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Résumé

Les conservateurs antimicrobiens sont des sub&tamiceigine naturelle ou synthétique,
capable de limiter ou d’inhibées la croissance afimnne,Candida albicansest I'une des
levures commensales peut étre pathogene pour I'eord@ns ce cadre nous avons entrepris
ce travail qui consiste a I'étude de la résistate€andida albicangsolée a partir des cavités
buccales vis a vis de la chlorhexine frequemmaehség en produits cosméceutiques ,dont |l
ressort que le taux d’ergostérol membranaire es€dN°04 (11.13%2.873) chez les souches
sauvages sensibles avec une CMI égale 0.39 mgstand est inferieur chez les souches de
référence ATTC 102509 qui présentent un taux dstégol (9.62%2.305 ) avec une CMI de
12 ,5 mg/ml, et tres inferieur chez les soudaeglus résistances N°22 (1.8606234)
avec une (CMI =25 mg/ml).

A la lumiére de ces résultats on peut conclure lquesistance d€andida albicansa la
chlorhexidine est probablement lieée au changementlad composition en ergostérol

membranaire.

Mots clé :Candida albicans chlorhéxidine , I'ergostérol membranaire.



Abstract

The antimicrobial preservatives are natural orlsgtic substances capable of limiting or
inhibited microbial growth, Candida albicans iscantnensal yeast can be pathogenic for
humans. In this context we have undertaken thikwadrich involves the study of Candida
albicans resistance isolated from the oral cavibeshlorhexine commonly used in cosmetics,
showing that the membrane ergosterol is high Nq10413% + 2.873) in susceptible wild
strains (MIC = 0.39 mg), while it is lower in reéce strains ATCC 102509. a one ergosterol
rate (9.62% = 2.305) with (MIC =12 5 mg / ml), amadich lower in the more resistors # 22
strains (1.86 * 0.234%) of (MIC = 25 mg / ml).

in the light of these results we can conclude thatresistance of Candida albicans to

chlorhexidine is probably related to changes in im@me composition ergosterol.

Keywords : Candida albicanshlorhexidine, antifungal activity, membrane ergoskt
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I ntroduction

L’étiologie bactérienne des maladies parodontades@mise 50ans. Les travaux LOE et al en
1965 ont entre autre permis de donner un caraictietion a cette maladie .

L’évolution des techniques a permis de distinguere uapproche bien distincte et
complémentaire dans la prise en charge de ces mmslghrodontales : une approche

chimique.

Cette approche chimique peut utilisée : les predtosmétiques qui ajoutent le conservateur

antimicrobien pour éviter la contamination et praduire la prolifération microbienne.

De nombreuses études ont montré I'efficacité denlarhexidine pour inhiber la formation de
plague et combattre I'inflammation en odontolo@ea. structure de bisdiguanide symétrique
lui procure ses propriétés antibactériennes .e@lié tendance a engendrer des colorations a

la foi dentaires et des muqueuses a moyen et &yntet

Dans les vingt dernieres années, peu d’étudegténtéalisées concernant la sensibilité de
Candida albicans vis-a-vis de la chlohéxidine. D’abord, les effete chlohéxidine sur
Candida albicans, Candida glabarata et Saccharomyces cervisiaeen en 1992 pakHiom, et

ses collaborateurs en suite Barrett-bee et al., ont vérifié I'action de déstabilisation
membranaire de cet agent antimicrobien en 1994.ddnée apréldiom et ses collaborateurs
ont testé la réaction du dégagement de la chladivexidiacétate paGaccharomyces
cervisiae, Candida albicans, et Candida glabarata, et le role possible de la paroi fongique

dans la modification de la réponse cellulaire dortkéxidine.

En 2002,Suci et al., ont étudié I'action de la chlorhéxidine diglucomais-a-vis des formes
levures et filamenteuses des biofiims@hndida albicans. La derniere étude réalisée en 2009
par Christopher et al., sur la sensibilit¢é du biofilm d€andida albicans vis-a-vis de la

chlorhéxidine.

