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Résumé
Le domaine de I’infectiologie a été bouleversé au cours des 25 dernieéres années par
I’augmentation considérable du nombre d’infections contractées a [’hopital (infections
nosocomiales). Ces dernieres, sont liées essentiellement aux dispositifs médicaux tels que les
cathéters et les sondes urinaires qui favorisent la formation des biofilms.
Dans ce contexte nous avons entrepris cette ¢tude au niveau de 1’hopital HAMDEN BAKHTA
de Saida, qui consiste a isoler des souches de Candida albicans a partir de cathéters
directement aprés leurs excisions des patients et de vérifier, d’une part, leur pouvoir a former
des biofilms, d’autre part, de tester leur résistance vis-a-vis de fluconazole, 1’antifongique le
plus utilisé en milieu clinique et I’huile essentielle de Thymus vulgaris.
Sur 34 prélévements, 6 souches de Candida albicans ont été isolées. Il ressort de cette étude
que les tests antifongiques de I’huile essentielle de Thymus vulgaris a un effet inhibitrice vis-
a-vis les cellules sessiles a une concentration entre 0.19 et 0.39 mg/ml, mais les cellules
planctoniques sont résistantes a cette concentration, et concernant le fluconazole, C. albicans
b est résistante au cette antifongique par contre C. albicans ATCC 10231 est sensible.

Mots clés: Candida albicans, cathéters, biofilms, fluconazole, huiles essentielles, Thymus
vulgaris.

SUMMARY

The field of infectious diseases was upset over the last 25 years by the considerable increase
in the number of infections acquired in hospital (nosocomial infections). The latter, are linked
mainly to medical devices such as catheters and urinary catheters that promote the formation
of biofilms.

In this context we undertook this study at the hospital HAMDEN BAKHTA of Saida, which
is to isolate strains of C. albicans from catheters worn directly after excision from patients
and, first, checking their powers to form biofilms, secondly, to test their resistance against
fluconazole and the essential oil of Thymus vulgaris.

From 34 samples, 6 strains of C. albicans were isolated. It appears from this study that the
antifungal fluconazole tests and the essential oil of Thymus vulgaris. The essential oil of
Thymus vulgaris an inhibitory effect on sessile cells at a concentration between 0.19 and 0.39
mg / ml, but the planktonic cells is resistant to this concentration, and on fluconazole,
C. albicans b is resistant to this antifungal against C. albicans ATCC 10231 is sensitive.

Keywords: Candida albicans, catheters, biofilms, fluconazole, Essential oil, Thymus vulgaris
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Introduction générale

Les levures pathogeénes, et plus particulierement celles du genre Candida

(principalement Candida albicans), sont a 1’origine d’infections diverses dont les
formes les plus graves contractées a I’hopital ont vu leur nombre augmenter de fagon
importante au cours des 25 dernieres années (Trickwe et al., 2002). Parmi les facteurs
de risque des candidoses nosocomiales, la formation de biofilms sur différentes sortes
d’implants, des cathéters ou des salles d'intervention est reconnue comme un
probléme majeur (Mermella er al.,, 2001). Ces structures tri- dimensionnelles
constituées de cellules levuriformes et filamenteuses présentent une forte réduction de
la sensibilit¢ a la plupart des agents antifongiques disponibles en clinique et
constituent donc une source d’échecs thérapeutiques et de récidives (Gudlaugssono et

al., 2003).

Les traitements actuels sont souvent trés couteux et manquent d’efficacité (Perlroth
et al., 2007). Parmi les causes de ce manque d’efficacité, on peut citer la résistance de
la levure aux antifongiques employés, les doses plutot fongistatiques que fongicides
et les graves effets secondaires engendrés par la thérapie, dus aux cibles visées qui
sont communes au pathogene eucaryote et ’homme (Berman et Sudbery, 2002). 11

est donc nécessaire de mieux comprendre 1'épidémiologie et la physio- pathologie des
candidoses, et de définir de nouvelles cibles thérapeutiques si I'on veut, a terme, étre

en mesure de réduire 'incidence et les conséquences de ces infections.

C’est dans ce cadre 1a que notre étude a été entreprise au niveau de I’hdpital Hamden
Bakta (saida). Elle consiste a rechercher et a isoler les levures de Candida albicans
a partir des cathéters, directement apres leurs ablations et de vérifier leurs pouvoirs a
former des biofilms, et en fin de tester leur résistance vis-a-vis de fluconazole et
I’huile essentiel de Thymus vulgaris en calculant les Concentrations Minimales
Inhibitrices « CMI » et les Sessiles Concentrations Minimales Inhibitrices « SCMI »

(des biofilms) selon différents protocoles.
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Chapitre I : Généralités sur Candida albicans

1. Introduction :

Depuis une vingtaine d'années, la fréquence des infections fongiques a fortement
augmenté au niveau des hopitaux. Plusieurs microorganismes sont a l'origine de ces
infections nosocomiales, le genre Candida est le plus incriminé. Il est en effet
responsable de plus de 17 % des infections nosocomiales fongiques (Gauzif et Colt,

2003). Candida est un genre de levures qui compte pres de 200 espéces et qui
regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, a bourgeonnement multilatéral,
productrices (exemple Candida albicans) on non (exemple Candida glabrata) de

filaments et donnant des colonies blanches et crémeuses en cultures (Alem, 2006).

Le genre Candida se présente actuellement comme un groupe complexe,
hétérogene, rassemblant un nombre variable de champignons lévuriformes (Alem,
2006). Ce sont des microorganismes «opportunistes» diversement adaptés au
parasitisme, c'est-a-dire normalement saprophytes et inoffensives mais qui peuvent
devenir pathogeénes lorsque l'organisme hote présente des conditions favorables

(intrinseques ou extrinseques) (Develoux et Bretagne, 2005).

Les levures du genre Candida apparaissent macroscopiquement sous forme de
colonies blanches a crémeuses. Suivant I’espéce en question, leur texture peut é&tre
pateuse, lisse, brillante, séche, ridée ou terne. Les caractéres microscopiques different
grandement selon D’espéce. Toutes  produisent des blastoconidies, rondes ou
allongées, et la plupart des pseudohyphes qui peuvent étre longs, incurvés ou ramifiés.
Certaines especes présentent des formes de résistances appelées chlamydospores

(Csank, 2000).

Le nombre d'espeéces pathogenes est relativement réduit , seulement une dizaine ont
¢été reconnues pathogenes pour 'homme, en raison de leur faculté d'adaptation a la
température de 37°C ; Candida albicans est la levure la plus souvent impliquée
mais les especes non albicans sont de plus en plus souvent responsables dans la
genese des candidoses. Leur émergence refléte, au moins partiellement, une
pression antifongique, visant a éliminer prioritairement Candida albicans (Walken,
2007).

2. Définition :




Chapitre I : Généralités sur Candida albicans

Candida albicans (C. albicans) est une levure non pigmentée, non capsulée
(Develoux et Bretagne., 2005), aérobie, diploide, dont le matériel génétique se
répartit en huit chromosomes (Chu ef al., 1993) productrice de filaments et donnant
des colonies blanches crémeuses en culture (Develoux et Bretagne., 2005) se
reproduit de fagcon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mere (le
blastospore) (chu et al., 1993): cette levure pour se multiplier va bourgeonner et
d'une levure appelée cellule mere, elle va donner naissance a une cellule fille qui sera

identique a elle méme par bourgeonnement (Whiteway et Bachewich, 2007).

C. albicans est un champignon unicellulaire eucaryote retrouvé a la surface de la
plupart des muqueuses humaines, commensale des muqueuses digestives, et

saprophyte de la flore vaginale (Hot et colt, 2007).

Elle peut exister en tant que cellule de levure, hyphes ou pseudohyphes (Walken,
2007). C'est un champignon dimorphique, lorsque ce microorganisme

adhére a une surface, il forme un biofilm ce qui implique des changements
considérables dans la forme (phenotypic switching) et la fonction (Alem et cou,

2006).

C. albicans est I’espece la plus fréquente des Candida pathogeénes, elle est retrouvée
dans 80% des infections superficielles a Candida, et 60% des infections profondes.
On appelle candidose (superficielle ou profonde) la pathologie ainsi provoquée. C’est
donc une espece parmi d’autres du genre Candida, mais qui émerge le plus, sans
doute parce qu’elle posséde des facteurs de virulence (Whiteway & Bachewich,

2007).
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Figure 1 : Pseudohyphes et chlamydospores par microscopie en contraste de phase
ente C. albicans (grossissement original X 320) (Radford ef al ., 1994).
3. Morphologie :

Au niveau morphologique, cette levure peut mesurer de 3 a 15 um, et elle est
caractérisée par un polymorphisme que 1’on peut retrouver in vitro et in vivo et qui lui
permet de se soustraire aux défenses liées a I’immunité cellulaire. En effet, certains
parametres tels que le pH, la température ou encore la richesse du milieu de culture

influencent I’aspect morphologique que peut prendre C. albicans (Buffo et al., 1984) .

C. albicans est une levure particulieére car polymorphique (posséde plusieurs formes).
La morphologie est trés importante pour les facteurs de virulence (Whiteway et

Bachewich, 2007).

3.1. La premiére forme est la forme levure (= « yeast », levure unicellulaire qui

bourgeonne, c’est 1’aspect que 1’on voit au microscope).
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3.2. La deuxiéme forme qui est trés importante aussi est le pseudofilament. Ici au

lieu de se diviser en formant une cellule fille, de temps en temps elle va former un
pseudo-filament: un tube extrémement long qui n'a pas des tout tendances a se séparer
de la cellule mere, et pour constituer ce tube, la levure va encore mettre en place tout
un systéme de geénes et de protéines qui vont synthétiser les constituants nécessaires
pour I'élaboration de ce tube germinatif. Mais attention, ce ne sont pas des filaments :
ce sont juste des levures allongées qui sont collées les unes aux autres (donc non
séparées) (Whiteway et Bachewich, 2007) mesurant de 500 a 600 um de longueur et

de 3 a 5 um de largeur, composée d’un assemblage de cellules mises bout a bout pour
simuler un filament mycélien [(Sudbery, 2001) ;(Sudbery, 2004)]. Chaque

compartiment cellulaire est identique en longueur, contient la méme quantité¢ de
matériel génétique, mais differe du précédent en quantité de cytoplasme et de ces

constituants (Barelle, 2006).

