plant extracts considerably
reduces the tested C. albicans strains' enzymatic activity.

Keywords:

Candida albicans, biofilms, phospholipase, protease, coagulase, esterase, hemolytic activity.
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Introduction




La fréquence des infections fongiques a considérablement augmenté au cours des dernieres
décennies, en particulier chez les personnes ayant des systemes immunitaires affaiblis. Ces
infections disséminées constituent des causes importantes de morbidité et de mortalité ainsi
que des codts supplémentaires considérables (Soulountsi et al., 2021). Ce type d’infections
peut étre attribué a plusieurs espéces pathogénes de Candida, notamment Candida albicans
(Pannanusorn et al., 2023). Cette levure est en effet responsable de plus de 75% de mycoses
invasives, elle présente un tandem médico-économique important et, est responsable de

pathologies potentiellement mortelles [(Lai et al., 2012); (Wang et al., 2014)].

Candida albicans est connu pour son caractére opportuniste qui est attribué a certains facteurs
de virulence. Outre ses capacités d'adhésion aux dispositifs médicaux et aux cellules hotes,
son aptitude a changer de forme (dimorphisme) et a former des biofilms ainsi que sa capacité
a se développer dans diverses conditions physiologiques, C. albicans est également capable
de synthétiser et de sécréter des enzymes hydrolytiques telles que les phospholipases,
protéases, estérases, hémolysines, ect. [(Ishida et al., 2013); (Seddiki et al., 2015);
(Hacioglu et al., 2019)].

Ainsi, les enzymes hydrolytiques ont un role crucial dans la pathogénie de Candida car elles
facilitent son adhésion et sa pénétration dans les tissus, facilitant ainsi sa dissémination dans
I’héte [(Das Mohan et Ballal, 2008); (Silva et al., 2011) ; (Marzoq, 2023)]. De plus, il a été
démontré dans plusieurs études que cette pathogénie s’exprime de manicre intensive en
fonction de I’activité hydrolytique qui, elle méme, est soumise a l'effet des conditions
environnementales telles que le pH et la température [(Haynes, 2001); (Bramono et al.,
2006); (Ingham et al., 2012)].

Par ailleurs, la formation de biofilms sur des supports biotiques ou abiotiques est un autre
facteur de virulence majeur chez C. albicans, ce mode de vie sessile présente une résistance
accrue aux traitements antifongiques. Dans le méme temps, il est difficile de prévoir de
nouvelles thérapies antifongiques, ce qui complique le traitement des infections associées aux
biofilms (Pareiraet al., 2021).

Cependant, certains composé€s naturels peuvent étre utilisés en tant qu’agents antifongiques
contre les souches résistantes de Candida. De nombreuses études ont prouvé l'efficacité des
composes végétaux qui peuvent réduire la virulence des espéces de Candida [(Guevara-Lora

et al., 2020) ; (Karpinski et al., 2021)]; ce qui a suscité I'enthousiasme des chercheurs envers



de nouveaux investissements conduisant a l'utilisation des ressources naturelles comme

alternative.

Dans ce contexte général, il a semblé nécessaire d’entreprendre ce présent travail qui
s’intéresse a la virulence biochimique hydrolytique de Candida albicans. Cette thése s’est

donc articulée autour de trois objectifs principaux :

v' Evaluation, In vitro, de I’activité hydrolytique chez les isolats cliniques de Candida
albicans, planctoniques et sessiles.

v Mise en évidence de I’effet des paramétres physiques, pH et température d’incubation,
sur I’activité enzymatique des souches étudiées.

v Détermination de ’effet des combinaisons extraits de plantes/amphotéricine B sur

I’activité des enzymes hydrolytiques.

Le manuscrit de cette these est présenté en quatre parties. La premiere, une synthése
bibliographique, est consacrée a la description générale de la virulence de Candida albicans,
notamment ’activité hydrolytique et la formation des biofilms; cette partie donne également
une vue d'ensemble des enzymes hydrolytiques étudiées. La seconde décrit le mode opératoire
et la méthodologie suivie. La partie suivante se concentre sur l'analyse et la discussion des

résultats obtenus. Finalement, la derniere partie est une conclusion suivie de perspectives.
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Premiere partie Syntheése bibliographique

Les especes de Candida sont responsables de la majorité des infections fongiques, Candida
albicans est cependant 1’agent pathogéne le plus courant et le plus impliqué [(Mba et Nweze,
2020); (Dos Santos Silva et al., 2024)]. Ces levures saprophytes et de petites tailles, 2 a 5 pm
par 3 a 7 um, ont développé plusieurs caracteres de virulence leur permettant d’envahir les
tissus hoétes et de résister aux différents mécanismes de défense [(Schaller et al., 2005);
(Fitzpatrick et al., 2006)].

Un déseéquilibre physiopathologique fait intervenir une transition de C. albicans de 1’état
saprophyte commensal vers un état pathogene virulent, accompagné souvent par la formation
de filaments appelés hyphes. Ce caractére dimorphique lui confére la particularité d’étre
I’espéce la plus virulente [(Samaranayake et al., 2005); (Irimes et al., 2008); (Poissy,
2015)]. Les hyphes, formes filamenteuses de Candida albicans, sont séparées par des cloisons
incompletes qui garantissent la continuité cytoplasmique, ce qui facilite I'invasion des tissus
hotes (Figure 01), entrainant ainsi une transition commensale-pathogene [(Odds, 1988);
(Chauhan et al., 2006); (Gow et al., 2013)].

Figure 01 : Invasion tissulaire de Candida albicans (Gow et al., 2013).



Premiere partie Syntheése bibliographique

Candida albicans est une levure commensale, elle colonise les voies orales, gastro-intestinales
et génitales de maniére asymptomatique. Cependant, en cas d’une dysbiose ou d’une
perturbation de 1’intégrit¢é de la barriére cutanéo-muqueuse et/ou un dysfonctionnement
immunitaire de 1’hdte, cette espece devient pathogéne opportuniste et provoque des infections
superficielles localisées qui peuvent aller jusqu’aux infections systémiques disséminées,

potentiellement mortelles (Talapko et al., 2021).

Par ailleurs, la progression et le développement des candidoses sont souvent influencés par
des facteurs de virulence, notamment la sécrétion des enzymes hydrolytiques et la formation
des biofilms. Ces deux facteurs jouent un réle important dans la pathogénie de C. albicans
(Talapko et al., 2021).

Les activités hydrolytiques sont des déterminants importants de la virulence chez Candida
albicans. Les enzymes hydrolytiques agissent en facilitant 1’adhésion microbienne aux
cellules hotes, conduisant ainsi a I’invasion des tissus profonds tout en échappant aux
mécanismes de défenses immunitaires [(Chaves et da Silva, 2012) ; (Menezes et al., 2013)].
Toutefois, plusieurs enzymes hydrolytiques sont secrétées par cette espéce, en particulier les
protéases et les phospholipases. Ces enzymes constituent un facteur de virulence important
qui contribue a la pathogeénie fongique [(Karkowska-Kuleta et al., 2009) ; (Pannanusorn et
al., 2023)].

Les protéinases, protéases ou peptidases, sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse des
liaisons peptidiques. Selon leurs mécanismes catalytiques, quatre sous classes sont identifiées,
a savoir la sérine protéinase, la cystéine protéinase, la métalloprotéinase et l'aspartyl

protéinase (Meenambiga et al., 2018).

Chez la levure Candida, les aspartyl-protéinases sécrétoires (Sap) sont fortement impliquées
dans sa pathogénie. Ces enzymes catalysent la dégradation de protéines humaines telles que
I’albumine et les immunoglobulines (Aoki et al. 2011). Gréace a ces enzymes, C. albicans
réussit a faire face a I'immunité cellulaire et humorale de maniére plus efficace en altérant les
anticorps et les cytokines [(Hube et Naglik, 2001) ;(Reynaud et al., 2001) ; (Borst et Fluit,
2003)].

Ces enzymes inhibent la phagocytose des polynucléaires neutrophiles, induisant ainsi des
réactions inflammatoires suite a l'activation des P-interleukines et d'autres cytokines
[(Beausejour et al., 1998); (Schaller et al., 2005)].

4



Premiere partie Syntheése bibliographique

En outre, le niveau d'expression des genes SAP influence l'activité hydrolytique des
protéinases aspartiques, ce qui explique leur réle dans la pathologie humaine. Ainsi, la
virulence de C. albicans est liée a I'expression des génes qui en sont responsables [(Cooper,
2002); (Sardi et al., 2013)].

Le role pathogene de cette famille d’enzymes hydrolytiques est évident. Candida albicans
exprime une famille de dix membres (Sapl - Sap10) codés par les genes SAP. L'expression
de ces derniers est considérée comme l'un des principaux déterminants de différents types de
candidoses [(Zaugg et al., 2001) ; (Meenambiga et al., 2018)].

Ces geénes particuliers sont régulés a différents stades de l'infection, contribuant a la

pathogénie de cette espéce, d’ou les symptdmes cliniques de la candidose (Bruno et al.,

2015).

Bien que huit protéinases hydrolytiques (Sapl - Sap8) soient secrétées dans l'espace
extracellulaire (Figure 02), les enzymes Sap 9 et Sap10 se fixent a la membrane cellulaire de
Candida albicans grace a l'interaction avec le glycophosphatidyl-inositol. Ces deux derniers
ont des séquences C-terminal typiques n'ayant pas de caractére hydrophobe intra-
membranaire (Albrecht et al., 2006), et ne peuvent étre libérés dans le milieu extracellulaire

qu’apres la lyse des cellules de levures (Mayer et al., 2013).
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Figure 02: Localisation difféerentielle et sécrétion des enzymes saps de C. albicans (Cassone
et al., 2016).
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En revanche, Sapl, Sap2 et Sap3 jouent un rdle important dans I'adhésion et la formation de
biofilm. Ces enzymes hydrolytiques sont nécessaires aux dommages des cellules épithéliales
lors d'infections cutanées [(Buu et Chen, 2013) ; (Samaranayake et al., 2013) ; (Bruno et
al., 2015)].

Selon (Dos Santos, 2010), les changements de température et de pH influencent directement
la transition levures-hyphes ainsi que I'expression des genes SAP. En ce sens, I'expression de
SAP1, SAP3, SAP8 et SAP10 a été detectée dans les cellules de levure, tandis que SAP4
SAPG6 a été associée aux formes filamenteuses (Figure 03).

Levures Tubes germinatifs

SAPI1
SAP2
SAP3
SAPS
SAP9
SAP10

Figure 03: Stades morphologiques de Candida albicans et expression différentielle des génes
SAP (Dos Santos, 2010).

En fait, un effet synergique de plusieurs iso-enzymes est observé (Kretschmar et al., 2002),
les iso-enzymes des protéines Sap4 et Sap6 sont impliqués dans la candidose vulvo-vaginale
et a la résistance de C. albicans contre I'attaque phagocytaire [(Naglik et al., 2003) ; (Bruno
etal., 2015)].

Pour Sap6, cette enzyme joue un rdle essentiel dans le maintien de l'intégrité de la surface
cellulaire de Candida albicans (Buu et Chen, 2013). Avec Sap5, cette enzyme contribue
également a la résistance aux méthylsulfones halogénés (Staniszewska et al., 2015).
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Par ailleurs, les dérivés sulfones représentent un groupe de composés synthétiques ayant une
activité antifongique (Xu et al., 2011). Les méthylsulfones halogénés peuvent inhiber la
croissance des cellules planctoniques, I’adhésion, la filamentation et la formation de biofilm

chez les especes de Candida (Staniszewska et al., 2015).

Il convient de souligner que les recherches menées par Fallon et al., (1997) et Schallet et al.,
(2003) ont mis en évidence ’action de la pepstatine comme inhibiteur des protéinases

aspartiques lors des premiers stades de l'infection par Candida albicans.

En outre, les phospholipases forment un groupe hétérogene d'enzymes ayant la capacité
d’hydrolyser une ou plusieurs liaisons esters des glycérophospholipides, le composant majeur
des membranes cellulaires. La synthese des phospholipases est souche dépendante, elle est
considérée comme l'un des principaux parameétres de distinction entre les souches invasives et
celles colonisatrices non invasives [(Cafarchia, et al., 2008); (Furlaneto-Maia, et al., 2008);
(Galan-Ladero et al., 2010); (Sachin et al., 2012)].

Ces enzymes hydrolytiques clivent les phospholipides et affectent la stabilité membranaire car
elles hydrolysent les liaisons ester des glycéro-phospholipides sur la membrane des cellules
hotes [(Yang, 2003); (Pandey et al., 2018)]. Les phospholipases agissent egalement comme
un déterminant important de la pathogénie chez C. albicans en éliminant les antigénes de la
surface des cellules. De plus, cette enzyme joue un role majeur dans la localisation de

I'infection et présente une activité cytotoxique sur le tissu héte (Sachin et al., 2012).

La synthése de ces enzymes hydrolytiques est plus importante sur les extrémités des hyphes,
l'activité productive est plus importante lorsque I'nyphe est en contact direct avec la
membrane des cellules hétes. Cela démontre que les phospholipases extracellulaires de
Candida albicans ont un réle primordiale dans l'invasion tissulaire [(Ghannoum, 2000);
(Yang, 2003)].

Bien que toutes les phospholipases ciblent les phospholipides comme substrats, chaque
enzyme aura la capacité de cliver une liaison ester spécifique (Figure 04). Selon leurs modes
d’actions et leurs cibles, ces enzymes hydrolytiques appartiennent a quatre classes différentes
de phospholipases, désignées par les lettres A, B, C et D [(Ghannoum, 2000) ; (Niewerth et
Korting, 2001)].
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En revanche, sept genes codant sont impliqués dans la synthése de ces différentes enzymes
phospholipases; PLA, PLB1, PLB2, PLC1, PLC2, PLC3 et PLD (Samaranayake et al.,
2006). Selon Mayer et al., (2013), seuls les phospholipases B sont secrétées a I’extérieure des
cellules de C. albicans et peuvent contribuer a la pathogénie par la rupture des membranes des

tissus hotes.
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Figure 04: Sites d'hydrolyse des diverses phospholipases (Al, A2, B, C et D). R1 et R2,
position des chaines acyles grasses ; X, groupe de téte phospholipidique (Calder, 2016).

La phospholipase A hydrolyse I'un des deux fragments d'acides gras estérifiés du glycérol,
cette enzyme a la capacité de provoquer des dommages au niveau des membranes
érythrocytaires conduisant a 1’hémolyse. Elle est représentée par deux isoenzymes,
phospholipase Al et A2 qui hydrolysent respectivement les phospholipides au niveau des site
sn-1 et sn-2 [(Ghannoum, 2000) ;(Arioka et al., 2005); (Kohler et al., 2006)].

La phospholipase B possede trois activités catalytiques distinctes. Une activité hydrolase
responsable de 1’hydrolyse des liaisons ester aux positions sn-1 et sn-2 des
glycérophospholipides, une activité lyso-phospholipase libérant des acides gras et une activité
transacylase qui se traduit par la synthese des phospholipides en transférant un acide gras libre
a un lysophospholipide [(Gassama-Diagne et al., 1989); (Saito et al., 1991); (Lee et al.,
1994); (Ghannoumn, 2000); (Theiss et al., 2006)].

Cette classe d’enzyme (PLB) est la principale phospholipase sécrétée par C. albicans
(Ibrahim et al., 1995), car seuls les isoenzymes de PLB (PLB1 - PLB5) sont extracellulaires
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et peuvent contribuer a sa pathogénie en perturbant les membranes de I'hdte (Mavor et al.,
2005).