Malgré la présence d’agents conservateurs antibiems, les nuisances microbiennes
demeurent fréquentes. Cela est du au développediene résistance vis-a-vis de ces
derniers. C’est pourquoi, hous avons entreprisertoéivail qui consiste a étudier la résistance

bY

d'une levure commensale et peut étre pathogé@andida albicans isolées a partir des
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cavités buccales a un conservateur antimicrobigiséudans les produits cosmétiques, la

chlorhéxidine.
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Chapitre Candida albicans

1. Introduction

Candida albicans est une levure polymorphique commensale de la&hviccale et du tractus
digestif qui peut entrainer des infections sévepssticulierement chez les patients
immunodéprimeés. A I'état commensal, la levure ss@nte sous forme de blastospores, alors
gu'a l'état pathogene ces formes sont généralernbservées en association avec des
eléments filamenteux. Le processus de filamentasiancompagne de modifications de la
composition biochimique et antigénique de la paf@é champignon posséde ou peut
exprimer plusieurs facteurs de pathogénicité. Cesicularités fongiques incluent la
production et la sécrétion d’enzymes hydrolytiques, modifications morphologiques et

fonctionnelles résultant de la transition de larferlevure a la forme mycélienne.

2. Classification et découverte

Au cinquiéme siecle avant Jésus Christ, Hippocfatele premier a parler d’infection
fongique en décrivant le mugu@insworth., 1986) Ce ne fut qu’en 1839, en Allemagne,
gue le jeune conférencier Bernhard (von) Langenbeahklia pour la premiére fois la
description d’'une levure, de type mycéete, commentagtologique d'une candidose orale
(Knoke & Bernhardt., 2006). Pendant un siécle apres sa découverte, la levuneuguet fut

le sujet d'une étude taxonomique controversée. {ieete connut divers noms, dont les plus
proches de la nhomenclature actuelle fu®rdium albicans (Robin.,1853) Saccharomyces
albicans (Reess., 1877pu Monila albicans (Zopf., 1890). Sa position taxonomique fut
clarifiee en 1923 par les travaux de Christine Bl&erkhout qui introduira dans sa thése le
terme Candida albicans (Berkhout., 1923) Ainsi, elle différencie pour la premiéere fois les
levures médicales de celles végétales. Le nomésstédde I'expression latinga candida

qui était utilisée pour décrire les robes blanchedées par les membres du Sénat romain
(Calderone., 2002) Depuis, cette classification est devemanen conservandum et fut
adoptée internationalement en 1939 dans le cadre3<d§ Congrés International de

Microbiologie de New YorKSamson., 199D



Chapitre Candida albicans

C. albicans, levure considérée asexuelle jusqu’a récemmentclassée au début dans la
division des deutéromycetdgfungi imperfecti). En effet, la présence des caractéristiques
sexuelles était nécessaire pour I'appartenancedivision des ascomycetes. Cependant, la
comparaison des séquences des acides nucléiques, @ile des caractéristiques
phénotypiques non sexuelles, ont permis de lirtegitérieurement dans la division des
ascomycetegTaylor., 1995) Les deutéromyceétes ne sont plus reconnus présenteomme

un taxon. De plus, en 2000, deux laboratoires deerehe ont démontré, par des approches
expérimentales différentes, I'existence d’'un cysgeuel (mating) che€. albicans . (Hull et

al., 2000; Magee & Magee., 2000)

Empire Eucaryote (Eukaryota)
Rang/Régne Champignon (Fungi)
Embranchement/Division/Phylum Ascomyceétes (Ascortg)co

Sous-embranchement/Sous-division/Sous- Saccharomycotina

phylum

Classe Saccharomycetes

Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

Espece Albicans(Joneset al., 2004)

3. Organisation cellulaire et moléculaire :

3.1 Structure intracellulaire :

Candida albicans possede tous les organites intracellulaires aaniatijues des eucaryotes :

* Un noyau, délimité par une double membrane nu&gaén renferment huit
chromosomegchu et al ., 1993).

* Un nucléole.

e Un réticulum endoplasmique.

* Un appareil de Golgi.

* Des mitochondries.

» Des vacuoles a inclusions notamment lipidig{izgpont B ., 1985)
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La seul structure différenciant la levure d’'uneldek eucaryote « classique » est la présence
d’'un systéme vaculo-vésiculaire, évoluant en refativec le cycle cellulaires et la divisibn
Barelle et al.,2006) et implique en majeur partie dans la syntheséadearoi (poulain et
al.,1995).

3.2 paroi:

Initialement, la paroi d€andida albicans était considérée come une structure inerte assuran
la protection et la rigidité du protoplaste. Désaisn il est établi que la paroi est un
composant essentiel pour de nombreux aspect bipleget pathogénique d€andida
albicans (Casone., 1989, Ruis.herrerat al .,2006), la paroi cellulaire agit comme une
membrane imperméable et maintient les caractanesignorphologiques de la levure, c’est
aussi cette paroi, partie la plus externe de lauleelqui permet la premieres interactions
physiques entre le microorganisme et son enviroenémhdéte compris. 80 a 90% de la
composition de la paroi déandida albicans est représentée par des carbohydratexpes
Ribot et al ., 2004) En particulier, 3 constituants basiques représgnia majorité des

polysaccharides de la paroi.