3.3 La troisiéme forme est la forme filament vrai = HYPHE, a mycélium (bords

paralleles) et septum (paroi vraie) : il s’agit de vraies cellules avec noyau et organites.
La cellule mére donne un tube. Ce tube va se cloisonner en formant de vraies
cloisons, les parois vont devenir paralleles et la croissance apicale va se produire. Seul
C. albicans possede cette forme (la forme pseudo-filament (ou encore pseudohyphe)
sans séparation des cellules filles et sans vraies cloisons et la forme filament mycélien
avec des bords paralléles et des septums) (Whiteway & Bachewich, 2007). La forme

mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de 1’espece  C. albicans, ou la
conversion d’une levure en filament mycélien passe par I’intermédiaire d’une
structure appelée le tube germinatif. Cette forme favorise I’invasion des tissus et des

organes de 1’hote. (Gow, 2002).

Toutes ces formes de C. albicans vont donner en culture le méme aspect (pousse
rapidement en 24 a 48 heures) : une culture d'une levure avec des petites colonies
blanches. La forme de filament est retrouvée dans les tissus (par exemple lors d’une
candidose pulmonaire) et il peut étre difficile de faire la différence avec des

champignons filamenteux comme Aspergillus. (Whiteway & Bachewich., 2007).
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Figure 2 : Différentes formes morphologiques de C. albicans (Staib & Morschha
user, 2007).

Morphologie coloniale et commutation phénotypique :

Comme C. albicans est capable de croitre sous plusieurs formes morphologiques, elle
produit sur milieu solide des colonies présentant une grande diversité des phénotypes.
On peut rencontrer des colonies lisses, chevelues, plissées, étoilées, en anneau,

pointillées, crépelées, en chapeau, etc. Quelques exemples sont montrés dans la
Figure 5 (a, b, c et d). Jusqu’a I’heure actuelle 384 morphologies coloniales ont été




Chapitre I : Généralités sur Candida albicans

décrites (Rustchenko et al ., 2007), quoique seulement 5 a 8 phénotypes sont le plus

souvent rencontrés (Radford ef al., 1994).

Figure 3 :Morphologie coloniale de C. albicans (Rustchenko et al ., 2007).
Une seule souche peut présenter plusieurs morphologies coloniales sur différents

milieux ou suite a la commutation phénotypique. a— Colonies lisses sur milieu SDC
(Salt-Dextrose Complete); b— Colonie plissée sur milieu Spider; c— Colonie chevelue
sur milieu lait-Tween; d — Colonie incorporée dans une matrice de milieu riche en
sucrose; € — Commutation phénotypique white-opaque sur milieu SDC, W — colonies
en phase blanche, O — colonies en phase opaque; f, g — Les colonies plissées,
chevelues et incorporées sont formées d’un mélange des blastospores, pseudohyphes
et hyphes. Les photos montrent des populations cellulaires dérivant des différentes

portions d’une colonie plissée (Berman & Sudbery, 2002)
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4. Croissance :

Notoire pour sa grande capacité d’adaptation, C. albicans croit sur des milieux de
culture définis, riches ou pauvres, contenant des sources de sel (exemple : chlorure de
sodium), de carbone (exemple : glucose), d’azote (exemple : sels d’ammonium) et de
phosphate, et nécessite la présence de biotine. La levure se développe dans des
conditions de pH variant entre 2 et 8 et dans un intervalle de température de 20 a
40°C, sa température optimale étant 37°C. Son temps de génération maximal est de
0.3 4 0.4 heures”, dans un milieu de culture synthétique. Etant donné que chez les
mammiferes la concentration en CO2 est presque 150 fois (5%) plus élevée que dans
I’air atmosphérique (0.036%), C. albicans est exposée a des concentrations tres
variables de dioxyde de carbone pendant son cycle de vie (Bahn & Mubhlschlegel,

2006). Lors d’infections superficielles cutanées, comme la peau est en équilibre avec
I’atmosphére, la levure doit s’adapter a des taux de CO2 plus bas que lors d’invasions
d’autres tissus de 1’hote (Frame er al ., 1972). Le pathogéne est un anaérobie

facultatif et il est au moins quatre fois plus résistant au traitement antifongique en

condition anaérobie qu’en aérobiose (Dumitru et al ., 2004).
5. Les constituants cellulaires de C.albicans

C. albicans possede tous les organites intracellulaires caractéristiques des eucaryotes :

- un noyau, délimité par une double membrane nucléaire, et renfermant huit
chromosomes (Chu et al., 1993)

- unnucléole.

- un réticulum endoplasmique.

- un appareil de Golgi...

La seule structure différenciant la levure d’une cellule eucaryote « classique » est la
présence d’un systéme vaculo-vésiculaire, évoluant en relation avec le cycle cellulaire
et la division (Barelle et al., 2006) et impliqué en majeure partie dans la synthése de

la paroi (Poulain et al., 1989)
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5.1. La paroi :

La paroi cellulaire de cette levure est sous forme d'une bicouche constituée par une
couche interne squelettique et une couche protéique entourant la précédente. Malgré
l'architecture moléculaire similaire des blastospores et des hyphes de C. albicans, la
composition en protéines reste variable et dépend fortement des conditions
environnementales (Thein et al ., 2006). La paroi cellulaire de C.albicans  est

composée de 4 éléments principaux:

5.2. Les manno protéines, qui représentent environ40 % de la biomasse de la paroi

cellulaire.
5.3. Les Glucanes :

*Les (B-1,3 -glucane forme un réseau tridimensionnel dont la liaison hydrogene

Stabilisée permet de garder des fibrilles paralleles a la surface cellulaire.

*Les (B- 1,6- glucane permettent d'interconnecter les manno protéines aux chaines (3-

1,3- glucanes et a la chitine.

5.4. La chitine qui se trouve en faible quantité est composé d'un enroulement de -1,

4 acétyl glucosamine. La chitine, lorsqu'elle se lie a B -1, 3-glucane, renforce ce réseau
(Thein et al ., 2006).

11
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Figure 4 : Organisation moléculaire de la paroi de C. albicans (Ruiz, 2006).

6. Le quorum sensing :

Défini pour la premiere fois en 1994 (Fuqua et al., 1994), est un mécanisme de

régulation contrélant I’expression de genes particuliers au sein d’une population
microbienne, en fonction de la densité cellulaire de celle-ci (nombre de cellules par
unité de volume). Il repose sur la capacité des microorganismes & communiquer avec

leurs congénéres en utilisant des signaux moléculaires. (Jayaraman et Wood, 2008).

En 1983, Kevin, Hazen et Jim Cutler furent les premiers a isoler une substance

morphogénétique autorégulatrice (MARS, Morphogenic Autoregulatory Substance),
produite efficacement par C. albicans a des hautes densités cellulaires (2 x 10
cellules/mL). MARS réprime la germination, sans inhiber la croissance cellulaire.

Pourtant, la structure chimique de cette molécule demeure encore inconnue a I’heure
actuelle (Hazen et Cutler, 1983). Depuis la découverte de MARS, plusieurs

12
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molécules de quorum sensing ont été identifiées chez C. albicans: le farnésol et
I’acide farnésoique, le tyrosol et I’acide 3(R)-hydroxy-tétradécanoique (Hornby et al

., 2001)
7. Génome :

Malgré son importance médicale et scientifique, le progrés dans 1’élucidation du
génome de C. albicans a été relativement lent comparé aux autres microorganismes.
Ce fait est dii en partie aux difficultés rencontrées lors de 1’utilisation de la génétique
comme approche expérimental d’étude. Comme ce pathogene est diploide et posséde
un cycle sexuel incomplet, les analyses génétiques conventionnelles ne sont
simplement pas applicables. Malgré tous ces obstacles, les chercheurs ont développé,
pendant les derniers 20 ans, des stratégies alternatives. Ainsi, a 1’heure actuelle,
plusieurs approches expérimentales sont disponibles pour 1’étude de C. albicans, y
compris les profilages génétiques a grande échelle [(Noble et Johnson, 2007);(
Kabir et Hussain, 2009)].

La séquence compléte du génome diploide de C. albicans a été récemment publiée
(Jones et al ., 2004). La levure possede 8 paires de chromosomes, le plus grand étant
appelé R et les suivants étant numérotés de 1 a 7 selon une taille décroissante. Son
génome correspond approximativement a 16 Mb (haploide) et code environ 6 400
genes 22 dont 774 sont spécifiques au Candida, avec une fonction majoritairement
inconnue [(van het Hoog et al., 2007);( Kabir et Hussain, 2009)]. Le code génétique

de C. albicans présente une particularité : le codon CUG code une sérine et non pas
une leucine et il est retrouvé au moins une fois dans environ deux tiers des génes

(Odds et al., 2004).

Beaucoup de genes sont conservés chez S. cerevisiae et C. albicans est basé sur cette
similarité, les mécanismes de plusieurs processus biologiques ont été découverts chez
C. albicans (Biswas et al., 2007). Cependant, le génome de C. albicans est tres

dynamique, avec des translocations, délétions et duplications chromosomiques
courantes, ce qui rend difficile la découverte de la fonction de ses génes. Ainsi, il n’y
a pas deux souches de laboratoire qui possedent un caryotype identique, méme si elles

dérivent de la méme souche parentale. L’hypothése courante de I’instabilité du
génome de C. albicans est qu’elle permet a la levure pathogéne d’acquérir la diversité

13




Chapitre I : Généralités sur Candida albicans

génétique nécessaire pour survivre dans différentes niches environnementales

[(Rustchenko, 2007);( Kabir et Hussain, 2009)].

Pour faciliter la recherche sur la biologie moléculaire de cette levure, la communauté
scientifique a mis en place une base de données centralisée, accessible via Internet
(The Candida Genome Database; http://www.candidagenome.org). Ici on

retrouve une grande quantit¢ d’informations sur les geénes et la séquence génomique
de C. albicans. Toutes les données sont collectées et organisées a partir de la

littérature scientifique actuelle (Costanzo et al., 2006).