La famille des genes CaPLB codant pour ces isoenzymes présente une expression plus élevée
pendant la phase stationnaire de la croissance de C. albicans. Cette expression élevée est
également observée dans des conditions favorisant la croissance des hyphes [(Hoover et al.,
1998); (Leidich et al., 1998); (Ghannoum, 2000); (Theiss et al. ., 2006)].

La phospholipase C, quant a elle, est une enzyme qui hydrolyse la liaison phosphodiester des
phospholipides pour former le 1,2-diacylglycérol et le phosphatidylcholine ou le
phosphatidyléthanolamine. Cette enzyme joue un rdle important dans la transduction du

signal.

Apres son activation, cette enzyme catalyse I'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) produisant deux seconds messagers, l'inositol 1,4,5-trisphosphate (1P3)
qui induit la libération de Ca®* & partir des réserves intracellulaires de Ca®" et le
diacylglycérol (DAG), ce dernier se lie au domaine C1 et active la protéine kinase C (PKC),
d’ou l'inflammation [(Berridge et Irvine, 1984); (Nishizuka, 1984); (Dennis et al., 1992);
(Lennartz, 1999); (Clapham, 2007)].

Pour la phospholipase D, elle hydrolyse la deuxiéme liaison phosphodiester des
phospholipides en libérant l'acide phosphatidique et de la choline ou de I'éthanolamine [(Yang
etal., 1967); (Ellaet al., 1997)].

Par ailleurs, les estérases et les lipases sont des enzymes ayant la capacité d’hydrolyser les
liaisons esters des mono-acyl-glycérols, des di-acyl-glycérols et des tri-acyl-glycérols ou
encore, des phospholipides. Les estérases hydrolysent des substrats solubles contenant des
chaines d’acides gras courtes, tandis que les lipases agissent sur des substrats insolubles
d’acides gras aux longues chaines [(Bornscheuer, 2002); (Jaeger et Eggert., 2002); (Reetz.,
2002); (Schaller et al., 2005)].

Tellapragada et al., (2014) ont suggéré que la virulence observée chez les souches de
Candida albicans peut étre attribuée aux effets cytotoxiques des estérases et des lipases dans
les tissus hotes. En effet, 1I’¢équipe de Paraje avait montré pour la premiére fois en 2008 que la
lipase produite par C. albicans déclenche une cytotoxicité et facilite le dépot de lipides dans

les cellules du systéme immunitaire.
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Les estérases sont associées a la pathogénie de Candida albicans. En effet, selon Jayatilake
et al., (2005), ces enzymes hydrolytiques permettent 1’adhésion de cette espéce aux cellules
épithéliales et, par conséquent, I’envahissement des tissus. Elles sont responsables du
catabolisme des acylglycérols en hydrolysant les liaisons ester des glycérides a courte chaine
(<10) (Tsuboi et al., 1996). Les estérases sont des enzymes stables & haute température et

dans les solvants organiques et résistantes a la protéolyse (Géacser et al., 2007).

Les lipases, quant a elle, sont une classe particuliére d’estérases capables d’hydrolyser les
esters des glycérides a longue chaine aliphatique (>10) (Tsuboi et al., 1996). Ces enzymes
extracellulaires sont codées par dix membres du géne LIP (LIP1 - LIP10); elles jouent un réle
dans la digestion des lipides pour lI'acquisition des nutriments, I'adhésion et la pénétration dans
les tissus hétes [(Staniszewska et al., 2012); (Sardi et al., 2013)]. L’inhibition des lipases
contribue a la perte de la virulence de C. albicans (Gacser et al., 2007).

La coagulase est une autre enzyme hydrolytique, elle s’attache au fibrinogéne plasmatique et
provoque la conversion du fibrinogeéne en fibrine, induisant par conséquent la coagulation du
sang, d’ou la virulence de C. albicans. Cette enzyme est un déterminant biochimique de
virulence trés important chez la plupart des organismes pathogénes (Padmajakshi et al.,
2014).

L’activité coagulase chez les espéces de Candida contribue a leur virulence (Mba et Nweze,
2020). Des études antérieures ont révelé des activités de coagulase variables selon que le
plasma provient d'organismes différents (mouton, lapin ou humain). Ces activités peuvent étre
attribuées a la présence d'enzymes hydrolytiques sur les surfaces cellulaires [(Becker et al.,
2007); (Yigit et al., 2008)].

L'hémolysine est un autre facteur enzymatique de virulence de C. albicans. Cette enzyme
hydrolytique est responsable de la destruction des globules rouges et de I'acquisition du fer,
essentiel a ’adaptation et a la survie des micro-organismes pathogénes. La secrétion
d'hémolysine joue un role dans l'invasion des tissus hotes, I'établissement du processus
d'infection et le développement d'une candidose disséminée [(Luo et al., 2004); (Silva et al.,
2012); (Sardi et al., 2013); (Jalal et al., 2019)].

Bien qu’il est démontré dans plusieurs études que les espéces de Candida sont béta-
hémolytiques [(Chin et al., 2013); (Sathiya et al., 2015); (Jasim et al., 2016)], trois
catégories d’enzymes hémolytiques existent. La 8 hémolysine (compléte), elle est associée a

10
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la lyse compléte des globules rouges. La a hémolysine (incompléte), qui se traduit par une
lyse partielle de la membrane des globules rouges et, en fin, la y hémolysine (non

hémolytique) indique I’absence d’hémolyse.

Toutes ces enzymes sont impliquées dans la perturbation et/ou la lyse des érythrocytes et des
leucocytes et participent au processus de I’inflammation [(Luo et al., 2001); (Savardi et al.,
2018)]. La production d'hémolysine peut étre influencée par des facteurs tels que la
concentration de glucose dans le sang, le génotype de la souche des espéces de Candida et la
présence d'électrolytes. En effet, CaCl,, NaCl et KCI peuvent entrainer une diminution de la

production d'hémolysine chez les especes de Candida (Wan et al., 2015).

Au contraire, I’augmentation de la glycémie peut influencer positivement la production
d'’hémolysine (Malcok et al., 2009). Paradoxalement, selon une autre étude, le diabéete sucré
n’a présenté aucune influence sur la virulence de Candida (Arslan et al., 2016), suggérant

ainsi I'implication simultanée d'autres facteurs de virulence.

Par ailleurs, les candidoses sont amplifiées non seulement par D’activité d’enzymes
hydrolytiques, mais également suit a la formation des biofilms de C. albicans (Talapko et al.,
2021). Ces derniers constituent une forme de niche qui protége les microorganismes contre le

traitement antimicrobien et les défenses immunitaires de 1’hote (Peeters et al., 2008).

Le biofilm est une communauté de micro-organismes, pure ou formé d’espéces mixtes,
adhérés a une surface biotique ou abiotique et intégrés dans une matrice extracellulaire. Le
comportement phénotypique des cellules, y compris le taux de croissance, et I'expression des
génes sont modifiés par rapport aux cellules planctoniques [(Al-Fattani et Douglas, 2006);
(Ghannoum et al., 2015); (Baudin, 2017)].

Les estimations suggérent que plus de 80% de tous les microorganismes dans I'environnement
existent dans des communautés structurées en biofilms (Donlan, 2002). Le développement
d'un biofilm est divisé en quatre principales étapes (Figure 05); 1I’dhésion, la prolifération, la
maturation et la dispersion [(Blankenship et Mitchell, 2006) ; (Lohse et al., 2018)].

Au cours de 1’étape d’adhésion, les cellules de levure adhérent au substrat ainsi qu'entre elles
en formant une couche basale de biofilm. Plusieurs forces d’attraction et de répulsion

interviennent afin d’assurer et de renforcer I’adhésion cellulaire. Cette étape est tributaire de

11
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I’espéce microbienne et de la nature du support [(Nett et Andes, 2006); (Finkel et Mitchell,
2011); (Nobile et al., 2012); (Tournu et Van Dijck, 2012)].

- :

—

D. Dispersion

C. Maturation

Figure 05 : Cycle de vie du biofilm de Candida albicans. (A): Adhésion des cellules de
levures a une surface. (B): Initiation de la formation du biofilm, les cellules proliférent pour
former une couche basale de cellules adhérées au support. (C): Maturation du biofilm, des
couches complexes de cellules polymorphes se développent et s'enferment dans une matrice
extracellulaire. (D): Dispersion des cellules de levure qui quittent le biofilm mature pour

coloniser de nouveaux sites (Gulati et Nobile, 2016).

Au stade de prolifération, les cellules sessiles de C. albicans emettent des prolongements sous
forme d’hyphes servant de couche dancrage fournissant ainsi une stabilité primaire au
biofilm. Ce polymorphisme facilite I'invasion des cellules hétes en raison de la pénétration
active des hyphes (Monds et O’toole, 2008). Des microcolonies se forment et la matrice
extracellulaire est synthétisee abondement. Un échafaudage filamenteux et un matériel non
cellulaire forme une monocouche confluente, ainsi les microcolonies s’unissent par les

extensions des hyphes (Ramage et al., 2009).

12
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Durant la maturation des biofilms, la matrice extracellulaire occupe la majeure partie du
volume du biofilm et enveloppe toutes les formes cellulaires et filamenteuses de celui-ci. Sa
présence est I’un des facteurs clés qui contribuent a 1'augmentation de la résistance du biofilm

aux antifongiques (Tsui et al., 2016).

Un biofilm mature de C. albicans peut comprendre des cellules de levure et des hyphes
entrelacés les uns avec les autres et entourés d'une dense matrice extracellulaire auto-produite.
Cette derniére est formeée de polysaccharides, de chitines, d’ADNe et de protéines; des canaux
d'eau qui entrecoupent cette structure tridimensionnelle (Figure 06) qui semble étre une
propriété commune a presque tous les micro-organismes sessiles [(Kojic et Darouiche,
2004); (Blankenship et Mitchell, 2006); (Hirota et al., 2017)].

Figure 06 : Structures tridimensionnelles différentes des biofilm microbiens. A : Forme

compacte, B : Forme hétérogene, C : Forme de champignon (Seddiki, 2021).

Les cellules de C. albicans peuvent retrouver leur forme planctonique et se dispersent dans le
milieu extérieur du biofilm. Cette étape est caractérisée par la libération et la dispersion des
cellules de levure vers de nouveaux sites, augmentant ainsi les risques d’infection systémique
(Gulati et Nobile, 2016).

La formation des biofilms est toutefois I'un des principaux facteurs de virulence de Candida
sp. Ces structures microbiennes sont impliquées dans la majorité des infections associées a
Candida et contribuent aux taux élevés de morbidité et de mortalité [(Tumbarello et al.,
2012); (Rajendran et al., 2016)].

13
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Plusieurs maladies sont également liées a la capacité de C. albicans a former des biofilms,
telles que la candidose oropharyngée, la stomatite prothétique et la candidose vaginale
(Ramage et al., 2009).

En mode biofilm, les cellules de Candida développent une résistance multifactorielle aux

antifongiques mécaniquement complexe, limitant 1’effet thérapeutique de I'arsenal

antifongique (Gulati et Nobile, 2016).

De plus, les cellules sessiles de Candida albicans communiquent entre elles via un systeme
appelé quorum sensing. Le développement du biofilm, la formation d'hyphes, la production de
la matrice extracellulaire et la régulation d'autres processus cellulaires vitaux sont controlés

par ce systeme [(Araujo et al., 2017); (Cavalheiro et Teixeira, 2018)].

Le quorum sensing permet aux microorganismes de réguler une variété de fonctions
physiologiques et structurelles. Le milieu environnant les biofilms ou ils sont confinés et les
conditions physico-chimiques, comme le pH, la température et les nutriments, interagissent

positivement ou négativement sur le quorum sensing (Seddiki, 2021).

Candida albicans peut résister a une large gamme de températures et de pH; I’adaptation au
changement de ces paramétres environnementaux est essentielle & la croissance et a la

virulence de cette espece.

L'expression génétique peut étre impactée par une altération ou un changement de ces
parametres, ce qui peut entrainer I’induction ou la répression des génes codant pour des

fonctions liées a la virulence (Hassan et al., 2021).

En revanche, les enzymes hydrolytiques sont extrémement sensibles aux conditions

environnementales, notamment la température et le pH (Bousmaha et al., 2007).

L'activité des lipases fongiques est optimale a un pH neutre a légerement acide (Fickers et
al., 2008), tandis que les protéinases aspartiques ne sont géenéralement actives que dans des
intervalles de pH acides, ce qui constitue un avantage pour la croissance de C. albicans dans

certains tissus hétes, comme la muqueuse vaginale (Schaller et al., 2005).

Les infections fongiques invasives sont difficiles a diagnostiquer et difficiles a traiter.
L’augmentation de la résistance aux médicaments antifongiques actuellement utilisés exige

des recherches intensifiées et plus ciblées des nouvelles molécules pour contréler la

14
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pathogénie de Candida et pour développer des stratégies thérapeutiques plus efficaces et

moins agressives pour l'organisme (Guevara-Loraet al., 2020).

Plusieurs composes bioactifs d'origine végétale ont été explorés pour leur activité
antimicrobienne contre les agents pathogenes humains. De nombreuses activités biologiques
ont déja été rapportées pour les extraits de Traganum nudatum et Mentha pulegium
notamment une activité antimicrobienne contre de nombreux micro-organismes [(Alharbi et
al., 2021); (Fatehi et al., 2021)].

Selon ces mémes chercheurs, I’extrait de M. pulegium inhibe le développement de C.
albicans. De plus, I’extrait aqueux de T. nudatum a été efficace pour empécher la
prolifération de Penicillium oxalicum et Aspergillus nidulans [(Alharbi et al., 2021) ; (Fatehi
etal., 2021)].

Le caractere opportuniste de la Candida albicans est attribué a certains facteurs de virulence.
En plus de son aptitude d’adhésion aux dispositifs médicaux et aux cellules hoétes, de changer
sa morphologie (dimorphisme) et de former des biofilms, C. albicans est capable de se
développer dans différentes conditions physiologiques et de synthétiser des enzymes
hydrolytiques. Celles ci sont sécrétées a I’extérieure des cellules, ce qui leur confere un role

crucial dans la pathogénie de cette espéce.

Face a cette situation préoccupante, il a été jugé indispensable de mener cette étude qui

examine la virulence biochimique hydrolytique de Candida albicans.

Dans cette étude, nous avons examiné l'activité hydrolytique des isolats cliniques de Candida
albicans, analysé I'impact du pH et de la température d'incubation sur l'activité hydrolytique
des enzymes testées, et nous avons évalué I'effet des extraits de plantes sur ces paramétres de

virulences.
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Ce travail a été réalisé au laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthése

et activité biologique de I’université Aboubekr Belkaid - Tlemcen.

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est la levure Candida albicans. Quatorze
souches de cette espéce nous ont été fournies par M™ TOUIL Hidaya Fatima Zohra,
laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité biologique
(LAPSAB) - université de Tlemcen.

Les souches en question ont été prélevées entre novembre 2014 et décembre 2015 a partir de
différents dispositifs médicaux (cathéters veineux centraux et sondes urinaires) et ce, apres
étre retirés des patients hospitalisés au CHU de Tlemcen dans les services de neurologie

médicale, chirurgie ortho-traumatologie et anesthésie-réanimation.

La souche de référence C. albicans ATCC 10231 est utilisée pour le contréle des tests. Tous

les tests sont répétés trois fois pour toutes les souches.

I.  Activité hydrolytique chez Candida albicans

L'activité enzymatique est exprimée par la formation d'un halo autour de la colonie
microbienne formée sur la gélose. Cette activité enzymatique (Pz) est mesurée en divisant le
diametre de la colonie (D¢) par celui de la colonie plus la zone de précipitation (Dp) autour de

la colonie formeée (Price et al., 1982).
Pz = Dcl Dp
Selon la valeur de Pz, cing classes peuvent étre décrites pour évaluer l'activité enzymatique.