B1.3

Ij1"8 ’ - - g \
glucans ,,J\_ St .
Cell B1.3 glucan e, Te _chitin
membrane synthase
.« = ergosterol

Figure n° 01 : Les différents constituants de la paroi fongiqiddamond R., Atlas of fungal
Infections, Ed.1999).
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Y,
Couche externs

W
Couche interne

13 B L‘| 3 ¥ -.,.,I T
Ef‘.{l}!‘-xh.--{l'f : _'! 1t

-
A% Membrane plasmique A— Glucanes /'L- Chitine |

Figure n° 02 : Organisation moléculaire de la paroi@andida albicans (D ‘aprés Ruiz-
Herrera,FEMS Yeast Res.,2006)

A- des polymeres ramifiés de glucose branchés dn3 eta 1,6 @ -glucanes)Ruis.herrera

et al .,2006) La composition de la paroi ea -glucanes varie en fonction de [I'état
morphologie de la levure. En effet, elle s’éleve¥)a- 39 % de -1,3- glucanes pour 43-53%
de a - 1,6-glucanes chez les blastospores et les nuyeelalors que ces proportions sont
inversées dans le cas de tubes germindRifsis.herrera et al .,2006). Ces a-glucanes,
représentent d’un point de vue quantitatifs 47 &®%€08u poids sec de la paroi. Ce sont donc
les constituent majeurs. Ces glucanes constitwerstructure de la paroi. lls forment un
squelette rigide, grace a l'existence de liaisohgagidiques avec la chitingSurarit et
al.,1988) et procurent de fortes propriétés physique aelale. les glucanes peuvent étre
sécrétés dans le sang des patients infectés emdtsent une toxicité pouvant aller jusqu’au
choc anaphylatique. De plus, les glucaneLdedida albicans peuvent inhiber directement
les fonction des monocytes et celles des cellulde Tacon indirecte, ce qui suggere leur role
prédominant dans le développement de la condifiesleagawaet al .,2003)

B- les polyméres de mannose (mannanes) associ&s @ratéines par des liaisons covalentes
(gluco[manno]protéines). Ce sont, avec degjlucanes, les constituent majeurs de la paroi,
puis qu’ils représentent environ 40% des polysadbsa et sont les principaux participants a
la formation de la matrice de la paf@alderoneet al., 1991/ Shepherd., 1987)Le terme

« mannane » fait aussi référence au principal ceanosoluble et immunogéne présent dans
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la couche externe de la paroi, phosphomannopro@inencore phosphopeptidomannane.
Cette fraction de la paroi comprend principalente¥ homopolyméres de D-mannose, 3 a 4
% de protéines, et 1 a 2 % de phosphates. A ce fkibrganisation générale des
mannoprotéines d€andida ressemble étroitement a celle &accharomyces cervisiae
(Chaffin et al ., 1998). Les polyméres de mannose sont liés a la protgameun résidu
asparagine, thréonine ou sérine. Les mannanes demtédifices complexes de masse
moléculaire élevée, constitués de résidus manmésea -1,6,a -1,2,a -1,3 (poulain et al
.,1995) ces résidus sont reconnus par le récepteur mennésepteur de I'immunité innée
(PRRS « Pattern Recognition Receptors») , implidames la fixation et la phagoscytoses de
nombreux pathogenes. Les mannanes comprenneninggeldes motifs oligomannosidiques
tels que le R-1,2 mannane, qui permet de difféeenieis sérotypes A et B deandida
albicans (Ruis.herrera et al.,2006)

C- La chitine (Figure 3, a) est un composé retdatignt mineur (0,6 a 2 %) de la paroi
(Schaller etal., 1999)et se situe dans la couche interne de la pardilgign microscopie
(Figure 3, a).C'est un polysaccharide linéaire fdié plus de 2000 unités de N-
acétylglucosamine (GIcNAc) associées par des laisB-1,4(Chaffin et al.,1998). Les
chaines de chitine sont associées par des lialsgirogéne pour former des microfibrilles
composées de 20 a 400 chaines. La synthése deitiiae cimplique une réaction de
transglycosylation des résidus GIcNAc du substravarsel UDP-N-acétylglucosamine qui
allonge la chaine polysaccharidique. Cette réaatginréalisée par les chitine synthases et
requiert un métal divalent, classiquement MgLa chitine synthase est accumulée dans le
cytosol de C. albicans a lintérieur de microvesicules spécialisées, ldstosomes,
responsable du transfert de l'enzyme de son sitesylghése a son site d'action
(Bartnicki.,2006).