L’isolat clinique SC5314 (Fonzi et Irwin, 1993) est la souche de C. albicans la mieux

caractérisée, utilisée dans la majorité des études de virulence, de susceptibilité
antifongique et dans les analyses moléculaires et biochimiques. De ce fait, elle a été
choisie pour le projet de séquencage de génome (Jones ef al., 2004). SC5314 a été

isolée d’un patient présentant une infection généralisée a C. albicans (Odds et al.,
2004). La levure appartient a la classe prédominante des souches apparentées de C.
albicans, classification déterminée par I’analyse des empreintes d’ADN des souches
(Soll et Pujol, 2003). Cette classe représente environ 40% de tous les isolats du

monde entier. SC5314 est hautement susceptible a tous les agents antifongiques
cliniques et elle est trés virulente dans les modeles animaux infectés par C. albicans

(Odds et al., 2000).
8. Les Candidoses

Les candidoses, dues aux levures du genre Candida, sont les infections opportunistes
les plus fréquentes, et leur fréquence a doublé entre les années 80 et 90. En effet, elles
représentent désormais plus de 80% des infections a levures. Parmi les candidoses,
I’infection par C. albicans, commensal du tractus digestif humain, est la plus
commune et représente plus de 60% des levures isolées chez 1’homme. Ainsi,
Candida albicans est responsable d’infections qui, par leur fréquence et leur gravité,
se situent au premier rang des infections fongiques [(Bodey et al., 2002);

(Samaranayake et al., 2004)].

Au niveau clinique, les candidoses peuvent étre classées en deux groupes :
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- les candidoses superficielles
- les candidoses profondes.
8.1. Les candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes et sont tres
variées. Elles peuvent atteindre les surfaces épidermiques et les muqueuses telles que
la cavité buccale, le pharynx, I’cesophage, les intestins, le systéme urinaire, et la

mugqueuse vaginale: (Bodey et al., 2002) ; (Samaranayake ef al., 2004)] :
A. Les candidoses digestives :

Ce sont les affections les plus représentées. C’est au niveau de D’intestin et de
I’estomac, les plus importants réservoirs de Candida albicans, que se multiplient les
levures. Ceci entraine des troubles digestifs qui peuvent devenir chroniques: aigreurs,
douleurs oesophagiennes, douleurs stomacales, diarrhées, constipation, colite

intestinale. Parmi les affections digestives on distingue :

1. La candidose orale : manifestation la plus fréquente des candidoses, concerne a la
fois les sujets non immunodéprimés et les sujets immunodéprimés, avec un caractére
de gravité systématique chez ces derniers. L’intérét porté a cette infection s’est accru
ces derniéres années, car elle constitue 1’une des manifestations orales de I’infection
par le VIH, mais elle peut aussi survenir chez des patients leucémiques ou cancéreux.
2. La candidose au niveau de la muqueuse oesophagienne : cliniquement, elle se
traduit par une dysphagie douloureuse, un pyrosis et une sensation de brllure au
passage des aliments.

L’examen révele des membranes blanchatres reposant sur une muqueuse tres
inflammatoire.

3. La candidose au niveau de la muqueuse gastro-intestinale: elle intéresse tout
I’intestin, de 1’estomac au colon. Les Iésions se présentent comme un muguet
intestinal avec des ulcérations. Elle se manifeste par des douleurs abdominales

atypiques, des nausées et des vomissements.
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B. La candidose orale et VIH :

Parmi les infections opportunistes du malade VIH+, les candidoses oropharyngées
sont les plus fréquentes: plus de 80 % des patients VIH+ développent une candidose
orale & un stade quelconque de la maladie (Le Breton) Elle peut étre un signe

révélateur de la maladie, étre récurrente et s’aggraver par extension a I’cesophage.

C. Les candidoses uro-génitales : La vulvo-vaginite est une affection extrémement
fréquente chez la femme. En effet, on estime qu’environ 75% des femmes en activité
génitale feront un épisode de candidose vulvo-vaginale. Les symptomes les plus
évocateurs sont I’existence de leucorrhées abondantes blanchatres, d’aspect
granuleux, et d’un prurit vulvaire souvent intense. Le point de départ d’une telle
infection reposerait sur un dysfonctionnement hormonal ou immunitaire local. La
récidive de la candidose vulvo-vaginale est un phénoméne assez fréquent. Le
caractere récidivant des infections candidosiques chez la femme est susceptible
d’induire, lors de traitements répétés, des phénomenes de résistance aux traitements
passant par I’émergence de souches moins sensibles.

D. Les candidoses cutanées et unguéales : Ces candidoses des plis se manifestent
par un érythéme, associ¢é a un enduit crémeux blanchatre, et sont souvent
prurigineuses. Elles sont favorisées par I’obésité, I’humidité et la macération, ainsi
que le manque d’hygieéne. On distingue classiquement deux grands types :

1. Pintertrigo des grands plis : concerne les plis inguinaux, axillaires, abdominaux,
sous-mammaires, inter fessiers...

2. lintertrigo des petits plis : concerne les plis interdigitaux palmaires, plus

rarement les plis interdigitaux plantaires.

Les onyxis et périonyxis candidosiques sie¢gent préférentiellement aux mains. C.
albicans pénétre d’abord le bourrelet péri-unguéal et provoque un périonyxis.
L’onyxis fait habituellement suite au périonyxis. La contamination se fait le plus

souvent a partir d’un réservoir chez I’individu méme (Samaranayake et al., 2004)

E. Les candidoses cutanéo-muqueuses chroniques :
Ces candidoses sont relativement rares et peuvent toucher des enfants dans les
premieres années de leur vie. Ces affections chroniques touchent principalement les

mugqueuses buccales, les ongles et la peau .
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8.2. Les candidoses profondes

Les candidoses profondes, encore appelées systémiques, recouvrent les septicémies a
Candida et les affections viscérales profondes dont le point de départ est le plus
souvent une dissémination hématogeéne. Rares il y a quelques années, elles
surviennent surtout chez des patients hospitalisés dans les unités de soins intensifs,
dans les services de réanimation médicale ainsi que dans les unités d’onco-

éme

hématologie. A ce titre, elles occupent désormais le 4~ rang des infections

nosocomiales en Europe (Samaranayake et al., 2004) et aux Etats-Unis (Bodey et al., 2002).
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Chapitre 1I: Les biofilms fongiques

1. Généralité

Un biofilm est une communauté de différents micro-organismes aérobies ou
anaérobies (bactéries, champignons, algues, protozoaires, etc.) qui se caractérisent par
des cellules fixées les unes aux autres, 1°‘ensemble ainsi formé étant lui-méme fixé a
une surface non toxique (bois, verre, plastique, métal sauf cuivre, poisson, etc.), dans
toutes les positions d‘orientation de la surface, dans un milieu ou I'humidité est au-
dessus du point de saturation ou bien dans un milieu aquatique. Les micro-organismes
sécretent une matrice complexe de substances exopolymériques appelés
classiquement EPS, sécrétion dans laquelle serait impliqué le systéme de « Quorum
Sensing ». La matrice est composée essentiellement de polysaccharides et poly-
protéines qui se regroupent et facilitent 1°adhésion a la surface. L‘ensemble de micro-
organismes et les exopolymeres forment souvent une couche protectrice visqueuse et
développent une résistance aux méthodes de désinfection chimique, physique et

parfois de détachement mécanique (Sailer, 2003).
2. Le biofilm de C. albicans

C. albicans est I’espece fongique la plus souvent associée a la formation des biofilms.
La levure est capable de développer des biofilms sur presque tous les implants
médicaux, des cathéters vasculaires et pacemakers aux protheses dentaires et lentilles
de contact (Kojic et Darouiche, 2004). Les ¢tudes estiment que plus de 45 millions

de dispositifs médicaux sont implantés chaque année aux Etats-Unis et au moins 50%
des toutes les infections hospitalieres sont associées a ces implants (Beloin et al.,
2008). Dans 1 a 60% de cas il y a développement d’une infection aprés I’introduction
d’un dispositif médical et les especes de Candida sont responsables d’environ 20% de
ces infections (Kojic et Darouiche, 2004). De plus, C. albicans peut coloniser des

différents tissus de 1’hote, comme par exemple I’endothélium des valves cardiaques
ou la muqueuse vaginale, conduisant ainsi au développement des endocardites ou des

vaginites (Douglas, 2003).
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Figure 5 : Biofilm candidal sur cathéter, dans la lumiére interne (A) et sur la face externe (B) (
Lewis,2008).

3. Structure des biofilms :

Le biofilm correspond a un environnement physiquement structuré, composé
d’agrégats de microorganismes, séparés par des espaces libres, dépourvu de
microorganismes. Il est parcouru par des courants aqueux, qui assurent la circulation
des fluides permettant a la fois I’apport en nutriments et 1’¢limination des produits de

dégradation (Lawrence et coll, 1991).

Figure 6 : Image a la microscopie ¢électronique a balayage d’un biofilm fongique de Candida
albicans % 1100 (B) (Seddiki et coll, 2013).
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Le biofilm n’est pas un milieu homogene, mais un environnement qui présente

souvent une architecture complexe, trés variable selon les especes qui le composent et
les conditions environnementales (Sutherland, 2001). Son développement est en
grande partie li¢ a la production de la matrice extracellulaire par les micro-
organismes. Cette derniere est composée essentiellement d’eau (jusqu’a 97 %), de
polymeéres polysaccharidiques, de produits de dégradation et de substances provenant

du milieu extérieur (Kumamoto, 2002).

Nous y trouvons également d’autres composants, tels que I’ADN, I’ARN et les lipides
(Sutherland, 2001).La structure du biofilm est fortement influencée par plusieurs

parametres, dont la température et la composition du milieu (Kumameoto, 2002). Ces

facteurs affectent plusieurs geénes, qui sont ainsi exprimés différemment lors de la
formation du biofilm et de la croissance sous forme planctonique. L'architecture
globale du biofilm peut varier aussi selon le substrat sur lequel il est formé et ses
états de croissance (Garcia et coll, 2004). De plus, le développement tridimensionnel

du biofilm conduit a la création de gradients physico-chimiques. Les régions au centre
des agrégats sont généralement anaérobies et pauvres en nutriments, alors que celles
situées pres des canaux ou de I’interface entre le biofilm et le milieu externe sont
mieux oxygénées et plus riches en nutriments (Costerton et coll, 1994).11 est

important de noter que les biofilms qui abritent Candida albicans se composent d'un
réseau dense de levures et des formes filamenteuses (hyphes et pseudohyphes)
(Seddiki et coll, 2013). Les hyphes sont des €léments essentiels pour assurer
l'intégrité¢ de la structure et 'architecture multicouche caractéristique de la maturité

des biofilms (Baillie et Douglas, 1999).
4. Formation du biofilm de Candida albicans

Si les mécanismes moléculaires exacts different d'un organisme a un autre, les étapes
du développement du biofilm semblent étre conservées au sein d'un large éventail de
microbes  (Kuhn, 2004). La formation des biofilms est un phénomene
extrémement complexe, sa constitution nécessite plusieurs étapes et se déroule selon

une séquence bien établie (Chandra et al., 2001a)
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Ces étapes comprennent l'attachement des cellules a un substrat, la croissance et

l'agrégation des cellules en microcolonies, la maturation et le maintien de

l'architecture du biofilm avec I'¢laboration du quorum sensing (Kuhn, 2004).