Pz = 1 signifie que I’activité est négative ; alors qu'une valeur de Pz incluse entre 0,99 et 0,90
traduit une tres faible activité ; si par contre 0,89 < Pz = 0,80, I’activité enzymatique est
faible; pour 0,79 < Pz 20,70, I’activité est dite modérée et pour Pz < 0,70, I’activité est

qualifiée de forte.
1. Phospholipase

L’activité des phospholipases est déterminée en utilisant la méthode de Tsang et ses
collaborateurs (2007), avec quelques modifications. Brievement, la gélose au jaune-d’ceuf
suivante est préparée comme suit ; le Sabouraud dextrose agar (13,0g), le NaCl (11,7g), le
CaCl; (0,11g) et I’eau distillée (184 mL) sont mélangés et stérilisés a 1’autoclave pendant 20

minutes a 120°C. En paralléle, le jaune d’ceuf est centrifugé a 3000 g pendant 10 minutes a
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4°C, ensuite 20 mL de surnagent sont ajoutés, dans des conditions d’asepsie, a la gélose

préalablement préparée.

L’ensemencement est réalisé en déposant 10 pL de la suspension microbienne de C. albicans
(108 cellules/mL) sur la gélose au jaune-d’ceuf coulée dans des boites de Petri, puis incubés &
37°C pendant 72 heures. L'activité phospholipasique est exprimée en fonction des valeurs Pz

obtenues selon la méthode décrite par Price et al., (1982).
2. Protéase

La production des protéases est détectée selon la méthode de Aoki et al., (1990). Pour ce
faire, 60 mL d’une solution contenant du MgSO,, 7H,0 (0,04 g), K:HPO,4 (0,5 g), NaCl (1 g),
extrait de levure (0,2 g), glucose (4g) et 0,05 g de BSA (Bovine Sérum Albumine) sont
préparés (pH= 3,5). Cette solution est ensuite stérilisée puis mélangée avec 140 mL d’agar
stérile. 10puL de I’inoculum (10° cellules/mL) sont déposés sur la gélose et les boites de Petri
sont ensuite incubées a 37°C pendant 7 jours. L’activité protéasique est estimée selon la

méthode décrite par Price et al. (1982).
3. [Estérase

L’activité de I’estérase est évaluée selon le protocole de Slifkin (2000) qui consiste a
mélanger 10g de peptone, 5 g de NaCl ; 0,1 g de CaCl;; 15 g d’agar et de 1’eau distillée (qsp
1L). Apres stérilisation a 1’autoclave puis refroidissement a 50 °C, 5 mL de tween 80 stériles

leur sont ajoutés. Le pH final est 6,8.

Un spot de 10 pL de I’inoculum (10° cellules/mL) est déposé sur la gélose coulée dans des
boites de Petri, puis incubées a 30°C pendant 10 jours. La présence d’un halo transparent
autour de la colonie indique une activité positive. La valeur de D’activité estérasique est

mesurée selon la méthode décrite par Price et ses collaborateurs (1982).
4. Coagulase

100pL d’une pré-culture de C. albicans (10° cellules/mL) est ajouté & un tube contenant
500uL de sérum humain. Les tubes sont ensuite incubés a 37 °C. La formation de caillots est
vérifiée aprés 2, 4, 6 ou 24 heures d’incubation a 37 °C (Yigitet al., 2011).
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5. Hémolysine

La gélose Sabouraud additionnée de sang de mouton est le milieu le plus sensible pour
démontrer I'effet hémolyse par les espéces de Candida (Yigit et Aktas, 2009). Pour ce faire,
7mL de sang frais de mouton sont ajoutés a 100 mL du milieu Sabouraud dextrose agar
additionné de glucose (3%). Ensuite, 10 uL de I’inoculum (10® cellules/mL) sont déposés sur
la gélose préalablement coulée dans des boites de Petri. L’incubation est réalisée a 37 °C
pendant 48 heures (Manns et al., 1994).

La présence d'un halo translucide distinctif autour de la colonie indique une activité
hémolytique positive. Celle-ci se traduite par un anneau totalement translucide indiquant
I’hémolysine béta, ou incomplet (anneau noir verdatre) pour ’hémolysine alpha, tandis que
I’hémolysine gamma refléte une synthese négative de I’enzyme et donc pas d’anneau autour

de la colonie (Luo et al., 2001).
6. ADNase

Le milieu de culture utilisé pour déterminé 1’activité d’ADNase est fourni par I’institue
Pasteur-Alger. Ce milieu contient 20g de Tryptone, 5g de Chlorure de sodium, 2g d’Acide
désoxyribonucléique et 15g d’agar. Ce milieu est coulé dans des boites de Petri, puis 10 uL de
la suspension microbienne de C.albicans (10® cellules/mL) sont déposés sur la gélose, puis
incubés a 37°C pendant 24 h.

Aprés incubation, les boites sont inondées par une quantité suffisante de solution d’acide
chlorhydrique HCI (1N). L’apparition d’une zone transparente autour des colonies apres 2
min reflete une activité enzymatique positive (Jeffries et al., 1957).

Il.  Activités enzymatiques des cellules sessiles

1. Préparation des inocula

Une pré-culture de C. albicans est réalisée sur milieu liquide de Sabouraud, celui-ci est incubé
a 30 °C pendant 18 heures.

La culture obtenue est soumise a une centrifugation a 3000g pendant 5minutes a 4 °C. Cette
operation est suivie de trois lavages avec du tampon phosphate salin (PBS, pH7,4 ; 10mM).
Un dénombrement cellulaire a 1’aide d’une cellule de Thoma est effectué afin de fixer la

concentration cellulaire a 10° cellules /mL.
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2. Formation de biofilm

Aprés une incubation pendant 18 heures a 30 °C, les souches récupérées de C. albicans sont
lavées trois fois avec du PBS puis remises en suspension dans le milieu RPMI 1640.

L’inoculum est ajusté a 10°cellules /mL (Ramage et al., 2001).

La technique de coloration au crystal violet (Christensen et al., 1985),modifiée par O’Toole
en 2011 est utilisée pour mesurer la quantité de la biomasse des biofilms microbiens. 100 pL
de la suspension levurienne sont alors déposés dans chacun des puits d’une microplaque a 96

puits; celle-ci est ensuite scellée puis incubée a 37°C pendant 24 heures.

Aprés la formation des biofilms, les puits sont rincés trois fois avec de I’eau de robinet, puis
100 pL de méthanol (99%) leurs sont ajoutés et laissés agir pendant 15 minutes a la
température ambiante du laboratoire. Les puits sont rincés encore une fois et 100 pL. d’une
solution au crystal violet leurs sont ajoutés (0,1% p/v), un temps d'action de 20 minutes a
température ambiante est pris en compte. Aprés ringage des puits, 150 uL d’acide acétique

(33 %) sont ajoutés dans chaque puits pour libérer le crystal violet lié aux biofilms formés.

Pour évaluer la biomasse des biofilms, le contenu des puits est transféré dans une nouvelle
microplaque. La densité optique dans chaque puits est lue a 570nm grace a un lecteur de
microplaques (Rayto, RT-2100C).

3. Activités enzymatiques en mode sessile

Compte tenu de leur grande importance en pathologie médicale chez Candida sp, les activités
enzymatiques hydrolytiques des phospholipases, des protéases et des estérases sont étudiées
dans cette partie [(Sardi et al., 2013); (Dabiri et al., 2016); (Pandey et al., 2018)].

Afin de montrer d’éventuel lien entre la formation des biofilms et la sécrétion des enzymes
hydrolytiques, la méthode de disque de Chandra et al. (2012) est utilisée a cet effet. Des
plaques a 24 puits et des disques de silicone stériles de 1cm de diametre sont utilisés. Les
disques sont laissés pendant une nuit a 37 °C dans du sérum humain préalablement introduit

dans les puits des plaques.

Deux tests sont ensuite effectués en parallele. Le premier consiste a déposer les disques de
silicone directement sur la gélose appropriée a chaque enzyme, préalablement coulée dans des
boites de Pétri et ensemencée par Candida albicans. Les boites sont ensuite incubées a 37 °C

pendant 24 heures avant de révéler ’activité hydrolytique en question.
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Le deuxieme test est réalisé en transférant les disques dans les puits d’une nouvelle plaque a
24 puits, contenant chacun 1mL du milieu Sabouraud inoculé par C. albicans (10°
cellules /mL). La plaque est ensuite scellée et incubée a 37 °C pendant 24 heures. Une fois les
biofilms formés sur les disques, ceux-ci sont a nouveau transférés dans des boites de Pétri
pour étre déposés sur la gélose appropriée a chaque enzyme (phospholipase, protéase et

estérase). L’incubation des boites est effectu¢e a 37 °C pendant 24 heures.
I1l.  Effet du pH et de la température sur I’activité enzymatique

Les microorganismes manifestent difféeremment leurs activités enzymatiques selon les

conditions de leurs environnements.

Etant donné que les conditions physiques de température d’incubation et de pH utilisés pour
I’évaluation des différentes activités hydrolytiques changent d’un protocole a I’autre (tests
expérimentaux précédents), deux températures distinctes (30 °C et 37 °C) sont utilisées afin

de vérifier leurs effets.

Puisque les enzymes hydrolytiques ne sont pas actifs aux pH alcalins, elles sont testees aux
pH acides et neutres. Les activités des phospholipases et des estérases sont évaluées aux pH 5
et 7 [(Tsang et al., 2007); (Slifkin, 2000)]; tandis que les protéases hydrolytiques sont testées
aux pH 3,5 et 7 (Aoki et al., 1990).
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IV.  Effet d’extraits de plantes sur I'activité hydrolytique

1. Extraits de plantes utilisés

Pour tester I’effet antivirulent des plantes vis-a-vis de Candida albicans, deux extraits de
plantes sont utilisés. L’extrait (E1) d’acétate d’éthyle de Traganum nudatum (Ed-dhamrane)
et I’extrait (E2) hydro-méthanolique de Mentha pulegium (Fliou). L’extrait E1 nous a été

fourni par M™ Faiza Mouderas et E2 par M®"® Fayza Abbou.

Les solutions meres des extraits sont préparées en solubilisant I’extrait Eldans le diméthyl
sulfoxyde (DMSO, Sigma-Aldrich) et I’extrait E2 dans de l'eau distillée. La stérilisation de

ces solutions est réalisée par filtration sur filtre de porosité 0,20 um.

2. Préparation des inocula

Quatre souches de Candida albicans (A6, A8, All, A13) sont utilisées. La souche de
référence, C. albicans ATCC 10231, est utilisée également pour le contrdle des différents

tests.

Aprés avoir préparé une pré-culture de 18 heures dans le milieu Sabouraud liquide, une
centrifugation de la suspension microbienne obtenue est effectuée (3000g, 5 min, 4°C); celle-
ci est suivie par trois lavages successifs du culot en utilisant du PBS stérile (pH 7,4 ; 10mM).
Un dénombrement cellulaire est réalisé sur cellule de Thoma en utilisant le microscope
optique afin d’ajuster deux concentrations cellulaires, I’'une pour les activités estérases et
protéases (10° cellules/mL) et I’autre pour le test phospholipase (10° cellules/mL) [(Aoki et
al., 1990); (Slifkin, 2000); (Tsang et al., 2007)].

3. Deétermination des concentrations minimales inhibitrices (CMIs)

Candida albicans est un micro-organisme important dans la flore normale d'un sujet sain.
Cependant, préserver la viabilité de C. albicans tout en inhibant le potentiel virulent des
enzymes hydrolytiques reste un défi. A cet égard, la présente étude visait & trouver une
alternative In vitro qui pourrait réduire la virulence de cette levure sans altération vitale de la

flore microbienne.

L'utilisation des CMIs décroissantes des extraits et le maintien de la valeur CMI de I'AmB et

inversement, permettent d'avoir les meilleures combinaisons pour atteindre cet objectif.
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3.1. CMIs des extraits

Les CMIs des extraits sont déterminées par la technique de micro-dilution en utilisant des
microplaques a 96 puits et ce, en suivant le protocole du Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008) publié dans le document M27-A3.

Le milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Sigma), tamponné a pH 7 par

I’acide morpholine propane sulfonic est utilisé (MOPS, Sigma).

A l'aide d'une micropipette, 100 pL de RPMI 1640 sont mis dans les puits des microplaques &
96 puits. 100 uL de la solution mére de I'extrait a tester sont ensuite ajoutés dans les premiers
puits, cette opération est suivie d'une série de dilutions de % de puits en puits jusqu’au
dernier. Enfin, 100 pL de I'inoculum (10° cellules /mL) sont répartis dans tous les puits. Les

concentrations finales des extraits dans les puits sont comprises entre 3 et 0,02 mg/mL.

Les derniéres lignes des microplaques ont servi de témoin positif et négatif, respectivement.
Les microplaques sont scellées et incubées a 37°C pendant 24 heures. Les CMIs sont ensuite

déterminées a I'ceil nu.
3.2. CMIs des extraits en association avec I’amphotéricine B

Dans cette partie, une combinaison entre I’AmB et 1’un des deux extraits est réalisée. La
solution mére de I’amphotéricine B (I mg/mL) est préparée en solubilisant celle-ci dans le
diméthyl sulfoxyde (DMSO, Sigma). La CMI égale & 0,5ug /mL de I’amphotéricine B (AmB)
utilisée dans cette étude est celle obtenue lors d'une étude précédente vis-a-vis la souche de
référence, Candida albicans ATCC 10231 (Seddiki et al., 2015).

Dans un premier temps, en fonction des CMIs calculées précédemment (section précédente),
les extraits E1 et E2 sont introduits dans les puits a des concentrations variables tout en
conservant la méme concentration finale pour I'AmB (0,5 pug/mL). Pour cela, 100 pL du
milieu RPMI 1640 sont mis dans les puits d’une microplaque. 100 pL de I’extrait, EI ou E2,
sont ajoutés ensuite aux premiers puits, cette opération est suivie d’une série de dilution de 5
de puits en puits. 100 pL de ’AmB et 100 uL de I'inoculum (10° cellules /mL) sont ajoutés

ensuite dans les puits de la microplaque.

Dans la deuxieme étape, cette procédure a été inversee ; en d'autres termes, les concentrations

des extraits ont été maintenues au méme niveau, tandis que I'AmB a été préparé a des
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concentrations décroissantes (0,5 a 0,003 pg /mL). Les microplaques sont ensuite scellées et

incubées a 37°C pendant 24 heures.

Selon Vitale et al., (2005), la nature de l'interaction est déterminée en calculant l'indice de
concentration inhibitrice fractionnaire (ICIF). L'interaction est déterminée en tant que ICIF

selon la formule suivante.
ICIF=XCIF =CIFg + ClFamp

CIFeg = CMIg en combinaison /CMIg calculée seule.

ClFamg = CMlamg €n combinaison / CMIamg calculée seule.

L’interprétation des résultats en fonction des valeurs ICIF aboutie a différents effets; la
synergie si ICIF < 0,5 ; effet additif si 0,5 < ICIF < 1; effet indifférent si 1 < ICIF < 4 et
antagonisme au cas ou ICIF >4 (Mulyaningsih et al., 2010).

3.3. Activité des enzymes hydrolytiques

La technique de contact direct sur gélose (Silva-Rocha et al., 2015) est adoptée pour évaluer
I’effet des mélanges AmB/Extrait et Extrait! AmB sur D’activité des enzymes hydrolytiques.
Les activités enzymatiques (phospholipase, protéase et estérase) sont réalisées selon les
protocoles de [(Tsang et al., 2007); (Aoki et al., 1990) ; (Slifkin, 2000)], respectivement.