La chitine constitue la trame pariétale pour l'immaration de hombreuses protéines diverses
qui peuvent étre attachées a la paroi de maniéaette ou qui résident a l'intérieur de cette
structure telle que les protéines qui peuvent éendraites par les détergents
.(Bartnicki.,2006).
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Figure n° 03 : Structures chimiques de la chitine (a), des R 1}63jlucanes (b) et d’'une
protéine GPI(c). Les protéines GPI sont richesésidus Sér/Thr, avec un ou plusieurs sites
de N-glycosylation,indiquant que ces protéines oent étre fortement glycosylées. Le
domaine hydrophobe N-terminal (peptide signalgatdmaine C-terminal GPI sont notés

(Ruiz-Herrera et al.,2006) .

D- Les glucanesC. albicans ne contient pas d-glucanes. La paroi dé. albicans contient
uniqguement des 3 -glucanes. Ce sont les polysadebales plus abondants de la paroi
fongique et se situent dans la couche interne gandai visible en microscopie (Figure 3, a).
lIs comptent pour 50-60 % de la masse totale dmatai. lls forment une chaine principale
composée de polymeres de glucose liés par desrmlycosidiques de type B -1,3 et/ou B3 -
1,6 (Reisset al.,1992)

(Figure 3, b).

Les -1,3-glucanes non branchés ont une structuceofibrillaire comme le révéle la

microscopie €électronique. La paroi @e albicans contient des 3-1,3 et des 3-1,6 glucanes

11
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mais aucune liaison intrachaine 3-1,3/3-1,6. Lterise d’'une liaison covalente entre les 13-
1,6 glucanes et la chitine par l'intermédiaire dulaison glycosidique a la position 1 du
glucose et 6 du N-acétylglucosamine a été démontréeC. albicans (Surarit et al.,1988).

Les glucanes, les complexes de R-glucanes somguék dans le milieu de culture et
apparemment aussi dans le sang des patients mfdldésont encore a I'étude pour étre
utilisés dans le diagnostic des candidoses invagRazoset al.,2006)méme si I'essentiel de
ce diagnostic se fait par la recherche des manrcrcegants.

E- Les protéines (6 a 25%) : certaines intervieheentant qu’unités structurales au niveau
des mannoprotéines. La paroi contient égalemertdeniain nombre de protéines ayant une
activité enzymatique. En particulier la N-acétylglsamidase, la phosphatase acide, la
protéinase, la glucanase et la chitingsaffin et al.,1998) Ces protéines peuvent étre
sécrétées ou non en fonction du stade de la celtudes on environnemenk’identification

des protéines de la paroi @e albicans a rapidement progressé depuis quelques années en
raison de l'introduction de trois nouvelles appreximéthodologiques: le séquencage complet
du génome deC. albicans, I'analyse in silico du génome grace aux prograsnet
algorithmes et les techniques d’analyse protéomexiimement sensibles (en particulier la
spectrométrie de masse). Selon Ruiz-Herrera eRals.herrera et al., 2006) les «véritables
protéines» liées a la paroi sont N- et/ou O-glytaesy et possédent d’autres caractéristiques
spécifiques telles que la présence d'un motif gdytghosphatidylinositol (GPI) ou de
répétition interne spécifigue. Ché&z albicans, les véritables protéines sont liées aux 3 -
glucanes et a la chitine des couches internesiniel'se de ces «véritables protéines», les
analyses spectrométriques ont révélé la présengeelques protéines non glycosylées dans
la paroi deC. albicans (Pitarch et al.,2006) dont la présence et les mécanismes de rétention
restent obscures. Cependant, quelgues études agcent montré la présence et une
potentielle fonction de ces protéines liees de rfagon covalente non seulement cl&z
albicans (Chaffin et al., 1998/ Pitarch et., 2002/ Urban etal.,2003/ Urban etal.,2005)
mais aussi che@accharomyces cerevisiae et méme chez des plan{&abas etal .,2004).
Environ 6 a 25 % de la paroi sont constitués degpres notamment de mannoprotéines, ou
de phosphopeptidomannanes généralement appeléames(@haffin et al.,1983/ Reiss et
al.,1992).