La progression d'un biofilm mature de Candida albicans est tributaire de I'adhésion
cellulaire, de la production d'une matrice extracellulaire et de la transition levure-
hyphes (Nett et Andes, 2006). L'adhésion joue un rdle majeur tout au long de
I'élaboration d'un biofilm a Candida albicans (Seddiki, 2010).

- Premiérement, les cellules s'accrochent a la surface et se lient les unes aux autres

pour la formation d'une couche basale (Seddiki, 2010).

- deuxiemement, la liaison des hyphes les uns aux autres pour la stabilisation du

biofilm mature (Solt, 2008).

Les cellules du biofilm de C. albicans adhérent dans un premier temps a la surface.
Cette adhésion est souvent citée comme la premiere étape du processus d'infection

pour le genre Candida (Haynes, 2001).

La phase d'adhésion est divisée en deux étapes (réversible) et (irréversible) du fait que
l'attachement initial a la surface est souvent faible, cette premicre phase est suivie

d'une période de formation de tubes germinaux (Monds et O’Toole, 2008).

Au cours de la phase de maturation, la quantité du matériel extracellulaire augmente
avec le temps d'incubation, jusqu'a ce que la levure soit completement enfermée dans
cette matiere. A ce stade, 1l est difficile de se concentrer sur la base formée de

communauté de cellules couvertes par la matrice (Chandra et cou. 2001).

Selon Ramage et ses collaborateurs en 2005 la formation du Biofilm se déroule en

trois phases de développement
- Phase d'adhésion (6 h) : adhésion au substrat et prolifération des cellules

- Phase intermédiaire 112 h) agrégation cellulaire. Formation de microcolonies et

production de la matrice extracellulaire (EPS)

Phase de maturation (48 h) : transition des cellules de levure vers des formes

filamenteuses (pseudohyphes et hyphes) encastrés dans une matrice extracellulaire.
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Par contre, selon Jabra-Rizk (2004), ces trois phases se répartissent comme suit
- Phase d'adhésion de 0 a 11h

- Phase intermédiaire de 12230 h

- Phase de maturation : de 30 a 72 h

Au départ (0 a 2 h), la majorité des cellules de Candida albicans sont présentes sous
forme de levure en adhérant a la surface. Entre 3 et 4 h de distinctes microcolonies
apparaissent sur la surface, mais surtout, il n'y a pas de matériel extracellulaire au

début de formation du biofilm.

A 11 h, les communautés de Candida albicans apparaissent comme des morceaux
épais de champignons, en raison de la croissance cellulaire le long de zones de

regroupement des surfaces.

La phase intermédiaire de développement est caractérisée par I'émergence de la

majorité du matériel non cellulaire (12 a 14 h), qui apparait comme un voile (film)

couvrant les microcolonies fongiques (Jabra-Rizk, 2004
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Figure 7 : les différentes phases de la formation des biofilms microbiens (Baillie,
2000).

Selon d'autres auteurs, la formation et le développement du biofilm peuvent étre

divisés en quatre étapes (Perumal, 2007).
- I'adhérence des micro-organismes a une surface
- la formation de discrétes colonies et 1'organisation des cellules

- la sécrétion de polysaccharides extracellulaires (EPS) et la maturation en une

structure en trois dimensions
- la diffusion de la progéniture des cellules du biofilm.

Ces phases de croissance transforment les blastospores cellulaire adhérentes en
communautés intégrées dans une matrice polysaccharidique (Chandra et coll.,

2001a).
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De plus, ces étapes se déroulent en cycle et le retour des cellules a la phase

planctonique compléte le cycle de développement du biofilm (Monds et O’toole,
2008).

Figure 8 : Développement du biofilm de Candida albicans sur les surfaces inertes. (1)

surface inerte (bleu) recouverte d'un film de conditionnement, composé essentiellement
de protéines de I'hdte. (2) début d'attachement et de colonisation par les cellules de la
levure Candida albicans(orange). (3) formation de la couche basale, impliquant
I'accumulation des levures dans la formation des microcolonies. (4) Extension de
l'architecture du biofilm par le développement d'une couche d'hyphes / pseudohyphes
(turquoise) qui dépasse la couche de levure intérieure aux confins du biofilm. Le
développement des couches d’hyphes se produit simultanément avec le développement
de I'épaisse couche de la matrice qui a englouti a la fois les couches d’hyphes et de

levure (Perumal, 2007).
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Figure 9 : Mod¢le de développement de biofilms de Candida albicans, cing étapes sont en
énéral définies: (i) adsorption, (ii) adhésion, (iii) formation de microcolonies, (iv) maturation,
%V) dispersion (Haras, 2005).

5. La résistance des biofilms aux antifongiques

La résistance des biofilms impliquant C. albicans a été étudiée par de nombrex
auteurs Chandra et coll (2001) ont étudié¢ la formation de tels biofilms sur des
surfaces de polyméthacrylate de méthyle et ont montré que leur résistance vis-a
visdes traitements antifongiques classiques que sont I’amphothéricine B, la nystatine , le
fluconazole et la chlorhexidine, s’accroit au fur et a mesure de la formation du
biofilm. Ces résultats sont concordants avec ceux observés par d’autres équipes sur
des biofilms développés a la surface de cathéters (Baillie and Douglas 1999). De
nouvelles molécules, telles les echinocandines et les formulations lipidiques de
I’amphotéricine B, semblent avoir une activité sur le biofilm candidal (Kuhn and
Ghannoum 2004). Les recommandations actuelles imposent quasi-systématiquement
la dépose du matériel médical car malgré une thérapie antifongique adaptée, le risque
de développer une candidose généralisée est important. Les études relevant les cas de

candidémie observent une mortalité allant jusqu’a 40% des cas (Mah, 2001).
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Chapitre 111 : La plante étudiée Thymus vulgaris

1. Généralités :

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées,
avec pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales,
2002). Comme beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles
aromatiques. L’espece la plus connue est sans conteste 7hymus vulgaris L. localement
connu « zaatar ». En frangais et anglais par exemple, on emploie fréquemment le nom
du genre («thym» et «thyme» respectivement) pour désigner 1’espéce Thymus
vulgaris (Amiot, 2005). Le nom « Thymus »dérive du mot grec « thymos » qui
signifie « parfumer » a cause de I’odeur agréable que la plante dégage (Pariente,
2001). L’espece Thymus vulgaris est un élément caractéristique de la flore
méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de tres

nombreuses propriétés médicinales (Iserin, 2001).

Il existe une variation de la production des composés secondaires chez certaines
especes végétales que 1’on appelle polymorphisme chimique. Cette variation peut étre
quantitative ou qualitative. Un grand nombre d’especes possedent des individus dont
les composés secondaires varient quantitativement d’un individu a un autre. Par
contre, les exemples de variation qualitative, c'est-a-dire 1’existence de chémotypes au
sens strict dont les individus peuvent porter des molécules de nature chimique
différentes les un des autres, sont moins fréquents. C’est notamment le cas de Thymus
vulgaris qui exprime six formes de chémotypes différents, chaque hémotype est
nommé¢ suivant le composant principal de son huile essentielle (exemples : thymol

(T), carvacrol (C),...) (Amiot, 2005).
2. Description botanique de la plante

Appareil végétatif Plante: herbacée, souvent velue. C’est un petit sous-arbrisseau
vivace, touffu dont les rameaux sont trés aromatiques, de 7 a 30 cm de hauteur qui ont

un aspect grisatre ou vert grisatre (Dorman , 2000).

2.1. Tige : elle est généralement quadrangulaire, souvent renflée aux nceuds. Elle est
ligneuse7 a la base, et herbacée supérieurement ou elle devient presque cylindrique.

Les tiges ligneuses et treés ramifiées sont groupées en touffe ou en buisson tres dense.

Elles peuvent acquérir, vers leur base, une assez grande épaisseur. Les tiges floriféres

ne produisent jamais de racines adventives, et sont rampantes, dressées ou redressées,
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tortueuses dans leur partie inférieure, velues et blanches tout autour chez les jeunes

rameaux (Jordan et al., 2006).

2.2. Feuilles: elles sont trés petites, ovales, lancéolées8, a bord roulé. En dessous les
nervures latérales sont distinctes, obtuses au sommet, ponctuées supérieurement, aux
pétioles 9 extrémement courts, et blanchatres a leurs faces inférieures opposées,
disposées en paire se croisant d’un nceud a ’autre, dépourvues de stipuleslO et a

limbe 11 généralement denté ( Satil, 2002).

2.3. Racines: les racines sont pivotantes, ce qui permet a la plante d’aller chercher

l'eau en profondeur ( Jordan et al, 2006).

. Sl
Fleur = ) Y
f <— Plante entiére
Fruit >.® Jil-
Feuille P

Fig. 10 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L (Iserin, 2001).
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3. Classification botanique de Thymus vulgaris : Ce classement se référe a la

classification botanique antérieure (Morales, 2002) synthétisée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Classification botanique de Thymus vulgaris

Reégne | Plantes

Sous régne | Plantes vasculaires

Embranchement | Spermaphytes

Sous embranchement | Angiospermes

Classe | Dicotylédones

Sous clase | Dialypétales

Ordre | Labiales
Famille | Lamiacées
Genre | Thymus

Espece | Thymus vulgaris L

4. Les huiles essentielles:

Une huile essentielle est un produit de composition complexe renfermant des
principes volatils contenus dans les végétaux, ou des mélanges complexes de
substances organiques aromatiques liquides qu’on trouve naturellement dans diverse
partie des végétaux. Elles sont concentrées, volatiles, huileuses et sensibles a la

décomposition sous ’effet de la chaleur (Belhadi, 2010).

Le thymol est un composé aromatique de la famille des phénols. Le thymol est
notamment présent en solution dans plusieurs huiles essentielles végétales, en
particulier celle du thym. Sous forme solide, le thymol a 1 'apparence de
cristaux sans couleur mais dégageant une odeur trés marquée. Le thymol entre
dans la composition de divers médicament en raison de son pouvoir antibactérien

et antiseptique. Il est aussi efficace contre certains champignons parasitaires.
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On trouve par exemple du thymol dans des médicaments soulageant les aphtes,

les irritations de 1la gorge et les piqires d'insectes. A noter : le thymol est
¢galement employé pour protéger les ruches d'abeille des invasions parasitaires au

varroa (type d'acarien) (Burt, 2004).