Ces activités sont évaluées en absence et en présence des combinaisons AmB/Extrait.

Avant d'étre versé dans les boites de Petri, les mélanges AmB/E1, AmB/E2, E1I/AmB et
E2/AmB sont ajoutés aux géloses appropriées pour chague enzyme a raison de 1mL de la
solution de I’extrait et ImL de I’AmB et ce, a des concentrations correspondant aux ICIFs

relatives aux effets synergiques, précédemment évaluées (section précédente).

Aprés inoculation, les boites sont incubées aux températures appropriées pendant une durée

correspondante a chaque activité hydrolytique.
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V.  Test statistique

Le logiciel statistique GEN STAT Discovery, Edition 3, a été utilisé pour l'analyse des
données. Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne + erreur standard de la
moyenne. La comparaison entre les moyennes a été réalisée a l'aide de 'ANOVA et du test a
plages multiples de Duncan. Le niveau de signification a été fixé a une valeur p < 0,01. Les
représentations graphiques de type Boxplot ont été réalisé par le logiciel Past software,

version 4.03.

26



Troisieme partie

Résultats et discussion




Troisiéme partie Résultats et discussion

I. Activité hydrolytique chez Candida albicans

Il est important de rappeler que I’activité hydrolytique des enzymes de Candida albicans
conduit souvent a un dysfonctionnement cellulaire et tissulaire [(Manns, 1994) ; (Dabiri et
al., 2016)].

Quatorze (14) souches de C. albicans sont utilisées dans cette étude. Selon les résultats
obtenus, 73,33% parmi elles se sont révélées productrices des phospholipases, tandis que
93.33% étaient positives pour la synthése des protéases. L’activité des estérases est observée
chez 86.66% des isolats, alors que les activités des coagulases et des hémolysines sont
observées, respectivement, chez 80 % et 86.66% des souches. Concernant I’ADNase, toutes

les souches testées ont présenté une activité négative (Tableau 01).

Tableau 01: Synthese des enzymes hydrolytiques chez C. albicans.

Activités enzymatiques (%)

C. albicans
(n=14)

Phospholipase  Protéase Estérase Coagulase ~ Hémolysine

73,33 93,33 86,66 80 86,66

D'aprés les valeurs Pz, calculées a partir des diameétres des halos de précipitation formés
autour des colonies de C. albicans, les activités hydrolytiques se sont révélées différentes
d'une souche a l'autre. En effet, une forte activité enzymatique est observée chez 20%, 40% et
80% des isolats de C. albicans, respectivement vis-a-vis des phospholipases, protéases et
estérases (Figure 07). En revanche, 33,33% et 20 % des souches présentaient respectivement
une activité moyenne pour les phospholipases et les protéases ; tandis que seulement 6% des
souches présentaient une activité modérée pour l'activité estérasique. Les détailles de ces

résultats sont regroupés dans I’annexe 01.

Par ailleurs, une faible activité des phospholipases et des protéases est enregistrée chez
13.33% et 33.33% des souches, respectivement. Pour les phospholipases et les estérases,
26.66% et 13.33% des souches n’ont montré aucune activité, tandis que seulement 6,66 % des

isolats ont montré une activité protéase négative (Figure 07).

D’un autre coté, 86.66% des isolats sont B-hémolysine et 13.34% sont y-hémolysine, ce
résultat signifie que la plupart des souches étudiées présentent une activité hémolytique

positive.
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Figure 07: Activités hydrolytiques des souches de Candida albicans. Les histogrammes avec les mémes lettres ne différent pas significativement

selon le test aux plages multiples de Duncan avec un niveau de probabilité de 1 %. Les barres verticales indiquent I’erreur standard. A1-Al4 :
souches isolées, R1 : Candida albicans ATCC10231.
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L'analyse statistique des résultats obtenus a montré que seules les souches All et Al3
présentaient des activités enzymatiques significativement réduites par rapport a Candida
albicans ATCC 10231 (Figure 07). En revanche, dix souches de C. albicans (A2, A4-Al0,
Al2 et Al4) n'avaient présenté aucune différence significative en ce qui concerne l'activité
phospholipasique par rapport a la souche de référence. Ce méme constat est observé pour

’activité protéasique chez six souches (Al-A4, A7 et A10).

Par ailleurs, seulement trois souches (A2, All et Al13) ont présenté une différence
significative par rapport a l'activité estérasique de C. albicans ATCC 10231. A 1’exception
des souches A1l et A13 qui ont présenté des activités hémolytiques négatives (Pz = 1), tous
les isolats avaient une activité hémolysine qui ne différait pas significativement de celle de la
souche de référence.

Les résultats précédents suggerent que la majorité des isolats avaient un potentiel
hydrolytique actif ; autrement dit, I'expression de ces activités semble étre un facteur de
virulence attribué aux souches de C. albicans étudiées. Les enzymes hydrolytiques, telles que
les protéases, les phospholipases et les hémolysines sont sécrétés par C. albicans en
permettant donc d'envahir les tissus de I'hdte ou d'autres substrats solides [(Mathé et Van
Dijck, 2013); (Tsui et al., 2016)].

La production des enzymes hydrolytiques par Candida sp. peut aider, en fait, a mieux
comprendre le processus de la maladie car ces enzymes ont une activité sur un large éventail
de substrats hotes (Tellapragada et al., 2014), mais la quantité et le potentiel de l'activité
enzymatique sont différents [(Pakshir et al., 2013) ; (Yapar, 2014)].

Selon Chin et ses collegues (2013), il a été proposé que la disparité d'activité des exo-
enzymes chez les especes de Candida puisse étre attribuée a des tailles moléculaires variables
et des taux de diffusion variés.

Il semble également que les niveaux d'activité enzymatiques extracellulaires sont influencés
par le type de milieu incorpore, le temps d'incubation, les sites anatomiquement affecté par
des isolats de Candida, le type d'échantillons biologiques examinés et les groupes de patients
(Seifiet al., 2015 ; De Paula Menezes et al., 2016 ; Sokol et al., 2018).
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Pinto et al. (2008) et De Souza Ramos et al. (2015) ont respectivement démontré des
activités des phospholipases positives chez 99,4 % et 100 % de leurs isolats. Dans ce méme
contexte, de nombreuses études ont signalé des niveaux élevés d'activité hydrolytique liées a
ces enzymes [(Deepa et al., 2015); (De Souza Ramos et al., 2015); (De Paula Menezes et
al., 2016); (Jafari et al., 2017); (Aparna et al., 2023)]. Il convient de noter que ce méme

constat concorde avec les conclusions de la présente étude.

D’autres résultats ont été rapportés par Chin et al., (2013), Erum et al., (2020) et Jafarian
et al., (2021); ces auteurs ont précisé que leurs isolats cliniques de Candida albicans avaient
présenté des activités des phospholipases divers, elles étaient de 75%, 85% et 47,4%,
respectivement. Il est observé que différents éléments peuvent influencer la production des
phospholipases, tels que le lieu d'isolement, I'état de santé du patient et le type d'infection
[(Brondani et al., 2018); (Sokol et al., 2018)].

Lors de lésions tissulaires, l'activité des phospholipases est extrémement élevée car ces
enzymes hydrolysent une ou plusieurs liaisons esters de glycérophospholipides sur la
membrane de la cellule hote (Pawar et al., 2014). Il a été rapporté, par ailleurs, que le nombre
de souches testées pour chaque site d'infection dans les différentes études peut influencer les

résultats du test de phospholipase (El Baz et al., 2021).

Concernant I’activité protéasique, un autre facteur de virulence analysé dans cette étude, elle a
été observée chez 93,33% des isolats. De nombreuses études ont également rapporté des taux
élevés de cette activité hydrolytique chez C. albicans [(De Souza Ramos et al., 2015 ; De
Paula Menezes et al., 2016 ; Jafari et al., 2017) ; (Gharaghani et al., 2022)].

Une corrélation importante existe entre la pathogénie et I’activité protéasique chez C.
albicans. Ce facteur biochimique de virulence est egalement associé a la durée de I'infection
par cette espéce (llkhanizadeh-Qomi et al., 2020).

La production et I'expression des protéases chez C. albicans varient en fonction de différents
éléments, tels que le degré d'infection (Brondani et al., 2018). En réalité, les genes SAP se
manifestent de maniere différente en fonction des souches de C. albicans. De plus, leur
manifestation dans le laboratoire differe de leur manifestation In vivo (De Cassia Mardegan
et al., 2006). En fait, en exprimant ces genes, C. albicans pourrait étre en mesure de faire face

a la phagocytose (Faria-Gongalves et al., 2022).
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L’activité d’estérase, 1’autre facteur de virulence analysé dans cette etude, a été détecté chez
86,66% des isolats. Ce ci est également en accord avec les résultats obtenus par d'autres
chercheurs [(Slifkin, 2000); (Yucesoy et Marol, 2003); (Pakshir et al., 2013);
(Gharaghani et al., 2022); (Aparna et al., 2023)]. En revanche, Deepa et al., (2015) et
Noori et al., (2017) ont démontré que pres de la moitié des souches de C. albicans étaient

capables de produire I'estérase.

Dans cette étude, la synthése d'hémolysine a été observée chez 86,66% des souches cliniques
de Candida albicans ; ce résultat est inférieur a celui rapporté par Sachin et al., (2012). Une
activité hémolytique élevée a été observee dans les études de [(Ghannoum, 2000 ; Pakshir et
al., 2013 ; Deepa et al., 2015 ; De Paula Menezes et al., 2016, Jafarian et al., 2022),
(Aparna et al., 2023)]. Tous ces résultats indiquent que l'activité des hémolysines peut

différer selon les souches cliniques de C. albicans.

La production d'hémolysine est un élément intrinseque de C. albicans qui se produit dans des
conditions particulieres [(Favero et al., 2014) ; (De Paula Menezes et al., 2016)]. Son
expression peut étre affectée par la concentration de I’inoculum de cette levure et les
conditions du milieu [(Chin et al., 2013 ; Nouraei et al., 2020)].

Dans leur étude de 2015, Deepa et ses collégues ont démontré que 1’activité de I’hémolysine
est impossible lorsque le glucose n’est pas présent dans le milieu de culture. Paradoxalement,
une glycémie élevée peut également avoir un impact direct ou indirect sur la production de

cette enzyme hémolytique (Tsang et al., 2007).

Selon Yigit et ses collegues (2011), l'association du Sabouraud dextrose agar au sang de
mouton semble étre le meilleur milieu pour évaluer l'activité hémolytique des especes de

Candida albicans.

De plus, étant donné I'importance de I'ion fer dans le processus respiratoire des mammiféres,
cet élément peut également jouer un réle crucial dans les fonctions vitales des levures et leur
croissance, notamment dans l'activit¢ hémolytique [(Manns et al., 1994); (De Paula
Menezes et al., 2016)].

Concernant le test de la coagulase, 80% des souches étudiées se sont révélées positives pour
cette activité. Contrairement a ce résultat, Padmajakshi et al., (2014) ont rapporté que

l'activité de cette enzyme n'était observée que chez 3 % des souches de C. albicans. De plus,
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Yigit et al., (2008) n’ont constaté aucune activité coagulase In vitro en utilisant du sérum
humain. En utilisant du serum de lapin, 45,3% de leurs mémes souches étaient pourtant
positives pour la synthese de cette enzyme. Rappelons que les résultats obtenus dans la

présente étude ont été testés avec du sérum humain.

En revanche, plusieurs recherches ont mis en évidence des résultats similaires a ceux de cette
étude. Il a été démontré que 69% des isolats de C. albicans étaient capables de produire de la
coagulase (Jabeen et al., 2023). En outre, 40% et 50% des souches de cette espéce ont été
testées positivement pour la coagulase, respectivement dans les études de (Adogo et al.,
2020) et (Miruka et al., 2023).
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I1. Activités enzymatiques des cellules sessiles

1. Formation de biofilm

L’objectif de cette étude était de déterminer les facteurs de pathogénies attribués a la
formation des biofilms et a I’activité des enzymes hydrolytiques chez les souches de Candida
albicans. D’aprés les résultats obtenus, 53.33% des souches se sont révélées fortement

productrices de biofilm, tandis que le reste (46.66%) a montré une capacité moyenne.

Ces résultats montrent que toutes les souches utilisées sont dotées du pouvoir de formation
des biofilms et confirment ceux de Touil et al., (2018), qui nous ont fourni les souches de

Candida albicans utilisées dans cette étude.

En fait, les souches de C. albicans ont le pouvoir de former le biofilm [(Seghir et al., 2015) ;
Dabiri et al., 2018)]. Pour la premiere fois en 1999, William Costerton et son équipe ont mis
en évidence le lien entre la pathogénie microbienne et la formation des biofilms. Cela
explique en partie lI'importance considérable des biofilms de C. albicans dans sa redoutable
pathogénie [(Ghannoum et al., 2000) ; (Douglas, 2003)].

D’autres recherches études ont révélé le potentiel considérable d'adhésion a divers supports et
de formation de biofilms chez les isolats de Candida albicans [(Ghannoum et al., 2000);
(Mukherjee et al., 2003)].
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2. Activité enzymatique en mode sessile

L’activité hydrolytique des phospholipases est souvent liée a la virulence de C. albicans
(Sachin et al., 2012). D’apres les résultats obtenus, trois quart (73.33%) des souches étudiées
ont présenté une activité phospholipase positive en mode sessile, tandis que 26.66% en étaient

incapables.

Parmi celles positives, neuf (9) souches de C. albicans ont montré une forte activité
phospholipase, tandis qu'une faible activité a été observée chez deux souches. Il convient de
noter le tandem de la forte activité observé en mode sessile et planctonique chez la souche de
référence, C. albicans ATCC10231 (Figure 08).

H Pz planctonique
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Figure 08: Activite de phospholipase chez Candida albicans en mode sessile et planctonique.
Les barres verticales indiquent 1’erreur standard. A1-Al4 : souches isolées, R1 : C. albicans
ATCC 10231.
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Les souches A4, Al12 et Al4 ont montré une activité forte en mode sessile (Pz = 0,59 £ 0,01 ;
0,60 £ 0,03; 0,6 £ 0, respectivement), cette activité a été qualifiée moyenne en mode
planctonique (Pz respectifs de 0,760 + 0,02 ; 0,760 £ 0,03; 0,750 + 0,06). De méme, la faible
activité observée chez la souche A2 en mode planctonique est passée a une activité élevée en
mode biofilm (Pz= 0,67 + 0,01).

Par ailleurs, la souche A3 qui était négative pour cette activité en mode planctonique (Pz = 1),
a présenté une activité phospholipasique positive en mode sessile (Pz = 0,89).
Remarquablement, 1’activité de phospholipase des souches sessiles All et Al3 n’a pas

changé, elle est restée négative (Pz = 1).

Concernant I’activité des protéases, les résultats obtenus ont montré que toutes les souches
étaient positives en mode sessile (Figure 09). Cette activité est restée forte chez Candida
albicans ATCC10231 en mode de vie biofilm et ce, malgré la Iégére augmentation de la
valeur Pz (0,54 + 0,01).

H Pz planctonique
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Figure 09 : Activité des protéases chez Candida albicans en mode sessile et planctonique. Les
barres verticales indiquent 1’erreur standard. A1-Al4 : souches isolées, R1 : C. albicans
ATCC10231.
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Le switch de Candida albicans du mode de vie planctonique a celui sessile a révélé une
augmentation de l'activité des protéases chez les souches A5, All, Al12 et Al3. Toutefois,
cette activité a connu une baisse chez A1, A2 et A9 et demeure inchangée chez A3, A6 et A8.
Ces résultats suggerent que I'expression des génes responsables de l'activité hydrolytique des
protéases soit liée a la souche, car elle varie d'une souche a l'autre, tant en mode planctonique

que en mode biofilm.

D'une maniére surprenante, la souche Al4 qui était négative pour cette activité hydrolytique

en mode planctonique (Figure 09), devient positive en mode sessile (Pz = 0,81 £ 0).

Concernant l'activité estérasique, toutes les souches de Candida albicans ont montré une
activité forte en mode sessile a 1’exception des deux souches A1l et A13. Ces deux derniéres
n'ont présenté aucune activité, ni en mode planctonique ni en mode sessile; ceci étant dit, il
pourrait s'agir d'un dysfonctionnement des genes responsables ou de leur absence totale du

génome cellulaire (Figure 10).

H Pz planctonique
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Figure 10 : Activité d’estérase chez Candida albicans en mode sessile et planctonique. Les
barres verticales indiquent 1’erreur standard. A1-Al4 : souches isolées, R1 : C. albicans
ATCC 10231.
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Selon la figure 10, I’activité hydrolytique estérase est accentuée en mode sessile chez les
souches Al, A2, A7 et A8 par rapport a celle observée en mode planctonique. Il convient de
noter que la souche A2 est passée d’une activité faible en mode planctonique (Pz = 0,81
+0,19) a une activité forte en mode biofilm (Pz= 0,63 +0,03).

En revanche, cette activité a diminué chez A3, A4, A5, A6, A9, A10, Al2 et A14 en mode
sessile. Ce résultat est similaire a celui observé chez la souche de référence, C. albicans
ATCC 10231.

La synthése d'enzymes hydrolytiques par Candida albicans pourrait étre influencée par la

transition du mode de vie planctonique a celui du biofilm, selon les résultats de cette étude.

Ce constat va dans le méme sens avec les observations de EI-Houssaini et al., (2019) qui ont
révélé une corrélation significative positive entre la formation de biofilm et ’activité de
phospholipase des souches de C. albicans. Cette méme observation a été mise en évidence par

Mohammadi et ses collégues en 2020.

En effet, des isolats appartenant a cette espéce synthétisent des taux plus élevés de
phospholipase en mode sessile (Sachin et Santosh, 2013). Ceci dit que la quantité de
production de biofilm est directement proportionnelle a [lactivité phospholipasique
(Figueredo et al., 2012).

A contrario, I’équipe de Samaranayake documente dans ses recherches que la synthése des
phospholipases n'est pas liée a la production d’autres facteurs de virulence [(Samaranayake
et al., 2005); (Samaranayake et al., 2006)]. De plus, selon Rajendran et al., (2010), aucune
association n’existe entre I’activité phospholipasique et la formation de biofilm de C.

albicans.

En revanche, ces mémes chercheurs stipulent que la formation de biofilm est associée
positivement a D’activité protéolytique chez cette levure (Rajendran et al., 2010). Il a
également éte signale qu'il existe une corrélation entre I'expression des génes SAP9 et SAP10
et la forte synthese de biofilm par les isolats de C. albicans (Kadry et al., 2018). Selon
Chaffin (2008) et Schild et al., (2011), ces genes sont en effet impliqués dans la formation

des biofilms de cette espece.

Selon Joo et ses collégues (2013), il a été démontré que les communautés cellulaires de

Candida albicans, qui résident en mode biofilm, produisent davantage de protéines Saps que
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les cellules planctoniques. De plus, les niveaux d'expression des genes SAP5 et SAP9 en

mode sessile étaient nettement supérieurs a ceux des cellules planctoniques In vitro.

Il a également été démontre que l'activité de Sap5 et Sap6 augmente de maniére significative
lors de la formation du biofilm. Les biofilms matures montrent une expression beaucoup plus
élevée de ces genes In vivo que les cellules planctoniques, confirmant leur pertinence dans les

infections provoquées par les biofilms (Winter et al., 2016).

Par ailleurs, Ramage et al., (2012) ont signalé que les genes SAP sont sur-exprimés lors de la
maturation des biofilms et que SAP8 joue un role majeur ; c’est pourquoi I’étude de
I’interférence de ces genes et de la formation de biofilms peut permettre de comprendre la
gravité des maladies qui leur sont associées; menant ainsi au développement de nouvelles

stratégies pour combattre les infections a Candida sp. (Sachin et Santosh, 2013).
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I11.  Effet du pH et de la température sur I’activité hydrolytique

Afin de déterminer I’effet des deux parametres physiques, pH et température d’incubation, sur
la synthése des enzymes hydrolytiques (phospholipase, protéase et estérase), deux pH

différents et deux températures différentes ont été considérés pour la réalisation des tests.

La figure 11 illustre I’ensemble des résultats obtenus sous un aspect dégradé des couleurs.

Annexe 2 regroupe les résultats détaillés des valeurs Pz des tests réalisées.

D'apreés les résultats obtenus (Figure 11), les températures d’incubation et le pH semblent agir
difféeremment sur les niveaux des activités hydrolytiques selon qu’il s’agit de phospholipase,

protéase ou estérase.

En effet, aucune activité hydrolytique des protéases n’est observée chez toutes les souches de
Candida albicans a pH 7; tandis que la majorité d’entre elles exprimaient une forte activité

estérasique indépendamment de la température d’incubation ou du pH (Figure 11).

T 30°C 3rcC 30°C 3rrC 3j0°C 3rrC
pH 5 7 5 7 5 7 5 T 35 17 35 7
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Figure 11: Niveaux d'activités hydrolytiques de phospholipase, protéase et estérase de
Candida albicans dans differentes conditions de pH et de température. L aspect dégradé des

couleurs désigne le changement du niveau de I’activité hydrolytique.

Suite aux changements du pH et de la température d'incubation, les résultats ont montré une
différence significative (P < 0,01) des activités hydrolytiques des phospholipases et des

protéases chez tous les isolats par rapport & Candida albicans ATCC 10231. Cependant, les
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activités des estérases observées chez Al, A3, A6, A7, A8, A10, Al2 et Al4 n'étaient pas

significatives par rapport a cette souche de référence.

Globalement, malgré le fait que les activités hydrolytiques soient restées inchangées pour
certaines souches, les resultats obtenus suggeérent que C. albicans possede des activités
phospholipasiques et protéasiques variables en fonction du pH et de la température

d'incubation. En effet, I’interaction souche-pH-température était significative (P < 0,01).

Pour l'activité estérasique, ni le pH ni la température d'incubation n'ont d'influence sur son
niveau dactivité (Figure 11); la signification de l'interaction souche-pH-température n’a pas

été observée pour cette enzyme hydrolytique (P =0,187).

Selon la figure 12, a une température de 37°C, la souche A5 qui présentait une faible activité
phospholipasique a pH = 7 (Pz = 0,86 + 0,01), a diminué son activité pour devenir moyenne a
pH= 5 (Pz = 0,73 £ 0). Dans ces mémes conditions physiques d’incubation, 1’activité
moyenne des phospholipases est devenue forte (Pz = 0,74 + 0,02) chez la souche A4 (Pz =

0,63 £ 0,03); pourtant, elle a diminué jusqu’au niveau faible chez A12 et Al14.
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Figure 12: Moyennes des valeurs Pz des activités des phospholipases, protéases et estérases chez C. albicans a différentes températures
d’incubation et de pH. Les lettres non identiques pour la méme activité enzymatique indiquent des différences significatives entre les moyennes

selon le test de la séparation moyenne de Duncan au seuil critique de 0,01. Les barres verticales indiquent 1’erreur standard. A1-Al4 : souches

isolées, R1 : Candida albicans ATCC10231.
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1. Activité de phospholipase

D’aprés les résultats obtenus, D’activité de phospholipase était variable suivant les
changements de pH et de température d’incubation. Globalement, une activité positive est
enregistrée chez 80% des souches utilisées. Dans les conditions d’incubation a 30 °C et de pH
égale a 7, une forte activité phospholipasique a été observée chez la moitié (50%) des isolats.
Cependant, 25% d’entre eux ont présenté une activité moyenne, 16.66% une faible activité et

8.33% ont présenté une activité tres faible (Figure 12).

En revanche, a pH = 7 mais a la température de 37°C, seulement un quart (25%) des souches
ont présenté une forte activité. Cela signifie que l'augmentation de la température jusqu'a
37°C a provoqué la diminution de cette forte activité chez la moitié de la population qui l'avait
a 30°C. En revanche, dans ces mémes conditions d’incubation (pH = 7, 37°C), une activité
phospholipasique moyenne a été exprimee chez 41.66% des souches au lieu de 25% observé a
30°C. Il a également été constaté que 16,66% des isolats exprimaient une activité

hydrolytique faible ou trés faible.

Par ailleurs, a pH = 5 et a la température de 30°C, 33.33% des souches ont présenté une
activité forte, 25% des isolats ont présenté une activité moyenne. Une activité faible est

observée chez 41.66% des souches de C. albicans.

Il convient de noter que dans les conditions d'incubation de 37°C et de pH = 5, l'activité
phospholipasique positive a diminué pour atteindre un taux de 73,33 % chez les isolats de
Candida albicans au lieu de 80% observés ultérieurement. En fait, 36,36% des souches ont
exprimé une activité phospholipasique forte, 27,27% avec une activité moyenne et 36,36%

avec une faible activité hydrolytique.

D’aprés Bornscheuer et al., (2002), les phospholipases microbiennes sont actives sur une
large gamme de pH (7 - 9) et de température (30 - 40°C). A la température d’incubation de
30°C, les souches A5 et A10 ont presenté une activité phospholipasique forte a PH = 7, (Pz
respectifs de 0,63 + 0,010 et 0,64 + 0,007). Cependant, ces mémes souches ont exprimé une
faible activité a un pH de 5 (Pz = 0,83 + 0,006 et 0,80 + 0,02, respectivement). A noter que
Candida albicans ATCC 10231 a exprimé une activité moyenne a un pH de 7 mais une forte

activité a pH = 5.
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Les souches A12 et Al4, ayant présenté une activité moyenne a pH = 7 avec des valeurs Pz
respectives de 0,77 £ 0,01 et 0,76 £ 0,001, ont diminué leurs activités jusqu'a devenir faibles a
pH=5(Pz=0,86 £ 0,02 ; 0,86 + 0,02). Cependant, les souches A6, A8 et A9 ont conservé la

méme activité forte aux pH expérimentaux de 7 et 5 (Figure 12).

La figure 13 représente les performences enzymatiques hydrolytiques des phospholipases

chez C. albicans en fonctions des valeures Pz globales.
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Figure 13 : Représentations graphiques du Box-plot avec distribution scatter plot de ’activité

hydrolytique globale des phospholipases chez C. albicans.

En se référant a la figure précédente, une médiane s’affiche a une valeur de 0,76 avec un
minimum de 0,4 et une valeur maximale de 1. Selon le scatter plot, la distribution de I’activité

hydrolytique est hétérogéne tandis que le modéle mathématique ne détecte pas de valeurs
atypiques.

Selon les résultats obtenus, I'influence de lI'un ou de l'autre des deux parametres physiques
étudiés (pH et température) sur l'activité hydrolytique des phospholipases de Candida
albicans ne semble étre intercepté qu'en gardant I'un d'entre eux constant, et vice versa. L'effet
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du pH a été effectivement mis en évidence lorsque la température était maintenue constante
(30°C et 37°C). De méme, I’effet de la température a été observé lorsque le pH était maintenu

constant.

Dans ce contexte, plusieurs études ont montré en effet que les facteurs physiques tels que le
pH et la température influencent la virulence de Candida [(Hazen et Hazen, 1987); (Tsuboi
et al., 1989); (Brown et al., 1999) ; (Ramon et al., 1999);(Ernst, 2000); (Lane et al., 2001);
(Staib et al., 2001)].

Toutes ces données permettent de déduire que le pH et la température d'incubation jouent un
role déterminant dans l'activité des phospholipases qui peut évoluer selon la souche. Dans ce
méme ordre d'idées, Mukherjee et ses collaborateurs ont révélé en 2003 que la phospholipase
est sécrétée differemment chez C. albicans selon des conditions environnementales variables.
Cette activité hydrolytique est exprimée a 30°C et 37°C, tandis que le pH optimal pour son

expression est de 5,9.

A l'inverse, Pawar et al., (2014) ont rapporté que cette activité hydrolytique est optimale & un
pH de 7. De méme, Samaranayake et ses collaborateurs ont montré en 1984 que cette espéce
ne peut secréter de phospholipase que dans un intervalle limité entre 3,6 et 4,7. Ces auteurs
ont également souligné que les changements de pH dans la cavité buccale peuvent altérer
I'expression normale de la phospholipase; il existe en effet une corrélation significative entre

le pH de la salive et l'activité de cette derniére (Thomas et al., 2015).

A la température d’incubation de 37 °C, Fule et ses collaborateurs ont détecté en 2015 une
activité de phospholipase chez huit dixiémes (8/10) de leurs isolats de C. albicans, dont plus
de la moitié avec une activité forte. De plus, Pakshir et al., (2013) ont rapporté que plus de
90 % des souches appartenant a cette espéce avaient une activité de phospholipase forte. De
Souza Ramos et al., (2015), pour leur part, affirment que plus de la moitié de leurs isolats
avaient exprimé une forte activité de phospholipase, tandis que le reste présentait une activité

moyenne.
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2. Activité de protéase

En ce qui concerne I’activité de protéase, toutes les souches utilisées n’ont présenté aucune
activité hydrolytique a pH = 7 et ce, quelque soit la température d’incubation (30°C ou 37°C).
Les résultats obtenus ont montré que Candida albicans n'exprime aucune activité
hydrolytique de protéase a pH 7. Cette observation a été soulignée dans plusieurs études
[(Samaranayake et al., 2005); (De Souza Ramos et al., 2015) ; (Sriphannam et al.,
2019) ;(Ramos-Pardo et al., 2023)], ces auteurs ont indiqué que l'activité optimale de la

protéase est exprimée aux pH acides.

Dans les conditions expérimentales de pH = 3,5 et de température d’incubation de 30°C,
93,33% des souches de C. albicans ont exprimé une positive activité des protéases. Parmi
celles-ci, 21,42% ont exprimé une activiteé forte, 42,85% avec une activité moyenne et 35,71%

avec une activité faible.

En revanche, avec ce méme pH (3,5) mais a la température d'incubation de 37°C, un taux
similaire (93,33 %) de souches a été enregistré avec une activité de protéase positive. Cela
signifie que cette activité hydrolytique reste constante chez C. albicans malgré I’augmentation
de la température d’incubation. Parmi celles-ci, 28,57% avaient une forte activité, tandis que
le méme taux (35,71%) a été observé chez les souches ayant exprimé une activité protéasique

moyenne ou faible (Figure 12).

Des résultats similaires ont été rapportés par Sriphannam et al., (2019) ainsi que De Souza
Ramos et al., (2015). Ces chercheurs ont montré que tous leurs isolats de C. albicans
produisaient de la protéase a pH = 3,5 a 37°C. De plus, Fatahinia et al., (2017) et Miranda
et al., (2015) ont souligné des taux respectifs de 89,1% et 100% chez C. albicans ayant une

activité protéasique positive a pH =5 a 37°C.

Par ailleurs, les souches Al et A8 qui ont révélé une activité forte a 30°C (Pz = 0,65 + 0,009),
ont passé a une activité moyenne a 37°C (Pz respectifs de 0,73 = 0,029 et 0,79 + 0,007).
Contrairement, les souches A3 et A7 ont passé d’une activité moyenne a 30°C (Pz respectifs
de 0,76 = 0,02 et 0,71 £ 0,02) a un effet hydrolytique fort a 37°C (Pz respectifs de 0,68 +
0,02 et 0,63 £ 0,03).