5. Composition chimique :

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont
trés riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité¢ des
conditions géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes
d’études (extraction et détection). L’hybridation facile de I’espéce méne a une grande

variabilité intraspécifique, qui affecte ’homogénéité du rendement d’extrait et sa
composition en produits chimique (Amiot, 2005). La teneur en huile essentielle de la

plante varie de 5 a 25 ml/Kg et sa composition fluctue selon le chémotype considéré
(Bruneton, 1999) ; I’huile essentielle de Thymus vulgaris a été analysée en utilisant la

chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a une spectrométrie de masse
(SM), 30 composés ont été identifiés et caractérisés, les plus abondant sont
respectivement : thymol (44,4 - 58,1 %), p-cymene (9,1 - 18,5 %), (-terpinéne (6,9 -
18,0 %), carvacrol (2,4 - 4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %). La caractéristique d’huile
essentielle de Thymus vulgaris était sa teneur élevée du thymol (Bouhdid et al.,

2006).

Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans I’infusion
aqueuses préparée du thymus vulgaris a été déterminé par des méthodes
spectrophotométriques (KuliSic et al., 2006). Le tableau 2, ci-dessous résume les

résultats.

Tableau 2 : Teneur en polyphénols (en pg EAG/mg d’extrait) dans I’infusion
aqueuse du Thymus vulgaris (KuliSic et al., 2006)

Phénol Non-flavonoides

Plante

stotaux

Catéchines

Anthocyanines

Thymus vulgaris

5.0

83

1.2

6.7
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6. Effets antimicrobiens

L’huile essentielle de thym, riche en phénols, est douée de propriétés antibactériennes
facilement mises en évidence in vitro (Bruneton, 1999). L’huile essenticlle de trois

plantes dont Thymus vulgaris a été testée, par Bouhdid et ses collaborateurs (2006),

pour leur activité antibactérienne, I’huile de Thymus vulgaris témoigne d’une activité
antibactérienne intéressante sur les bactéries gram positives comme sur les bactéries
gram négatives. En effet, L- monocytogeénes, souche hautement pathogene, présente
une sensibilité élevée a cette huile. Des résultats similaires ont été obtenus par
Ettayebi et ses collaborateurs (2000), qui ont montré que I’activité de 1’huile du thym

a ¢été plus efficace contre les bactéries gram positive (S. aureus, S. pyogenes et S.
pneumoniae) que contre les gram négative (E. coli et autre). D’autre part ces mémes
auteurs ont trouvé que cette grande activité de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris
est reliée au thymol qui est majoritaire de cette huile. L’activité antibactérienne de 11

huiles essentielles de plantes aromatiques contre la souche bactérienne Bacillus cereus
INRA L2104, microbe pathogeéne développé en bouillon de carotte a 16° C, a été
¢tudiée. Une inhibition totale de la croissance des spores bactériennes a été observée

pour I’agent antimicrobien Thymus vulgaris (Valero et Salmerén, 2003).

En plus de I’activité antibactérienne, des études (réalisées in vitro et in vitro) ont
prouvé que l'huile essentielle (surtout le thymol) de Thymus vulgaris posséde des
propriétés antifongiques contre un certain nombre de mycetes. Reddy et ses collégues

(1998), dans leur étude, ont montré le potentiel antifongique élevé de 1’huile volatile
de Thymus vulgaris comme agents protecteurs des fruits de fraise (Fragaria
ananassa) contre la détérioration causée par les mycetes Botrytis cinerea et Rhizopus
stolonijer. Une étude similaire réalisée par Giordani et ses collaborateurs (2008), qui

ont examiné les huiles essentielles de quelques plantes aromatiques dont Thymus
vulgaris pour leurs effets antifongiques contre une espéce de levure Candida albicans

par la détermination de leurs CMI (3.71 pg/ml).
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Nous s’intéressons a étudier D'effet préventif des huiles essentielles du Thymus

vulgaris contre la formation de biofilms chez Candida albicans. Pour cela, Notre

travail consiste les étapes suivantes :
1. Extraction des huiles essentielles.
2. Prélévements, isolement et identification de Candida albicans.

3. Evaluation du potentiel a former les biofilms des souches ¢étudiées

et détermination des CMI et SCMLI.

4. Etude de l’effet des huiles essentielles Thymus vulgaris sur la formation des

biofilms chez Candida albicans isolées de 1’hopital a Saida.
I. Extraction des huiles essentielles :
I.1. Matériel végétal :

Les échantillons de la partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de Thymus vulgaris ont
été récoltés au mois de Mai (2015) a Sétif. Les feuilles ont été pesées, broyées

grossierement et récupérées dans des sacs propres.
I.2. Procédure d’extraction des huiles essentielles :

L’extraction des huiles essentielles (HE) a été effectuée par hydrodistillation. La
distillation a été réalisée par ¢€bullition, pendant 3 heurs, de 25 g de matériel végétal
avec 350 ml d’eau distillé dans un ballon de 500 ml reliée a un réfrigérant (figure 11).

Le rendement en huile essentielle a été déterminé par rapport a la maticre seche.
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Figure 11 : Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation des huiles essentielles
(Hernandez, 2005)
1 : chauffe ballon, 2 : ballon, 3 : matiére végétale + eau, 4 : statif, 5 : ballon recette,

6 : réfrigérant

La distillation a 1’eau ou «hydrodistillation» signifie que le matériel végétal est en
contact direct avec I’eau. Selon Bruneton (1999), I’hydrodistillation consiste a
immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broy¢)
dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite port¢ a ébullition. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par
différence de densité. Les inconvénients de cette méthode sont : la calcination du
matériel végétal, ce qui entraine une modification de la composition et des
caractéristiques chimiques de I’huile essentielle. La non maitrise de la température du
récipient contenant le mélange (eau + végétaux) et la modification de 1’odeur, de la
couleur et de la composition de I’huile essentielle au cours de la distillation (Chalchat

et al., 1997).

Cette méthode est généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les
constituants chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans 1’extraction

des huiles a partir des feuilles et des fleurs fraiches ou séchées. Parmi les huiles
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extraites par cette méthode, on cite 1’huile de menthe, de myrte et de I’herbe a citron
(Lima et al., 2004).

1.3. Décantation :

L’opération de décantation, représentée dans la figure 12, a été effectuée a 1’échelle
laboratoire a 1’aide d’une ampoule a décanter. Nous laissons le mélange hétérogene
décanter jusqu’a I’obtention des deux phases distinctes ; la phase supérieure dite

organique comporte 1’huile essentielle et la phase inférieure est la phase aqueuse.
L’huile essentielle a été stockée a 4 °C
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Figure 12 : Décantation de I’huile essentielle par ampoule a décanter (Lima et al.,
2004).

I1. Prélévements, isolement et identification de Candida albicans :

Notre travail a été réalisé au niveau de : I'hdpital Hamdan Bakta a Saida, au niveau

des services de Gynécologie, Pédiatrie et Réanimation.
IL.1. Prélévements :

Les prélevements ont été effectués entre le 29/01/2016 et le 22/02/2016 au niveau des

services de Gynécologie, Pédiatrie et de Réanimation 1’hopital Hamdan Bakta (Saida).

Ces prélevements ont été réalisés a partir des cathéters depuis 48 heures et plus selon
les recommandations de Quinet (2006). Les cathéters utilisés sont pris directement
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des patients et mis dans le milieu Saboraud liquide (5 ml). Afin d’éviter toute

contamination, les tubes sont ouverts devant une torche, flambés puis vite refermés
apres coupure des extrémités distales des cathéters a 1’aide de ciseaux stériles. Les
tubes contenant les échantillons sont agités, marqués et incubés a I’étuve a 30 °C

pendant 48 heures selon la technique décrite par Brun-Buisson et coll., (1987)

Figure 13 : cathéters dans le Bouillon Sabouraud
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I.2.Isolement et purification :

A partir des tubes présentant un trouble, des boites de pétri préalablement coulées
avec la gélose sabouraud sont ensemencées par stries, puis incubées a 30 °C pendant
48 heures. Ensuite, une colonie est prélevée de la gélose, repiquée dans le milieu
sabouraud liquide stérile et incubée a 30 °C pendant 48 heures. Chaque souche pure
est ensemencée sur gélose sabouraud inclinée en tube puis incubée a 30 °C pendant

48 heures et conservée a 4 °C.
1.3.Identification :

L’identification des souches isolées a partir des implants médicaux est réalisée selon

les tests biochimiques et la microculture.
1.3.1. Examen macroscopique :

Si la présence des colonies blanches et crémeuses en culture (Develoux et Bretagne,
2005) se reproduit de facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule

mere (le blastospore) (Graser et al., 1996)
1.3.2. Examen microscopique :

Cette partie a été réalisée par un examen direct a I'eau physiologique. Nous avons
déposé une petite quantité de la suspension sur une lame. Aprés, nous avons ajouté
une goutte de 1'eau physiologique et déposé une lamelle. La lecture se fait, en

parcourant au microscope a l'objectif 10 ou 40, toute la surface de la lamelle.

Si l'examen est positif on observe des ¢léments unicellulaires, ovoides de taille
variable qui présentent un ou plusieurs bourgeonnements polaires ou latéraux

(Monsieur, 2001).
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1.3.3.Test de blastése :

Appelé aussi test de germination ou de Tschadjian. Il consiste a émulsionner une

pointe de pipette de levures dans 1 ml de sérum humain, puis a l'incuber a 37 °C
pendant 3 a 4 heures. S'il s'agit de C. albicans, on observe dans presque 90 % des cas
un tube germinatif partant de la levure sans présence de constriction a la base

(Drochey et Vieu, 1957)
1.3.4. Microculture sur le milieu PCB :

Une colonie de levures est prélevée puis ensemencée par stries sur gélose PCB
(pomme de terre, carotte, bile) en créant de fentes dans la surface de la gélose a 1’aide
d’un fil de platine. La zone ensemencée est recouverte d’une lamelle couvre-objets
stérile ensuite incubée a 25 °C pendant 48 heures. La présence de chlamydospores
(spores globuleuses de 10 a 15 um entourées d’une paroi épaisse) signifie qu’il s’agit

dans 95 % des cas de C. albicans. (Drochey et Vieu, 1957).