A6 et A9 quant a elles, leur activité faible exprimée a 30°C (Pz respectifs de 0,84 + 0,006 et
0,80 £ 0,03) est passée a moyenne a 37°C (Pz respectifs de 0,77 + 0,004 et de
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0,75 £ 0,007). Cependant, la souche A10 a conservé sa forte activité, tandis que les souches
All et A13 ont exprimé la méme activité hydrolytique faible a 30°C et a 37°C.
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Figure 14 : Représentations graphiques du Box-plot avec distribution scatter plot de 1’activité

hydrolytique globale des protéases chez C. albicans.

Selon la figure 14, la performance cellulaire pour I’activité hydrolytique des protéases semble
avoir une médiane de 0,89, un minimum de 0,52 et un maximum de 1. La distribution scatter
plot est hétérogeéne. Deux groupes inférieurs a la médiane se distinguent en plus d’un autre

groupe égal au troisieme quartype.

L'activité hydrolytique des protéases chez Candida albicans est due a l'activité des génes
SAP, la variabilité de cette activité peut étre attribuée a 1’expression de ce groupe de génes qui
semble avoir une spécificité isoenzymes/pH optimal [(Hube et al., 1994) ;(White et
Agabian, 1995)].

Des différences intéressantes de pH optimales ont été effectivement observées entre ces
isoenzymes. En regle générale, l'activité optimale de Sap2, Sap3 et Sap8 a été trouvée dans la
plage de pH comprise entre 2,5 et 4,5. Toutefois, ces enzymes demeurent actives jusqu'a un

pH de 7. En outre, on constate une activité optimale pour Sapl, Sap4, Sap5, Sap6, Sap7, Sap9
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et Sap10 a des pH plus élevés (5 a 6,5) [(Rapala-Kozik et al., 2018) ; Ramos-Pardo et al.,
2023)].

Grace a ces différents pH optimaux, C. albicans se dote d'une gamme d'activités
protéolytiques positives qui lui sont cruciales envers son héte, en particulier lorsqu'elle infecte
la muqueuse vaginale (pH acide) ou la cavité buccale (pH neutre). [(Capobianco et al.,
1992) ; (Wagner et al., 1995)].

Il convient de souligner que lorsque le pH dépasse 7, une dénaturation alcaline irréversible
des protéines enzymatiques est constatée. Cette dénaturation est également observée a des

températures supérieures a 45°C (De Bernardis et al., 2001).

L'étude In vitro a démontré que SAP2 se manifeste a des températures allant de 30°C a 37°C
(Hube et al., 1994). Toutefois, Monod et ses collegues (1998) ont mis en évidence que la
température idéale pour I'expression de SAP8 était de 25°C, ce qui laisse entendre que

I'expression de ce gene est température-dépendante.

Il convient de souligner que le pH de I'environnement n'a pas diimpact sur le profil
d'expression des protéases de C. albicans, mais a un impact sur leur niveau d'expression
(White et Agabian, 1995). L'expression de SAP9 et SAP10 est indépendante des conditions
de culture, ils s’expriment intégralement dans toutes les formes de croissance [(Felk et al.,

2002) ; (Schaller et al., 2003)].
3. Activité d’estérase

Les résultats obtenus pour I’activité des estérases ont montré que 86.66% des souches ont une
activité positive forte et ce, quelque soit le pH (5 ou 7) ou la température d’incubation (30°C
ou 37°C). Aucune différence significative n'est observée entre les valeurs Pz chez toutes les

souches, quelles que soient les conditions expérimentales utilisées (pH et T°).

De maniére générale, les souches du genre Candida produisent de I’estérase a des
températures variant de 30°C a 40°C et des pH allant de 6 & 8 [(Chi et al., 2009); (Gonzélez-
Bacerio et al., 2010)].
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Figure 15: Représentations graphiques du Box-plot avec distribution scatter plot de 1’activité

hydrolytique globale des estérases chez C. albicans.

Selon la figure 15, la performance cellulaire pour 1’activité hydrolytique des estérases semble
avoir une médiane de 0,5, un minimum de 0,31 et un maximum de 0,69. Une distribution
hétérogéne du scatter plot des valeurs Pz, représentée par des valeurs atypiques autour de 1 et

des valeurs inférieuresa 0,6.

Ces enzymes restent stables aux pH compris entre 4 et 11 (Mehta et al., 2017). Néanmoins,
certaines estérases sont actives a un pH plus acide ou alcalin (Gonzélez-Bacerio et al., 2010).
Pawar et al., (2014), quant a eux, ont rapporté que cette activité hydrolytique est maximale a
37°C.

L’absence d’activité lipolytique n’est pas causée par un manque d'expression génétique, mais
plutét par des conditions de croissance qui ne favorisent pas leur production optimale
(Ramos-Pardo et al., 2023).

Des études antérieures ont fourni des résultats proches a ceux de la présente etude. Fatahinia
et al., (2015), Noori et al., (2017) ainsi que Pandey et al., (2018) ont révélé que la majorité
de leurs souches de C. albicans produisaient de I'estérase a une température d'incubation de
30°C. Tandis que Slifkin (2000) et Sriphannam et al., (2019) ont rapporté que 100 % de

leurs isolats exprimaient une activité estérasique a pH = 6,8. Ces auteurs rapportent
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néanmoins que leurs résultats sont similaires quelle que soit la température d'incubation, 30
ou 35°C.

Les résultats de Ramos-Pardo et al., (2023) ont révélé des différences d’expression de
’activité hydrolytique des estérases. En fait, 90%, 70% et 35% de leurs isolats de C. albicans
ont respectivement exprimé cette activité aux pH = 5, 6,5 et 7,5. Selon ces mémes auteurs, le
pH est un facteur déterminant pour cette activité chez C. albicans, des niveaux de pH plus

élevés entrainaient des activités enzymatiques plus faibles.

De plus, Alami et al., (2017), affirment que les intervalles de 27°C - 45°C pour la
température et 4,5 - 7 pour le pH sont valables pour la synthése de lipase par Candida sp.
Pour Korbekandi et al., (2008), la température et le pH idéaux pour une activité estérasique
optimale sont de 30°C et 7.
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IV.  Effet d’extraits de plantes sur l'activité hydrolytique

1. Détermination des CMls

Afin d’évaluer I’effet des extraits E1 et E2 sur ’activité hydrolytique des souches de Candida
albicans, les concentrations minimales inhibitrices de ces substances ont été déterminé seules

et en association avec I’AmB.

1.1. CMIs des extraits et de ’AmB

Les résultats obtenus ont montré que les deux extraits avaient un effet inhibiteur contre les
souches étudiées. Ces résultats ont montré que la CMI de I’extrait E1 était de 1,5 mg.mL™
tandis que celle de I’extrait E2 était égale a 3 mg.mL™; soit deux fois supérieure que celle de
I’extrait E1. Ces résultats ont été observes vis-a-vis de toutes les souches testées de Candida
albicans, y compris la souche de référence (A6, A8, All, A13, R1).

Les travaux de Mouderas et al., ont révélé en 2019 que C. albicans ATCC10231 peut résister
40,5 mg.mL™ de I’extrait d'acétate d'éthyle de Traganum nudatum. Cependant, Aouadhi et
al., (2013) suggerent que l'extrait méthanoliqgue de Mentha pulegium n'a aucun effet

antimicrobien contre C. albicans aux concentrations inférieures 8 50 mg.mL™.

Pour certains chercheurs, les extraits végétaux ne présentent pas tous des effets inhibiteurs

vis-a-vis des activités hydrolytiques chez C. albicans (Teodoro et al., 2018)

Pour 1’amphotéricine B, la CMI obtenue vis-a-vis de C. albicans ATCC10231 (0,5 ug.mL™) a
été prise en considération pour les tests qui vont suivre [(Boucherit-Atmani et al., 2011) ;
(Seddiki et al., 2015)].

1.2. CMIs des combinaisons extraits-AmB

Les concentrations minimales inhibitrices des extraits en association avec ’AmB sont
déterminées en utilisant les extraits a des concentrations décroissantes tout en maintenant dans
un premier temps la méme concentration finale de ’AmB (0,5 pg.mL™), puis, dans un

deuxiéme temps, en la diminuant progressivement.

Les valeurs des CMI des combinaisons AmB/E1 et E1/AmB étaient respectivement de
0,5 ug.mL™ / 0,002 mg.mL? et 0,375 mg.mL™ / 0,003 pg.mL™. Toutefois, celles des
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combinaisons AmB/E2 et E2/AmB étaient de 0,5 pg.mL™ / 075 mgmL? et
1,5 mg.mL™/0,25 pg/mL™, respectivement (Tableau 02).

Tableau 02: Concentrations minimales inhibitrices des extraits E1 et E2 en association avec

I’AmB et indices de concentrations inhibitrices fractionnaires.

Combinaisons AmB/E1 E1/AmB AmB/E2 E2/AmB

extraits et AmB 1 1 1 1 1 1 1 1
(ug.mL /mg.mL ) | (mg.mL “/pg.mL ") | (ug-mL /mg.mL ") | (mg.mL /ug.mL )

CMI 0,5/0,002 0,375/0,003 0,5/0,75 1,5/ 0,25

ICIF 1,0014 0,256 1,25 1

Comparativement aux CMIs des deux extraits calculées seules, le mélange d’extraits avec
0,5pg.mL™* d’AmB (CMI) avait conduit & la diminution de leur concentration d’un facteur de
750 dans la combinaison AmB/E1 et d’un facteur égale a 4 dans celle AmB/E2. Inversement,
avec des concentrations inférieures a celles de la CMI de I’AmB, ce facteur n’a diminué que
de 1,33 dans la combinaison E1/AmB, or dans le mélange E2/AmB la diminution était de
I’ordre de 2.

Selon les descriptions de Mulyaningsih et al., (2010), relatives a l'indice de concentration
inhibitrice fractionnaire (Tableau 02), un effet synergique pourrait étre attribué a la
combinaison E1/AmB (ICIF = 0,256). Cependant, un effet Iégérement indifférent

(ICIF = 1,0014) a été observé avec I’association inverse, AmB /E1.

Par ailleurs, ’association E2/AmB a révélé un effet additif avec un indice ICIF = 1.

En revanche, AmB/E2 a montré un effet indifférent avec un indice ICIF = 1,25 (Tableau 02).

Les résultats obtenus précédemment ont révélé I’efficacité inhibitrice de 1’extrait E1 par
rapport a E2. Ces résultats suggérent également que la combinaison E1/AmB pourrait

constituer une approche thérapeutique contre la virulence hydrolytique de C. albicans.
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2. Activité hydrolytique en absence des mélanges AmB/extrait

En absence d’effecteurs (E1, E2 et AmB), I’activité hydrolytique des phospholipases était
fortement positive chez Candida albicans ATCC 10231, A6 et A8. Les valeurs Pz observées
chez ces trois souches étaient de 0,62 + 0,01; 0,46 £ 0,05; et 0,52+ 0,04, respectivement.

Toutefois, les souches A1l et A13 ont montré une activité phospholipasique négative (Pz=1).

Par ailleurs, les souches de C. albicans étudiées ont montré une activité protéasique positive.
Pour C. albicans ATCC10231, une forte activité a été observée (Pz = 0,55 + 0,02); tandis
qu’une activité moyenne a été enregistrée chez les deux souches A6 et A8 (Pz respectifs de
0,77 £ 0,004 et 0,79 £ 0,007). All et A13, quant a elles, ont montré une activité protéasique
faible (Pz respectifs égales 4 0,85 + 0,02 et 0,84 + 0,02).

Pour ’activité estérasique, deux souches (A6, A8) ont présenté une forte activité avec une
valeur Pz < 0,63. Ces résultats sont comparables a celui enregistré chez Candida albicans
ATCC10231, la souche de référence. Les deux autres souches (All et Al3) présentaient

cependant une activité estérasique négative (Pz = 1). (Annexe 03)
3. Activité hydrolytique en présence des mélanges AmB/extrait

Les enzymes hydrolytiques sont des facteurs de virulence chez la levure Candida albicans,
I'inhibition de leur activités révele un effet protecteur pour I'hdte [(De Bernardis, 2001);
(Hube et Naglik, 2001)]. D’un point de vue pratique, il est important de noter que les
antibiotiques sont parfois utilisés en association en raison de leur effet additif ou synergique
(Calandra, 2003).

Compte tenu des résultats obtenus, relatifs aux indices de concentrations fractionnaires
inhibiteurs (ICIF) et, en tenant compte de la toxicit¢ de I'AmB qui est réduite a des
concentrations inférieures a 05 pg.mL™® (Hammond, 1977), les concentrations de
0,375 / 0,003 mg.mLY/pg.mL? (EL/AmB) et 15 / 0,25 mg.mLYug.mL?* (E2/AmB),
respectivement aux effets synergique et additif, ont été prises en considération dans cette

partie d’étude.

Dans ces conditions, I’addition des mélanges E1/AmB et E2/AmB a exercé un effet inhibiteur

remarquable sur l'activité phospholipasique (Figure 16).
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Figure 16 : Evaluation In vitro de I’activité de phospholipase chez C. albicans en absence et
en présence des mélanges E1I/AmB et E2/AmB. Les barres verticales indiquent 1’erreur
standard. Les histogrammes représentant la méme souche avec les mémes lettres ne différent
pas significativement selon le test a plages multiples de Duncan au niveau de probabilité de 1
%. L'axe des abscisses représente les souches de C. albicans utilisées.

L’activit¢ phospholipasique s’est avérée totalement inhibée chez Candida albicans
ATCC10231, ainsi que chez les souches A6 et A8 (Pz = 1). Comparativement avec les
résultats obtenus sans ajout d’extraits, la différence significative (P < 0,01) enregistrée entre
les valeurs Pz suggére que ces mélanges peuvent avoir un effet anti-virulent intéressant contre

cette activité hydrolytique chez C. albicans (Figure 16).

En revanche, les deux souches All et A13 n'ont montré aucune activité phospholipasique,
que ce soit en présence ou en absence des mélanges E1/AmB et E2/AmB (Figure 16), ce qui

semble décrire I'absence des genes responsables ou leur non-expression.
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Pour l'activité proteasique, I'ajout des mélanges E1/AmB et E2/AmB au milieu de culture aux
concentrations respectives de 0,375/0,003 mg.mL™Y/pg.mL™? et 1,5/0,25 mg.mLY/pg.mL™" a
entrainé I’inhibition totale de cette activité hydrolytique chez Candida albicans ATCC10231,
A6 et A8 (Pz=1). Une différence significative (P < 0,01) des valeurs Pz a été enregistrée chez
ces trois souches comparativement avec les résultats obtenus sans addition des deux mélanges
(Figure 17).

De maniere surprenante, une diminution significative des valeurs de Pz a été observée chez
les souches A1l et A13 malgré la conservation de leur activité protéasique, qualifiée de 1égere
(Figure 17). 1l est important de souligner que le mélange E1/AmB a entrainé une

augmentation plus importante de cette activité chez la souche A13.
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Figure 17 : Evaluation in vitro de I’activité de protéase chez C. albicans en absence et en
présence des mélanges E1/AmB et E2/AmB. Les barres verticales indiquent I’erreur standard.
Les histogrammes representant la méme souche avec les mémes lettres ne different pas
significativement selon le test a plages multiples de Duncan au niveau de probabilité de 1 %.
L'axe des abscisses représente les souches de C. albicans utilisées.

Par ailleurs, les résultats obtenus ont montré que I'ajout de 0,375/0,003 mg.mL*/pg.mL™? du
mélange E1/AmB dans le milieu de culture contribuait significativement (P < 0,01) a la
réduction de l'activité estérasique de C. albicans ATCC 10231. Cette activité hydrolytique est

passée de forte a moyenne (Pz = 0,77 + 0,01). Pour cette méme souche de référence, le
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mélange E2/AmB avait exercé une inhibition compléte de l'activite hydrolytique des

estérases, avec une augmentation significative de la valeur Pz (Figure 18).

Pour les souches A6 et A8, I’augmentation significative (P < 0,01) des valeurs de Pz n'a pas
modifier le niveau de leurs activités hydrolytiques, qualifiées de fortes. Cette observation est
enregistrée vis-a-vis des deux combinaisons, E1/AmB et E2/AmB. Malgreé cela, ces résultats
semblent avoir un effet inhibiteur sur l'activité hydrolytique de I'estérase, notamment avec le

mélange E2/AmB.
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Figure 18 : Evaluation in vitro de I’activité de 1’estérase chez C. albicans en absence et en
présence des mélanges E1/AmB et E2/AmB. Les barres verticales indiquent 1’erreur standard.
Les histogrammes représentant la méme souche avec les mémes lettres ne différent pas
significativement selon le test a plages multiples de Duncan au niveau de probabilité de 1 %.
L'axe des abscisses représente les souches de C. albicans utilisées.

A contrario, aucune activité estérase n’a été observée chez All et Al3, que ce soit en
I'absence ou en présence de mélange E1I/AmB ou E2/AmB. On peut également expliquer
l'absence de cette activité hydrolytique chez ces deux souches par un manque de genes

responsables ou leurs repression (Figure 18).
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D’une maniére générale, la combinaison extrait/ AmB a montré son effet anti-virulent contre
les souches de Candida albicans en réduisant leurs activités hydrolytiques sans en inhiber la
croissance microbienne. Cet effet biologique constitue une alternative qui pourrait étre dirigée
contre la virulence biochimique de cette espéce appartenant a la flore microbienne naturelle
de I'numain. Il est donc préférable de conserver la flore microbienne tout en réduisant sa

virulence hydrolytique, plut6t que de I'éradiquer totalement (Tefiani et al, 2020).

Les agents antimycosiques tels que la nystatine et I'amphotéricine B réduisent
significativement l'activité de la phospholipase des isolats cliniques des especes de Candida,
permettant donc de réduire leur virulence [(Anil et Samaranayake, 2003); (Kothavade et
al., 2010)].

De plus, les phospholipases agissent comme des cibles diagnostiques et thérapeutiques
potentielles pour un certain nombre de maladies cliniguement importantes (Barman et al.,
2018). Cette enzyme hydrolytique est corrélée, par conséquent, a la résistance antifongique et

joue un réle important dans I'augmentation de la diffusion de I'infection (Mba et al., 2020).

La présente étude a révélé des effets inhibiteurs avec différentes CMIs d'extraits de plantes en
association avec I'AmB. Dans ce contexte, Guo et al., (2009) ont rapporté un effet synergique
de l'association Thymol/AmB contre les isolats cliniques de C. albicans, évalué par la

méthode de micro-dilution.

Récemment, Benziane et al., (2023) ont affirmé dans ce méme contexte cet effet inhibiteur de
I'association d'extraits de plantes endémiques de la région de Tlemcen en association avec
I'AmB. Une activité synergique a ¢té trouvée lorsque I’huile essentielle d’Origanum

glandulosum a été combinée a I’amphotéricine B contre Candida albicans.

D'autres chercheurs affirment que la combinaison extrait/AmB utilisant I'nuile essentielle de
Melaleuca alternifolia et Ruta graveolens a un effet fongicide synergique [(El Alama et al.,
2017); (Donadu et al., 2021)]. En fait, ce type de recherche In vitro constitue un véritable
défi en termes de codt et de temps. Compte tenu des effets indésirables et de 1’apparition de
résistances aux médicaments antifongiques, 1’effet synergique est considéré comme un réel

gain pour le traitement des candidoses (Cui et al., 2015).

L’ajout des mélanges EI/AmB et E2/AmB au milieu de culture aux concentrations

respectives de 0,375/0,003 mg.mLY/ug.mL? et 15/0,25 mg.mLYpg.mL? induit
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partiellement ou totalement la réduction des activités hydrolytiques chez C. albicans; ce qui
suggere que l'effet anti-virulent de ces associations dépend des souches et des enzymes

hydrolytiques responsables.

En effet, la diminution de l'activité enzymatique des isolats de C. albicans pourrait réduire
considérablement leur pouvoir pathogéne (Abaci, 2011). En parallele, des métabolites
secondaires des plantes peuvent étre impliqués dans I’inhibition de ces enzymes hydrolytiques
(Mierziak et al., 2014). Akroum en 2021 a montré que I’extrait éthanolique de Zingiber

officinale est plus actif que le fluconazole et I’amoxiciline sur la levure Candida albicans.

Dans cette optique, Silva-Rocha et al., (2015) ont mis en évidence une forte diminution des
activités des phospholipases et des protéases chez C. albicans aprés 1’ajout de 1'extrait brut d’
Eugenia uniflora dans le milieu de culture. Gacemi et ses collaborateurs ont montré cing ans

apres (2020) que les graines de Lepidium sativum inhibent la production des phospholipases.

De plus, Budzynska et ses collaborateurs (2014) ont pu réduire considérablement l'activité
enzymatique chez C. albicans suite a son traitement avec des huiles essentielles. Ce
métabolite secondaire extrait a partir d’Origanum vulgare conduit & une réduction
significative de I’activité phospholipasique chez les isolats de cette espece (Brondani et al.,
2018 ; Véczi et al., 2024). De méme, El-Baz et al., (2021) ont montré que I’huile de romarin
était la plus inhibitrice de I’activité phospholipasique comparativement aux huiles de Jasmin,

de Cannelle et de clou de girofle.

En outre, Hofling et al., (2011) stipulent que les extraits de plantes présentent un effet
réducteur sur 1’activité protéasique des souches de C. albicans. Bravo-Chaucanés et ses
colléguers (2022) ont rapporté que I’extrait éthanolique de poivre noir (P. nigrum) entraine
une réduction significative de la production des protéases hydrolytiques. De plus, I’extrait
méthanolique de la racine de Juglans regia affecte la sécrétion de ces enzymes chez Candida
sp. (Rajaetal., 2017).

Bu et al., (2022), ont montré que la phlorétine réprime la sécrétion des enzymes hydrolytiques
en diminuant D’expression des geénes codant pour les protéases SAP1, SAP2 et les
phospholipases PLB1.En effet, expliquent ces mémes auteurs, I’utilisation d'extraits végétaux
peut représenter une stratégie importante pour contréler et prévenir les infections, telles que

les candidoses. Par conséquent, l'inhibition de I'activité protéolytique des protéases Sap
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affaiblit I’invasion des cellules de Candida albicans, permettant ainsi aux cellules

immunitaires de les éliminer facilement (Khan et al., 2014).

Une étude de I’effet inhibiteur d’extrait de Thapsia garganica sur la lipase de Candida rugosa
a montré une activité inhibitrice puissante surtout la partie des graines qui sont riches en
polyphénols et présentent une activité antioxydante importante, ont révélé 1’effet inhibiteur le

plus élevé vis-a-vis de la lipase de Candida rugosa (Halima, 2020).

Les produits végétaux sont des substances chimiques qui peuvent jouer un role antimicrobien
essentiel. En outre, les caractéristiques phénotypiques et génotypiques de chaque souche de

Candida albicans influencent l'activité anti-enzymatique (Brondani et al., 2018).
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Au cours des dernieres décennies, Candida albicans, principal agent pathogéne responsable
des candidoses, a provoqué une hausse importante des infections fongiques, ce qui a entrainé

une morbidité et une mortalité considérables.

Certains facteurs de virulence, tels que l'adhésion aux cellules hotes, le dimorphisme, la
production d'enzymes hydrolytiques et la formation de biofilm, expliquent le caractére
opportuniste de cette espéce et sa pathogénie ; la résistance aux antifongiques traditionnels a

également a cette pathogénie.

L'objet de cette étude porte sur cette problématique, la démarche expérimentale et les résultats

obtenus ont permis de tirer les conclusions suivantes :

La majorité des isolats ont une activité hémolytique positive, ce potentiel hydrolytique actif
semble étre un élément de virulence attribué aux souches examinées de C. albicans. Les
activités hydrolytiques des souches All et Al3 étaient nettement inférieures a celles de
Candida albicans ATCC 10231. En revanche, ces deux souches ainsi que A2, ont montré une
différence significative par rapport a l'activité estérasique de la souche de référence. De plus,
4/5 des isolats sont positifs a la p-hémolysine. Cependant, cette activité hémolytique est
négative chez All et Al3.

La production de biofilm était forte chez plus de la moitié des souches, tandis que le reste
(46,66%) a affiché une capacité moyenne. Cela signifie que chaque souche posséde un

potentiel fort ou moyen a former des biofilms.

Le switching de C. albicans de la vie planctonique a la vie sessile a mis en évidence des
changements métaboliques. En effet, prés de trois quart des souches étudiées ont présenté une
activité phospholipasique positive en mode sessile, tandis que le reste n'en était pas capable.
Parmi celles positives, neuf ont démontré une forte activité phospholipasique. La souche de

référence, quant a elle, a présenté une forte activité a la fois a I’état sessile et planctonique.

En ce qui concerne ’activité hydrolytique des protéases, toutes les souches se sont révélées
positives en mode sessile. L'évolution du mode de vie planctonique de C. albicans vers le
mode sessile a montré une augmentation de cette activité chez les souches A5, All, Al2 et
Al13. Néanmoins, cette activité hydrolytique a cependant diminué chez Al, A2 et A9 et est
restée inchangée chez A3, A6 et A8. D'aprés ces résultats, il semble que I'expression des

génes responsables de l'activité hydrolytique des protéases soit liée a la souche, car elle
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differe d'une souche a l'autre, tant en mode planctonique qu'en mode biofilm. Toutes les
souches ont montré une activité forte en mode sessile pour l'activité estérasique, a I’exception
des deux souches All et A13.

Par ailleurs, le pH et la température d'incubation se sont révélés étre des facteurs influencant
diverses activités hydrolytiques, que ce soit la phospholipase, la protéase ou l'estérase. Bien
que certaines souches aient maintenu leurs activités hydrolytiques inchangées, les résultats ont
indiqué, en effet, des activités des phospholipases et des protéases variables en fonction du pH
et de la température d'incubation. Dans ce contexte, I’analyse statistique des résultats a mis en
évidence une interaction souche-pH-température significative. En revanche, lactivité
estérasique n'était pas influencée par le pH ou la température d'incubation; aucune
signification de Il'interaction souche-pH-température n'a été observée pour les enzymes

responsables de cette activité.

La virulence biochimique de C. albicans peut étre expliquée, en partie, par I'importance de
ces enzymes en tant que facteurs de virulence. Selon des études In vitro, les combinaisons
synergiques et additives d'extrait et d'amphotéricine B ont montré des effets anti-virulents

remarquables. Cela peut avoir un impact bénéfique sur la diminution de sa pathogénie.

Les résultats ont démontré que les deux extraits utilisés ont un effet inhibiteur sur les souches
examinées. 1l a été démontré que la CMI de I'extrait E1 était de 1,5 mg.mL™, tandis que celle
de I'extrait E2 était deux fois supérieure. Les CMI des combinaisons AmB/E1 et E1/AmB
étaient respectivement de 0,5 pg.mL™/ 0,002 mg.mL™ et 0,375 mg.mL™ / 0,003 pg.mL™.
Cependant, en ce qui concerne l'extrait E2, les CMI des combinaisons AmB/E2 et E2/AmB

étaient de 0,5 pg.mL™/0,75 mg.mL™ et 1,5 mg.mL™/ 0,25 pg/mL™?, respectivement.

Les concentrations ayant des effets synergiques et additifs (0,375 / 0,003 mg.mL*/pg™*.mL"
et 1,5/ 0,25 mg.mLY/ug.mL? des mélanges respectifs E1/AmB et E2/AmB), ont montré un
effet inhibiteur significatif sur l'activité de la phospholipase, une inhibition compléte de cette
activité hydrolytique chez C. albicans ATCC10231, A6 et A8, ainsi qu'un effet inhibiteur sur
l'activité hydrolytique de l'estérase, en particulier avec le mélange E2/AmB. Cela laisse
entendre que l'effet anti-virulent de ces associations varie en fonction des souches et de

I'enzyme hydrolytique cible.
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Quatrieme partie Conclusion générale

En guise de conclusion, C. albicans reste I'un des pathogénes opportunistes les plus répondus
chez I'nomme, ce qui souligne I'importance d'orienter la recherche vers I'étude des moyens de
lutte contre ce champignon en prenant en compte ses facteurs de virulence biochimiques. Afin

de continuer les investigations menées par cette étude, il serait pertinent de :

v/ Effectuer une analyse moléculaire et génétique afin d'approfondir notre compréhension
de la relation entre la formation des biofilms et l'activité hydrolytique.

v Examiner I’activité hydrolytique chez d'autres espéces de Candida.

v’ Evaluer I’activité hydrolytique d’autres enzymes.

v Analyser les propriétés anti-virulentes d'autres extraits de plantes, ainsi que d'autres

combinaisons d'extraits et d'agents antifongiques.
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Annexe 01 : Activité de la phospholipase, protéase, estérase et de 1’hémolysine des souches de Candida albicans issues des dispositifs médicaux

au CHU de Tlemcen.

1 : Activité de phospholipase et de protéase

Activité de phospholipase Activité de protéase
Diamétre (cm) Diamétre (cm) Valeurs de Diamétre (cm) Diamétre (cm) Valeurs de
colonie colonie + zone Pz colonie colonie + zone Pz
Souches (activité (activité
enzymatique) enzymatique
I A A T A Moyenne 17 p 2™ 3T 1T 27 | 3T Moyenne
essal | essal | essal | essal | essal | essal essal | essal | essal | essal | esSal | essal

Al 1,7 |11 |12 |1,7 |11 |1,2 | 1+0.00 1 1 09 |18 |18 |1,7 | 0,54+0.01
A2 16 (16 |14 |21 |22 |18 |0,75+0.01 1 1 1 1,7 1,7 | 1,7 0,5940.01
A3 19 (15 |12 |19 |15 |1,2 | 1+0.00 1 1 1 1,6 16 |16 | 0,62+0.00
A4 1,3 |19 |16 |18 |24 |21 |0,76x0.02 1,1 |1 1 1,7 1,6 | 1,6 | 0,63+0.006
A5 22 |19 |15 |25 |22 |16 |0,89+0.02 1 1 1 1,3 1,3 |13 0,76%0.00
Ab 10 {14 |11 |20 |25 |20 |0,54+0.01 0,8 |0,8 09 |1 1 1,1 0,8+0.003
A7 16 |15 |13 |19 |17 |15 |0,86+0.01 09 |11 1,1 | 1,8 1,8 |19 0,56+0.03
A8 1,0 |12 |11 |21 |23 |1,7 |0,54+0.05 1 1,1 09 |13 1,4 |13 0,74+0.02
A9 1,1 |12 |10 |21 |20 |20 |0,54+0.03 09 |09 09 |1,2 1,2 | 1,2 0,7+0.05
Al0 1,0 |12 |14 |12 |20 |15 |0,79+0.09 09 |09 09 |15 1,5 |15 0,6+0.00
All 1,1 |12 |10 |11 1,2 | 1,0 | 1+0.00 1,5 | 1,5 1,5 | 1,8 1,8 |18 | 0,83+0.00
Al2 1,1 |14 |11 |15 1,7 | 1,5 |0,76+0.03 1,5 | 1,5 1,7 | 1,7 1,7 | 1,9 0,88+0.003
Al3 1,1 (12 |10 |13 |1,2 |1,0 | 0,95+0.05 1,8 | 2,8 28 (22 |3 3 0,89+0.004
Al4 19 (13 |14 |22 |20 |19 |0,75+0.06 0,5 | 0,2 0,5 |05 0,2 |05 1+0.00
R1 1,6 |12 |11 |25 1,8 | 1,6 |0,66+0.01 1 1 1,1 |19 2 2,1 0,51+0.006