I1. Evaluation du potentiel a former les biofilms des souches étudiées

Dans le but de vérifier I'aptitude des souches isolées a former les biofilms, ces
derniéres sont soumises a I’action d’un agent antifongique pour mettre en évidence
une éventuelle résistance des levures sessiles. Ce test consiste a calculer les
concentrations minimales inhibitrices «CMI» ainsi que les concentrations minimales
inhibitrices des cellules sessiles «SCMI», selon différents protocoles. L’antifongique
choisi est le fluconazole et I’huile essentielle de thymus vulgaris pour la détermination
des SCMI et pour la détermination des CMI nous avons utilisé¢ seulement 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris. Le pouvoir des souches de Candida albicans a former
les biofilms est jugé positif si les concentrations minimales inhibitrices calculées
selon le protocole de Ramage et coll, (2001a) sont supérieure aux concentrations
minimales inhibitrices calculées selon le protocole du CLSI (CLSI-M27-A2 2002).
Les premieres, des cellules sessiles, sont dénommées "SCMI", les secondes sont
désignées par "CMI" (des cellules planctoniques). Seules les cellules adhérentes aux
parois forment des biofilms, celles qui n’ont pas la capacité de les former vont étre
éradiquées suite au lavage par le PBS. L’activité antifongique de fluconazole et huile
essentielle de thymus vulgaris est testée sur des souches isolées de différents services,
ainsi que deux souches de référence, Candida albicans ATCC 10231 et Candida
albicans 444 1P.
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I1.1. Détermination des CMI et SCMI

I1.1.1.Détermination des CMI

Les CMI des cellules planctoniques des différentes souches sont déterminées selon la

méthode de microdilution décrite par le CLSI (CLSI-M27-A2 2002).
II.1.1.1. Détermination des CMI des huiles essentielles de Thymus vulgaris :

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute M27-A2) est la méthode de
référence qui permet de tester 1’efficacité des antifongiques et de déterminer les CMI
et les CMF correspondantes (CLSI-M27-A2 2002). La concentration minimale

inhibitrice (CMI) est définie comme étant la concentration la plus faible de la
substance antimicrobienne qui inhibe la croissance des microorganismes. Le principe
de cette méthode est d’évaluer la capacité¢ des levures a produire une croissance
visible dans les puits d’une microplaque a fond rond (a 96 puits) contenant le milieu
de culture liquide, en présence de concentrations décroissantes d’huile essentielle. Le
milieu de culture préconisé pour cette technique est le bouillon RPMI (Roswell Park

Memorial Institut). Nous avons utilisé ce milieu a pH 7,0.
II.1.1.1.1.Préparation des solutions des huiles essentielles :

Nous avons préparé une solution mere (3 ml) dans une éprouvette de Sml a partir de
600 mg des huiles essentielles (HE) et 60 ul du DMSO. Ce volume a été¢ complété par
le Bouillon sabouraud (BS) jusqu’a 3 ml (3000 pl). La concentration de I’HE a été
exprimée en mg/ml. Ensuite, nous avons mélangé la solution manuellement et la filtré

aseptiquement a I’aide d’un filtre stérile (Burt, 2004).
I1.1.1.1.2 .Préparation de I’inoculum :
a. Préparation de pré-culture :

Détermination des CMI des huiles essentielles de Thymus vulgaris doivent étre
réalisés a partir des cultures jeunes de la phase exponentielle de la croissance. La
réactivation des souches s’effectuée par ensemencement dans un milieu de culture

liquide (bouillon sabouraud). Aprés incubation de 24 heures a 30°C, un deuxieme
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repiquage est réalisé sur des boites de pétri contenant de la gélose sabouraud, puis,
incubées a 30°C pendant 48 heures (Hellal, 2011).

b. Préparation de la suspension :

A partir des cultures jeunes sur la gélose sabouraud, nous avons prélevé cing (05)
colonies bien isolées et identiques dans 5 ml d’eau physiologie stérile, agitées
manuellement pendant quelques secondes. L’ajustement de la charge, est réalisé a

I’aide d’une cellule Thomas sous un microscope optique (Hellal, 2011).

II.1.1.1.3. Utilisation de la microplaque (Ia méthode des micro-dilutions sur

milieu liquide) :

Pour chaque ligne de la microplaque, nous avons déposés 50ul de I’inoculum dans les
12 puits a I’exception du puits N°12 qui servira de puits de contréle de contamination
qui contient seulement ’'RPMI comme témoin positif (100 pl).Nous avons ensuite
ajouté 50 pl de la solution de I’huile essentielle dans les 12 puits a I’exception du
puits N°llet puits N°12. Le puits N°11 servira de témoin négatif (croissance sans
HE). Les plaques sont scellées et placées dans une étuve a 35°C pendant 24 heures

(CLSI-M27-A2 2002).

La lecture du résultat s’effectue a I’ceil nu a ’aide d’une source de lumiére sous la
microplaque pour visualisé si il y’a une inhibition ou non (la croissance sous forme

une trouble). [(Espinel-Ingroff et Canton., 2007) ; (Majorosetcoll., 2005)].

La plus faible concentration de chaque fraction ne montrant aucune croissance sera
considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI), elle est confirmée par

un ensemencement sur milieu solide (CLSI-M27-A2 2002).
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Figure 14: Utilisation de la microplaque (la méthode des micro-dilutions sur milieu
liquide) pour la détermination des CMI
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I1.1.1.1.4. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) :

La CMF est définie comme la plus faible concentration de I’antifongique qui tue
99,9% de la concentration cellulaire. Pour la détermination de la concentration
minimale fongicide, nous avons utilis¢ la méthode décrite par CANTON et coll,
2003. Cette méthode est en accord avec les exigences de la CLSI « Clinical and

Laboratory Standards Institute » (Espine et Canton, 2007).

Apres la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a 35°C), les deux puits
contenant les concentrations de substances antifongiques strictement supérieures a la
CMI vont servir pour la détermination de la CMF. Pour ce faire, 10 ul de chaque puits
vont étre transférés dans des boites de Pétri contenant du milieu sabouraud gélose. Les
boites sont incubées dans une étuve a 35 °C pendant 48 h. Cette technique nous
permet de vérifier si les cellules sont viables et cultivables. La boite correspondant a

la CMF renferme un nombre de colonies inferieures a 3 (Majoros et coll, 2005).

I1.1.2.Détermination des SCMI

Pour les cellules sessiles (des biofilms), les SCMI des différentes souches sont

déterminées selon la méthode de microdilution décrite par Ramage et coll, (2001a).
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a. Préparation des souches

Les souches ont été inoculées avec une anse de platine dans 20 ml du milieu
Sabouraud liquide puis placées dans un agitateur sous agitation continue a 130
tours/minutes, 16 heures d’incubation a 30 °C. Dans ces conditions, toutes les souches
sont récupérées en phase de bourgeonnement. Les cellules sont récupérées par
centrifugation a 4000 tours/min pendant 10 minutes puis lavées deux fois a l'aide du
tampon phosphate stérile (PBS) 10 mM, pH 7,4 additionné de 2,7 mM de chlorure de
potassium (KCl) et 137 mM de chlorure de sodium (NaCl).

Dans le Sabouraud liquide additionné de 2 % de glucose, les cellules sont
réensemencées a une concentration cellulaire de départ égale a 10° cellules/ml

dénombrée sur cellule de Thomas.
b. Formation des biofilms

Des microplaques de polystyréne pré stérilisées sont utilisées pour la mise en
¢vidence de la formation des biofilms. 100 ul de la suspension de levure est placée
dans chaque puits. Les microplaques sont, par la suite, convenablement recouvertes a

I’aide du papier aluminium stérile. L’incubation se fait a 37 °C pendant 48 h.

Cette opération est réalisée tout de suite aprés I’ajustement de la concentration

cellulaire de départ de 10° cellules/ml.
c. Test antifongique

Apres la formation du biofilm, le surnageant est aspiré et les cellules non adhérentes
sont soigneusement enlevées par trois lavages successifs avec du PBS stérile. A cette
fin, 100 pl du PBS sont ajoutés puis ré-aspirés. Le liquide résiduel du PBS est retiré
en utilisant du papier buvard stérile. L’aspiration du surnageant doit étre effectuée

avec soin pour éviter la destruction des biofilms.
c.1. Premier antifongique : Fluconazole :

Apres avoir ajouté dans chaque puits de la microplaque 100 pl du milieu le Sabouraud
liquide additionné de 2 % de glucose, nous avons incorporé la solution de

fluconazole. pour ce faire, 100 pl d’une solution mére d’antifongique a une
concentration de 128 pug/ml sont ajoutés au premier puits. Aprés homogénéisation du
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contenu du puits a 1’aide d’une micropipette, nous avons prélevé 100 pl que nous
avons ajoutés au deuxiéme puits et ainsi de suite jusqu’au dernier ou le volume

récupere est écarte.

Un témoin négatif et un témoin positif sont préparés en parall¢le avec les échantillons.
Le témoin négatif correspond a une incubation de fluconazole et dans le milieu de
culture en absence de levures. Par contre, le témoin positif consiste a incuber les

levures en absence de fluconazole.

Les microplaques ainsi préparées sont scellées et placées dans une étuve a 35 °C
pendant 48 h. Les SCMI ont été déterminées en utilisant la détermination de la
concentration minimale fongicide, nous avons utilisé la méthode décrite par Canton
et coll. 2003. Cette méthode est en accord avec les exigences de la CLSI « Clinical

and Laboratory Standards Institute » (Espin et Canton, 2007).
c.2. Le produit a tester : huile essentielle de Thymus vulgaris

Aprées avoir ajouté dans chaque puits de la microplaque 100 pl de I’huile essentielle pour
chaque souche, une série de dilutions doubles de I’huile essentielle
est réalisée. Pour cela,

100 pl des solutions de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sont placés dans chaque
puits jusqu'a la fin de la ligne de la microplaque avec des dilutions réalisées dans un
ordre décroissant (100 pg/ml a 0.19 pg/ml) a partir d’une solution mere d’huile

essentielle de Thymus vulgaris 100pg/ml .

Un témoin négatif et un témoin positif sont préparés en paralléle avec les échantillons.
Le témoin négatif correspond a une incubation de solution mere d’huile essentielle et
dans le milieu de culture en absence de levures. Par contre, le témoin positif consiste a

incuber les levures en absence de solution meére huile essentielle.

Les microplaques ainsi préparées sont scellées et placées dans une étuve a 35 °C
pendant 48 h. Les SCMI ont été déterminées en utilisant la détermination de la
concentration minimale fongicide, nous avons utilisé la méthode décrite par Canton

et coll. 2003. Cette méthode est en accord avec les exigences de la CLSI « Clinical
and Laboratory Standards Institute » (Espin et Canton, 2007).

45




Materiel et Meéthodes

Figure 15: Utilisation de la microplaque (la méthode des micro-dilutions sur milieu
liquide) pour la détermination des SCMI

Etapes de remplissage de la microplaque :

A : 100 pl de la suspension de levure est placée dans chaque puits

B : pour la détermination des SCMI du fluconazole

C : pour la détermination des SCMI du I’huile essentielle de Thymus vulgaris

D : 100 pl de Sabouraud liquide additionné de 2 % de glucose est placée dans
chaque puits

E : 100 pl du fluconazole de est placée dans chaque puits

F : 100 pl de I’huile essentielle de Thymus vulgaris est placée dans chaque puits

G : 100 pl de Sabouraud liquide additionné de 2 % de glucose est placée dans

chaque puits.
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I. Extraction des huiles essentielles :
I.1. Caractéristiques des huiles essentielles :

La plante de Thymus vulgaris est de la famille des labiées, comme beaucoup des
huiles essentielles aromatiques, est un élément caractéristique de la flore
méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de tres

nombreuses propriétés médicinales (Iserin, 2001).

L'huile essentielle de Thymus vulgaris obtenue par hydrodistillation est un liquide

visqueux, limpide d'une coloration jaunatre et a odeur forte .

1.2. Rendement en huile essentielle :

Le rendement R en huile essentielle est calculé a 1'aide de la formule suivante :
R = [Masse d'huile essentielle (g) /Masse du matériel végétal utilisé (g)] x 100

R : Rendements massiques des huiles essentielles

Masse du matériel végétal utilisé : 25 g

Masse d'huile essentielle : 0.92 g

0-9

2
R = —=x100=3.68 %

I1. Prélévements, isolement et identification de Candida albicans

I1.1. Choix de la souche :

Candida albicans, une levure polymorphe opportuniste, est le pathogéne fongique le
plus commun chez I’humain. Il est responsable, entre autres, de diverses candidoses
orales et de vaginites, deux infections trés répandues. Cette levure possede des
mécanismes d’adaptation complexes, lui permettant de survivre dans diverses

conditions environnantes et de causer une grande variété d’infections (Segal, 2005).

Les études américaines estiment 1’incidence annuelle de candidémies a 24 cas sur

100 000 patients, avec une mortalit¢ d’environ 40% (Perlroth ef al., 2007).
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IL.2. Choix de prélévement :

Il est maintenant acquis que les biofilms formés sur les cathéters veineux centraux par
les différentes especes de Candida sont impliqués tant dans 1’établissement que dans
la persistance des candidoses. Le retrait du cathéter fait d’ailleurs partie des bonnes
pratiques dans la prise en charge de ces infections [( Mermella, 2001) ;( Sherertzrj

et al ., 2001)].

Les candidoses restent de trés loin les infections fongiques les plus fréquentes dans le
milieu hospitalier. L’espéce Candida albicans est 1'espece la plus souvent isolée lors
d’une candidémie qui peut avoir comme origine un cathéter colonisé¢ [(Hawser et

Douglas, 1995), (Hennequin, 1996)]
I1.3. Résultats de prélévement :

Partant des données ci-dessus, nous avons entrepris cette ¢étude qui consiste a isoler
des levures de Candida albicans a partir des cathéters usés (cathéters vasculaires) au

niveau de trois services de I’hopital Hamdan Bakhta (Saida).

Le tableau N° 3 regroupe le nombre de prélévements effectués au niveau des services
de Gynécologie, Pédiatrie et Réanimation. Ainsi que le nombre de souches de

Candida albicans 1solées.

34 prélevements ont été effectués a I'hopital Hamdan Bakhta (Saida), dont 18 au
niveau de service de gynécologie, 6 au service de pédiatrie et 10 au service de

Réanimation.

6 souches de Candida albicans ont été isolées, représentant 17 ,64 % de ’ensemble
des prélévements. Elles se répartissent dans les différents services comme suit :

gynécologie, réanimation et pédiatrie 4, 2 et 0 souches, respectivement.
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Tableau N° 3: Nombres de prélévements et de souches de Candida albicans isolées
dans chaque service

Service N"" de prélévements N"" de souches Taux (%)
Pédiatrie 6 0 0%
Gynécologie 18 4 22.22%
Réanimation | 10 2 20 %
Total | 34 6

En calculant le taux de souches isolées de Candida albicans selon le nombre de
prélévements dans chaque service, le service de Gynécologie vient en premier rang
avec 22.22 % suivi du service de réanimation avec 20,00 % puis du service de

pédiatrie avec 0.00 %.

Nous constatons que le service qui n’a pas concerné par les contaminations des
cathéters par la levure Candida albicans, selon le nombre de prélevement, est le

service de pédiatrie avec de taux 0%.

Ces résultats rejoignent ceux de Wesenberg-Ward et coll., (2005), qui mettent en

évidence l'importance de la levure Candida albicans comme agent étiologique des
maladies opportunistes, ainsi, Alem et coll., (2006), ont classé les infections dues a
cette espece au quatrieme rang des infections nosocomiales et au troisieme rang des

infections fongiques liées aux cathéters.

De plus, Hot et coll., (2007) confirment que le facteur de risque des infections

fongiques reste l'utilisation de cathéters.

Par contre, Diskin en 2008 a montré que seulement 2,8 % d’infections liées aux
cathéters sont causées par la levure Candida albicans. En effet, Candida albicans
peut pénétrer 'organisme humain en s’adhérant a une surface en plastique implantée.

(Wesenberg-Ward et coll., 2005). La plupart des manifestations de la candidose sont
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associés a la formation de biofilms qui se produit sur les surfaces des dispositifs

médicaux (Pierce et coll., 2008).

I1.1 Examen macroscopique de la souche
L’examen macroscopique montre une colonie blanche, crémeuse, lisse. Certaines

souches sont plus rugueuses (Csank, 2000).

11:16:07 21-04-201 6

Figure 16 Examen macroscopique de c. albicans

I1.2 Examen microscopique
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L’observation microscopique de Candida albicans montre des levures rondes ou

ovalaires bourgeonnantes (blastospores) et la présence de Pseudomycelium.

Figure 17 ’observation microscopique de c. albicans (G x 100)

En raison de son écologie, Candida albicans est la levure la plus fréquemment isolée

chez ’homme (66,5% de toutes les levures). Nous chercherons a I’identifier en
premier et le plus rapidement possible par quelques méthodes. Certaines levures du
groupe des Candida albicans présentent la particularit¢ de former des tubes
germinatifs, tubes ressemblant a un mycélium mais sans cloisonnement entre la levure
et le filament. Ces tubes germinatifs seraient représentatifs de la capacité invasive de

C. albicans. Les autres levures ne le font pas.

Certaines levures du groupe des Candida albicans présentent la particularité de
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former des Chlamydospores et un pseudomycélium quand elles sont cultivées sur
milieu PAUVRES. Les chlamydospores sont des spores rondes, généralement
réfringentes, situées aux extrémités du pseudomycélium. Leur role est inconnu car il

n'est pas sir qu'elles puissent redonner des levures.
II1. Détermination des CMI du I’antifongique huile essentielle thymus vulgaris :

III.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des

concentrations minimales fongicides (CMF) :

La figure 18 présente les résultats des CMI et des CMF des huiles essentielles de
Thymus vulgaris vis-a-vis de six souches sauvages et deux souches de références C.

albicans ATCC 10231 et C. albicans 444 IP.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des HE de Thymus
vulgaris vis-a-vis de six souches sauvages et deux souches de références C. albicans
ATCC 10231 et C. albicans 444 IP est réalisée par la méthode des micro-dilutions sur
milieu liquide. Nous avons utilisé le milieu de culture : le bouillon RPMI (Roswell

Park Memorial Institut). Nous avons utilisé ce milieu a pH 7,0.

Les résultats concernant la détermination des concentrations minimales inhibitrice
(CMI) montre que les HE de Thymus vulgaris a un effet inhibiteur trés prononcé avec
une concentration de 0.3906 mg/ml vis-a-vis C. albicans a ,C. albicans c, C. albicans
d , C.albicans ATCC 10231 et Candida albicans (IPP444), et une concentration de
0.1953 mg/ml vis-a-vis C. albicans e et C. albicans f.
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Concentration mg/ml
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Figurel8 : Résultats des CMI et CMF de I’huile essentielle des souches fongiques

CMI : concentration minimale inhibitrice CMF : concentration minimale fongicide
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I11.2. Effet antifongique des huiles essentielles de Thymus vulgaris :

Pour déterminer la nature fongicide ou fongistatique de nos huiles essentielles vis-a-
vis ces six souches, nous avons calculé le rapport CMF/CMI Si ce rapport est
inferieur ou égal a 2, I’huile est considérée comme fongicide; si ce rapport

est supérieur a 2, I’huile est considérée comme fongistatique (Derwiche et coll.

2010).

D’apres nos résultats, le rapport CMF/CMI vis-a-vis des deux souches est supérieur a

2, donc, les huiles essentielles du test sont considérées comme fongistatique

Selon les résultats de CMI/CMF :

» l’huile essentielle de Thymus vulgaris est de nature fongicide vis-a-

vis les souches C. albicans 444 IP et C. albicans e.

» 1" huile essentielle de Thymus vulgaris est du nature fongistatique vis-a-
vis lessouches C. albicans a,C. albicans b, C. albicans c, C. albicans d, C. al
bicanf, C. albicans ATCC 10231
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Tableau N°4 : la nature du huile essentielle de Thymus vulgaris vis-a-vis les souches

étudiées

Les souches

fongicide

fongistatique

C. albicans a

X

C. albicans b

C. albicans ¢

C. albicans d

C. albicans e

C. albicans f

C. albicans 444 IP

C. albicans ATCC 10231

IV. Evaluation du potentiel a former les biofilms des souches étudiées

Selon Ramage et coll. (2001a), I’accroissement des CMI chez les levures par rapport a

la méthode du CCLS M27-A témoigne de leur capacité a former des biofilms. C’est

pourquoi nous avons entrepris de déterminer les CMI des souches que nous avons

isolées suivant les deux méthodes précédentes, celle du CCLS M27-A et celle de

Ramage et coll., (2001a). L’ensemble des résultats de tous les tests de sensibilités a

I’huile essentielle de Thymus vulgaris des souches de références et des souches

isolées.
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IV.1 Détermination des SCMI

Sur le Figure N° 19 sont regroupés les résultats des tests de sensibilité a fluconazole

des cellules sessiles des souches de références et des souches isolées .