R1 : Candida albicans ATCC10231



2 : Activité d’estérase etd” hémolysine

Activité d’estérase Activité d’hémolysine
Diametre (cm) Diameétre (cm) Valeurs de Diametre (cm) Diametre (cm) Valeurs de
colonie colonie + zone Pz colonie colonie + zone Pz
Souches (activité (activité
‘ _ ‘ | enzymatique) _ ‘ _ | enzymatique)
1er 2eme 3eme 1er 2eme 3eme 1er Zeme 3eme 1er 2eme 3eme
essai | essai | essai | essai | essai | essai Movenne essai | essai | essai | essai | essai | essai Movenne

Al 1,8 | 1,8 1,3 |29 29 |23 0,6+0.02 1,7 1,5 2 4 3,8 14,3 0,42+0.02
A2 1,5 1,5 1,3 | 1,5 1,5 |3 0,81+0.19 1,5 | 1,5 2 3,6 3,7 | 4,5 0,42+0.01
A3 1,4 | 1,4 1,1 |3 3 3,3 0,4210.04 1,2 | 1,3 2 3,6 3,6 4,1 0,391+0.04
A4 1,3 1,3 1,1 |3 3 2,5 0,43+0.003 1,7 | 1,3 2,7 14,5 4 4,5 0,43+0.08
A5 1,5 1,5 1,3 |3 3 4 0,4410.06 1,5 | 1,2 1,5 | 4 3,6 | 4,5 0,34+0.01
Ab 2 3,6 1,3 | 5,6 58 (4,3 0,4210.09 1,8 | 2 2 4,6 5 4,2 0,42+0.02
A7 29 |29 1,5 |5 4,7 | 4,2 0,52+0.08 1,2 | 1,2 1,3 | 3,6 3,6 | 3,5 0,34+0.01
A8 1,7 1,7 1,3 |3 3 3,4 0,510.06 1,1 | 1,5 1 3,2 3,8 |3 0,35+0.01
A9 1,4 | 1,4 1,5 | 3,5 3,5 |35 0,41+0.006 1,5 | 1,5 1 4 3,9 | 3,7 0,34+0.03
Al10 1,4 | 1,4 1,5 | 2,8 2,8 |4 0,46+0.04 1,6 | 1,5 1,3 | 4,5 4 4 0,35+0.01
All 1,6 | 1,6 1,7 | 1,6 1,6 1,7 1+0.00 1,2 | 1,2 1,4 | 1,2 1,2 1,4 1+0.00

Al2 1,5 1,5 1,4 |3 3 4 0,45%0.05 1,8 | 1,8 1,1 | 4,5 4,5 | 4 0,3610.04
Al13 1,9 1,9 1,5 |19 1,9 1,5 1+0.00 1,3 | 1,3 1,7 | 1,3 1,3 | 1,7 1+0.00

Al4 1,5 1,5 1,2 |4 3 4 0,39+0.05 1,5 | 1,3 1,5 | 3,8 4,5 | 3,9 0,35+0.03
R1 1,5 1,5 1,5 |4 4,4 | 4,5 0,35+0.01 1,7 | 1,6 2 4,1 4 4,1 0,43+0.02

R1 : Candida albicans ATCC10231



Annexe 02 : Valeurs Pz des activités des phospholipases, des protéases et des estérase des souches de C. albicans testées a différents pH et

température.

1 : Activité de phospholipase

Valeurs de Pz
(activité enzymatigue) Phospholipase

pH =7 pH =7 pH =5 pH =5
T°30 Te 37 T°30 T°30
Souches
1% essai 2°™ essai 1% essai 2°™ essai 1% essai 2°™ essai 1% essai 2°™ essai

Al 0,89473684 | 0,85 0,91666667 | 0,92307692 | 0,73333333 | 0,78571429 | 0,82352941 | 0,875
A2 0,75 0,71428571 | 0,73333333 | 0,7 0,78571429 | 0,75 0,70833333 | 0,7
A3 0,9 0,93333333 | 1 0,95238095 | 0,85714286 | 0,8 1 1
A4 0,68 0,6 0,71428571 | 0,76190476 | 0,6875 0,70588235 | 0,68181818 | 0,625
A5 0,64516129 | 0,625 0,88 0,85714286 | 0,84615385 | 0,83333333 | 0,73684211 | 0,73684211
A6 0,52941176 | 0,48387097 | 0,52173913 | 0,41025641 | 0,54545455 | 0,52173913 | 0,42857143 | 0,38709677
A7 0,85 0,8 0,82352941 | 0,8 0,8 0,8125 0,88235294 | 0,84615385
A8 0,55882353 | 0,5 0,57142857 | 0,48484848 | 0,58333333 | 0,56521739 | 0,46666667 | 0,4516129
A9 0,58823529 | 0,55555556 | 0,57142857 | 0,41176471 | 0,61904762 | 0,6 0,42424242 | 0,4375
Al0 0,65517241 | 0,64 0,8125 0,76 0,77777778 | 0,82352941 | 0,76190476 | 0,72727273
All 1 1 1 1 1 1 1 1
Al2 0,76470588 | 0,78947368 | 0,73333333 | 0,70833333 | 0,84210526 | 0,88888889 | 0,8 0,88235294
Al3 1 1 1 1 1 1 1 1
Al4 0,76470588 | 0,76190476 | 0,77272727 | 0,72 0,84210526 | 0,89473684 | 0,84210526 | 0,88888889
R1 0,76470588 | 0,73913043 | 0,64 0,60869565 | 0,63157895 | 0,63157895 | 0,66666667 | 0,54166667

R1 : Candida albicans ATCC10231




2 : Activité de protéase

R1

Valeurs de Pz
(activité enzymatique) Protéase

pH =3,5 pH =3,5 pH =7 pH =

T°30 T° 37 T° 30 T° 30

Souches
1% essai 2°™ essai 1% essai 2°™ essai 17 | 2fme | g% | otme
essai | essai | essai | essali

Al 0,64705882 | 0,66666667 | 0,70588235 | 0,76470588 | 1 1 1 1
A2 0,8 0,84615385 | 0,6875 0,66666667 | 1 1 1 1
A3 0,73333333 | 0,78571429 | 0,66666667 | 0,70588235 | 1 1 1 1
A4 0,73333333 | 0,71428571 | 0,76923077 | 0,75 1 1 1 1
A5 0,75 0,78571429 | 0,84615385 | 0,86666667 | 1 1 1 1
Ab 0,83333333 | 0,84615385 | 0,76923077 | 0,77777778 | 1 1 1 1
A7 0,68421053 | 0,73333333 | 0,6 0,66666667 | 1 1 1 1
A8 0,66666667 | 0,64285714 | 0,78571429 | 0,78571429 | 1 1 1 1
A9 0,76923077 | 0,83333333 | 0,75 0,76470588 | 1 1 1 1
Al0 0,66666667 | 0,71428571 | 0,625 0,6875 1 1 1 1
All 0,83333333 | 0,85714286 | 0,83333333 | 0,88235294 | 1 1 1 1
Al2 0,73333333 | 0,78571429 | 0,89473684 | 0,88235294 | 1 1 1 1
Al3 0,83333333 | 0,77272727 | 0,86666667 | 0,81818182 | 1 1 1 1
Al4 0,71428571 | 0,78571429 | 0,88888889 | 0,82352941 | 1 1 1 1
R1 0,6875 0,70588235 | 0,52380952 | 0,57894737 | 1 1 1 1

: Candida albicans ATCC10231




3 : Activité d’estérase

Valeurs de Pz
(activité enzymatique) Estérase

pH =5 pH =5 pH =7 pH =7
T° 30 T° 37 T° 30 T° 37
Souches
1% essai 2°™ essai 1% essai 2°™ essai 1% essai | 2°™ essai 1% essai 2°™ essali

Al 0,58823529 | 0,54545455 | 0,44 0,5 0,42105263 | 0,46428571 | 0,42307692 | 0,48148148
A2 0,6 0,59090909 | 0,66666667 | 0,6875 0,38888889 | 0,48 0,625 0,66666667
A3 0,36363636 | 0,57692308 | 0,5 0,51851852 | 0,30952381 | 0,53846154 | 0,36111111 | 0,44444444
A4 0,59090909 | 0,56521739 | 0,59090909 | 0,57142857 | 0,4 0,5 0,55555556 | 0,57142857
A5 0,58823529 | 0,60869565 | 0,48148148 | 0,58333333 | 0,46 0,5 0,38888889 | 0,4137931
A6 0,53846154 | 0,53571429 | 0,44827586 | 0,48148148 | 0,32608696 | 0,4137931 | 0,42857143 | 0,46153846
A7 0,5625 0,52 0,47058824 | 0,4375 0,45714286 | 0,44827586 | 0,32432432 | 0,4
A8 0,52173913 | 0,47619048 | 0,4375 0,4516129 | 0,4 0,41935484 | 0,33333333 | 0,36666667
A9 0,59090909 | 0,60869565 | 0,61538462 | 0,56 0,5 0,43333333 | 0,51724138 | 0,4137931
Al10 0,55 0,55555556 | 0,5 0,46428571 | 0,4375 0,4 0,51612903 | 0,4
All 1 1 1 1 1 1 1 1
Al2 0,52 0,48148148 | 0,48275862 | 0,5 0,35714286 | 0,43333333 | 0,52173913 | 0,51515152
Al3 1 1 1 1 1 1 1 1
Al4 0,41935484 | 0,48 0,44444444 | 0,44 0,31428571 | 0,40740741 | 0,4 0,5
R1 0,55555556 | 0,5 0,35135135 | 0,52631579 | 0,31578947 | 0,4 0,35714286 | 0,31578947

R1 : Candida albicans ATCC10231




Annexe 03 : Activité des phospholipases, protéases et estérases chez les souches de C. albicans en absence et en présence des mélanges

E1/AmB et E2/AmB.

1 : Activité phospholipase

Activité de phospholipase sans E1, E2/AmB

Activité de phospholipase en présence de

Activité de phospholipase en présence de

E1/AmB E2/AmB
Diamétre Diamétre Diamétre Diamétre Diamétre Diamétre
(cm) (cm) Valeurs de Pz (cm) (cm) Valeurs de Pz (cm) (cm) Valeurs de Pz
colonie . (activite g . (activite . . (activite
Souches colonie + . colonie colonie + . colonie colonie + .
70Ne enzymatique) 70Nne enzymatique) Z0ne enzymatique)
1er 2éme 1er 2e’me 1er 2éme 1er 2éme 1er 2éme ler 2éme 1er 2e’me 1er 2éme 1er Zéme
essai | essai | essai essai essai essali essai | essai | essai essai essai essai essai | essai | essai essai essai essai
C. albicans 0,64 0,6086 1 1 1 1
orte orte négative) | (négative négative) | (négative
ATCC10231 16 14 25 2,3 (forte) (forte) 11 11 11 11 (négative) | (négative) 1 1 1 1 (négative) | (négative)
0,5217 0,4102 1 1 1 1
A6 12 | 16 | 23 3,9 (forte) fore) | 22 | 12| 12 12| negative) | megative) | 12 | 12 | 12 1.2 | (négative) | (négative)
0,5714 0,4848 1 1 1 1
A8 12 16| 21 | 33 G | Gomm | L1 1 L | (négative) | (negative) | @9 | @9 | 09 | 09 | (negative) | (négative)
1 1 1 1 1 1
All L 1S L1 15 (négative) | (négative) Ll L1 L1 (négative) | (négative) 12112 12 12 (négative) | (négative)
1 1 1 1 1 1
Al3 11| 14| 12 L4 | (negative) | (négativey | 23 | 23 | 13 13 | (negative) | megativey | L | L1 | Lt L1 | (mégative) | (négative)




2 : Activité de protéase

Activité de protéase sans E1, E2/AmB

Activité de protéase en présence de E1/AmB

Activité de protéase en présence de E2/AmB

Diamétre Diamétre Diamétre Diamétre Diamétre Diamétre
(cm) (cm) Valeurs de Pz (cm) (cm) Valeurs de Pz (cm) (cm) Valeurs de Pz
colonie . (activité - . (activité . . (activité
Souches colonie + . colonie colonie + . colonie | colonie + zone .
70Nne enzymatique) 20ne enzymatique) enzymatique)
1er 2éme 1er 2éme 1er ler 2éme 1er Zéme 1er 2éme 1er 2éme ler 1er 2éme
essai | essai | essai essai essai 2°™ essai | essai | essai | essai essai essai essai essai | essai | essai | 2°™ essai essai essai
C. albicans 0,5238 0,5789 1 1 1 1
ATCCl0231 | M1 | b 2t | 18 (forte) (fore) | 08 [ 08 | 08 | 08 I eative) | (mégative) | %8 | 0% | @8 | 04 | (négative) | (négative)
0,7692 0,7777 1 1 1 1
Ab 1 14 13 18 (moyenne) | (moyenne) 05 05 05 05 (négative) (négative) 06 | 08 06 08 (négative) | (négative)
0,7857 0,8 1 1 1 1
A8 Ll 14 15 (moyenne) | (légere) 06 | 06 06 06 (négative) (négative) 07 | 081 07 08 (négative) | (négative)
0,8333 0,8823 0,8181 0,8333 0,8333 0,8181
All 151151 18 | 17 (l6gere) | (égere) | @2 | 1 | 11 | 12 (égere) | (legere) | L | 99| 12 L1 egere) | (égere)
0,8666 0,8181 0,7692 0,7142 0,8125 0,8235
Al3 26 | 18 3 2.2 (Iégere) (Iégere) 1 1 13 14 (moyenne) | (moyenne) 13 | 14 16 L7 (légere) (Iégere)




C: Activité destérase

Activité d’estérase sans E1, E2/AmB

Activité d’estérase en présence de E1/AmB

Activité d’estérase en présence de E2/AmB

Diametre Diametre Valeurs de Pz Diametre Diametre Diametre Diametre
(cm) (cm) (activité (cm) (cm) Valeurs de Pz (cm) (cm) Valeurs de Pz
Souches colonie colonie + enzymatique) colonie colonie + colonie colonie +
Zone Zone Zone
1er Zeme 1er 2eme ler zeme 1er Zeme 1er Zéme 1er zeme 1er zeme 1er Zeme 1er Zeme
essai | essai | essai essai essai essai essai | essai | essai essai essai essai essai | essai | essai essai essai essai
C. albicans 1 1
15 1.2 4,2 38 0,3571 0,3157 1,1 1,3 14 17 0,7857 0,7647 1,2 | 1,3 1,2 13 _— .
ATCC10231 (forte) (forte) (moyenne) | (moyenne) (négative) | (négative)
0,4285 0,4615 0,48 0,5 055 0.5909
A6 12 | 1,2 28 2,6 (forte) (forte) 12 | 1,3 | 25 2,6 (forte) (forte) 11 | 13 2 2,2 (forte) (forte)
0,3333 0,3666 0,4444 0,4
: ; ; ! 0,6875 0,6666
A8 11 11 33 3 (forte) (forte) 1,2 1 2,7 25 (forte) (forte) 11 | 1.2 1,6 18 (forte) (forte)
1 1 1 (négative) 1 1 1
All 13 13 13 13 (négative) | (négative) | 0.9 0,9 0,9 0,9 (négative) | 11 | 11 11 11 (négative) | (négative)
1 1 1 (négative) [ 1 (négative) 1 1