Les SCMI de la souche C albicans ATCC 10231 sont de 8ug/ml . Les SCMI de la
souche C albicans 444 IP , C. albicans d et C. albicans e sont de 16pg/ml. Les SCMI
de la souche C albicans a ,C albicans c et C albicans f de 32ug/ml

Les SCMI de la souche C. albicans b sont de 64pg/ml. Sur la figure : sont illustrés les
résultats des tests de sensibilité a fluconazole des souches de références et des souches

1solées

59




Reésultats et Discussion

Concentration (ng/ml)

SCMI (ng/ml) de flocnazole
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Figurel9 : tests de sensibilité a fluconazole des souches de références et des souches isolées
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Les cellules sessiles de la souche de référence C. albicans ATCC 10231 sont sensible
au fluconazole par rapport aux cellules sessiles de la souche de références C albicans

444 TP qui est sensible a dose dépendante.

Les cellules sessiles des souches C albicans 444 IP , C albicans a ,C albicans ¢, C
albicans f ,C. albicans d et C. albicans e sont sensibles a dose dépendante au
fluconazole. les cellules sessiles de la souche C. albicans b sont résistante au

fluconazole.
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IV.2 Détermination des SCMI du I’antifongique huile essentielle Thymus vulgaris :

Les résultats des tests de sensibilité a 1’ huile essentielle de Thymus vulgaris des

cellules sessiles des souches de références et des souches isolées sur le Figure.

Figure 20 : les résultats des tests de sensibilité a 1I’antifongique huile essentielle Thymus

vulgaris des cellules sessiles.

Selon les résultats de CMI des cellules planctoniques et SCMI de cellules sessiles on
distingue que I’huile essentielle de Thymus vulgaris a un effet inhibiteur au cellules
sessiles a une concentration entre 0.19 et 0.39 mg/ml, mais les cellules planctoniques

sont résistantes. En tant que constituant majoritaire.
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Conclusion générale

Nous avons étudié Ieffet préventif des huiles essentielles du Thymus vulgaris contre

la formation de biofilms chez Candida albicans. Pour cela, Notre travail consiste les
¢tapes suivantes : extraction des huiles essentielles, prélévements, isolement et
identification de Candida albicans, évaluation du potentiel a former les biofilms des
souches étudiées et détermination des CMI et SCMI, étude de I’effet des huiles
essentielles Thymus vulgaris sur la formation des biofilms chez Candida albicans

isolées de 1’hopital a Saida.

La valeur du rendement en huile essentielle de la partie aérienne de Thymus vulgaris

était de 3.68 %.

La présence de biofilms fongiques associés aux surfaces de dispositifs médicaux
implantés, tels que les cathéters, représente un facteur de risque majeur de développer
une candidémie. De plus, les levures de ces biofilms ont une sensibilité diminuée aux

antifongiques.

L'importance de mener notre étude a I'hopital Hamdan Bakhta de Saida (Algérie) était
d’évaluer le taux de contaminations des cathéters et des sondes par la levure Candida
albicans, de vérifier son pouvoir a former des biofilms et de tester sa résistance vis-a-
vis de l’huile essentielle de Thymus vulgaris, traitement de premicre ligne des

mycoses systémiques ou généralisées.

Il ressort de notre étude que sur les 34 prélévements effectués, 6 souches de Candida
albicans ont été isolées, soit un taux de 17.64 %. Elles se répartissent dans les
différents services comme suit : gynécologie, réanimation et pédiatriec 4, 2 et 0

souches respectivement, isolées.

Chez 6 souches de Candida albicans isolées, le pouvoir de la formation des biofilms
est considéré comme positif, la gravité que peut présenter les contaminations des
cathéters par cette levure est accentuée par la réponse insignifiante des

biofilms au fluconazole. en effet, les cellules planctoniques de Candida albicans
(formant des biofilms) sont plus résistantes que leurs congéneres sessiles concérnant

I’huile essentielle de Thymus vulgaris.
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En comparant la susceptibilité des différentes souches vis-a-vis de 1’huile testée, nous

constatons que I’efficacité de cette huile est :

I’huile essentielle de Thymus vulgaris est de nature fongicide vis-a-vis les
souches C. albicans 444 IP et C. albicans e

I’huile essentielle de Thymus vulgaris est de nature fongistatique vis-a-vis les
souches C. albicans a , C. albicans b , C. albicans ¢, C. albicans d, C.

albicans f, C. albicans ATCC 10231 .
Nous constatons que aussi ’efficacité fluconazole :

La cellule sessile de la souche de référence C albicans ATCC 10231 est
sensible au fluconazole par rapport aux cellules sessiles de la souche de
références C albicans 444 1P qu’est sensible a dose dépendante

Les cellules sessiles des souches C albicans 444 IP , C albicans a ,C albicans
¢, Calbicans f,C albicans d et C albicans e est sensible a dose dépendante au
fluconazole

la cellule sessile de souche C. albicans b sont résistante fluconazole

Selon les résultats de CMI des cellules planctoniques et SCMI de cellules sessiles on
distingue que I’huile essentielle de Thymus vulgaris a un effet inhibiteur au cellules
sessiles a une concentration entre 0.19 et 0.39 mg/ml, mais les cellules planctoniques
sont résistantes. En tant que constituant majoritaire, le thymol pourrait étre

considéré comme le responsable du fort pouvoir antifongique de I’huile de Thymus

vulgaris
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Annexe 1: préparation de la solution PBS, pH =7.4.

PBS = Phosphate Buffered Saline “ Tampon Phosphate Sal¢ > (10 mM tampon
phosphate, 2.7 mM chlorure de potassium, 137 mM chlorure de sodium)

- NaCl : 137 mM

- KCl: 2.7mM

- Na2HPO4 : 10 mM (di-sodium hydrogénophosphate)
- KH2PO4 : 1,76 mM (di-hydrogénophosphate)

Compléter a 11 et ajustez pH = 7.4, puis autoclaver a 120 °C pendant 20 minutes et

conserver a la température ambiante.

Chandra Mohan. (2003) Buffers A guide for the preparation and use of buffers in
biological systems Biosciences ; Cat. No. 524650

Annexe 2 : milieu RPMI-1640 « Roswell Park Memorial Institut »

Sels Inorganiques (g/litre) Vitamines (g/litre)
Ca(NO3)2-4H20 0.10000 D-Biotine 0.00020

MgSO4 (anhydre) 0.04884 Choline Chloride 0.00300

KCl1 0.40000 Acide Folique 0.00100

NaHCO3 1.50000 myo-Inositol 0.03500

NaCl 6.00000 Nicotinamide 0.00100

Na2HPO4 (anhydrous) 0.80000 Acide p-Amino Benzoique 0.00100
Amino Acides (g/litre) Acide D-Pantothenique 0.00025

L-Arginine (free base) 0.20000 (hemicalcium)
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L-Asparagine-H20 0.05682

L-Aspartic Acid 0.02000

L-Cystine-2HC1 0.06520

L-Glutamic Acid 0.02000

L-Glutamine 0.30000

Glycine 0.01000

L-Histidine (free base) 0.01500

Hydroxy-L-Proline 0.02000

L-Isoleucine 0.05000

L-Leucine 0.05000

L-Lysine-HCI1 0.04000

L-Methionine 0.01500

L-Phenylalanine 0.01500

L-Proline 0.02000

L-Serine 0.03000

L-Threonine 0.02000

L-Tryptophan 0.00500

L-Tyrosine-2Na-2H20 0.02883

L-Valine 0.02000

Pyridoxine-HC1 0.00100

Riboflavine 0.00020

Thiamine-HCI 0.00100

Vitamine B-12 0.000005

Autres (g/litre)

D-Glucose 4.50000

Glutathione (reduit) 0.00100

HEPES 2.38300

Rouge de Phénol, Sel Sodium 0.00500

Sodium Pyruvate 0.11000

AMERICANE TYPE CULTURE
COLLECTION

Catalog No. 30-2001
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Annexe 3 Bouillon Sabouraud :

Formule (en g/I)

Peptone (Fluka) 10,0

Extrait de levure (Fluka) 3,0

Glucose (Sigma-Aldrich) 20,0

Compléter le volume a 1000 ml par I’eau distillée

pH = 5,8 (+0,2) 4 37°C

Suspendre la poudre dans un litre d’eau distillée, chauffer si c’est nécessaire pour la

dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121 °C pendant 15 min.

Annexe 4

Formule (en g/I)

Peptone (Fluka) 10,0

Extrait de levure (Fluka) 3,0

Glucose (Sigma-Aldrich) 20,0

Compléter le volume a 1000 ml par I’eau distillée

pH = 5,8 (+0,2) a 37°C
Suspendre la poudre dans un litre d’eau distillée, en suite chauffer sous agitation jusqu’a

¢bullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121 °C

pendant 15 min.
Annexe 5: préparation de milieu PCB

Laver, gratter et broyer les carottes par dans un mélangeur. Faire bouillir 40 g des carottes

pendant 5 minutes dans 1000 ml d’eau distillée. Filtrer a travers un tissu.

Laver, peler découper les pommes de terre en petits morceaux. Faire bouillir 40 g des
pommes de terre pendant 5 minutes dans 1000 ml d’eau distillée. Filtrer a travers un tissu.

). Préparation de milieu :
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Extrait de la pomme de terre 250 ml

Extrait de carotte 250 ml

Agar 25¢g

Ajuster le pH a 7.2

Compléter le volume a 1000 ml par I’eau distillée

Bouillir le tous jusqu’a la transparence.
Autoclaver pendant 15 minutes a 121°C.

Ajouter 150 ml de la bile de beeuf devant les becs bunsen.
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Vitamines (g/litre)

D-Biotine 0.00020

Choline Chloride 0.00300

Acide Folique 0.00100

myo-Inositol 0.03500

Nicotinamide 0.00100

Acide p-Amino Benzoique 0.00100

Acide D-Pantothenique 0.00025
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