Le terme mannane ne se rapporte qu'a la partieog§€ée de ces glycoconjugués. Les
mannoprotéines sont nombreuses a la surface darda ¢eC. albicans (Figure 3, a), ainsi
gu'au niveau de la cicatrice de bourgeonnenteiturisberger et Clerc.,1988).Elles sont

également présentes dans les couches internes mldacomme l'ont montré différentes

12
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techniques utilisant le marquage par la Concanawal ou par des anticorg&apteyn et
al.,2000/ Marcilla et al.,1999/ Tronchinet al.,1981).La partie mannane des mannoprotéines
représentent 30 a 40 % des polysaccharides dedadeC. albicans. Les mannanes, dont la
structure est présentée dans la Figure 4,sontags@res de mannoses liés @nl,60-1,3,
a-1,2 et B-1,2. Les deux mécanismes de N-et O-gjatisn permettent de lier les
polysaccharides a la protéiiErnst et prill., 2001/ prill et al .,2005) La N-glycosylation
génere la formation d’édifices moléculaires tresipexes et hautement ramifiés. Le transfert
du glycane sur la protéine se produit en bloc. &’agrincipal est composé de
mannopyrannosides liés en 3 -1,6.

Il est fixé sur la protéine par liaison covalenterdveau d’'une asparagine, grace a un dimeére
de N- acétylglucosamine. L’ensemble constitue wanaentral, supportant des ramifications
latérales formées de mannopyranosides liésodn2, terminées parfois par de courtes
séquences de mannoses liésieh3 et R-1,2. Plusieurs chaines N-glycosylées grauainsi
étre liées a une seule et méme protéine augmesitanticativement sa masse moléculaire.
Les étapes de la N-glycosylation sont résumées ldaRgjure 6. La O-glycosylation génére
des structures simples, constituées de courteaehabn ramifiées de mannoses liés-€n3
eta-1,2 et branchées a un résidu hydroxyl d'une sq@®) ou d’'une thréonine (Thr). Les
glycoconjugués O-glycosylés présentent des chéiime&sires composées de une a sept unités
de D-mannose liés anrl,2, terminées par des résidus mannose liésEB8.Les mannanes
sont les composants antigénigues majeurs des &vdres principaux déterminants
antigénigues du mannane sont déterminés par ladomgles chaines latérales, la position des

liaisonsa-1,3 et les liaisons phosphodiesters.
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Figure n°® 04: Structure schématique du mannané&dalbicans. D’apres Poulain et
al.(ponton etal.,1993)
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Parmi les protéines de la paroi @ealbicans, les protéines GPI sont les plus importantes,
guantitativement, et comptent pour environ 88 %tal#es les protéines liées de fagon
covalente a la paroi. Ces protéines sont liéegiptarmédiaire des -1,3/-1,6 glucanes (90%)
ou par la chitine (10%JMarcilla et al .,1991).Les protéines GPI sont riches en résidus
Sérine et Thréonine et sont largement O-glycosy(Eggire 3, ¢). La composition protéique
de la paroi varie énormément entre les differetades morphologiques de la levure telles
gue les formes blastospore, pseudohyphe ou mycéklis et al.,2001/ Sohnet al.,2003/
Urban et al.,2003) . De plus, le profil d’expression des protéines ldeparoi varie
significativement dans le mycélium obtenu par I@ctde différents stimuli(Sohn et
al.,2003) Une régulation appropriée de I'architecture deuaace cellulaire est essentielle
pour I'adhérence et la colonisation de I'héte. ltaucture polysaccharidique de base de la
paroi, glucanes et chitine, est trés similaire eetdrchampignon pathogen@. albicans et le
non pathogén&. cerevisiae. Ainsi, 'une des principales différences entrse tdlampignons
pathogenes et non pathogéenes réside la plupaenaostdans la composition en protéine de la
paroi spécifique d’espece. De plus, I'altérationcdde composition peut entrainer une baisse
de la virulence d€. albicans. Ceci est vrai pour la protéine HwiRraun et al.,2000/ Lotz

et al.,2004/ Sharkey et al., 1999/ Staabet al.,2004/Staab et al.,1999/Tsuchimori et
al.,2000), dont la suppression de I'expression conduit a uaisske d’adhérence et de la

virulence de la levure.
3.3 L'espace périplasmique :

Il est situé entre la paroi cellulaire et la menmlergplasmique et est le site d'activité de
diverses enzymes digestives et d'enzymes particgp#a synthése de la pardilanning, et
Mitchell .,1980).

3.4 La membrane plasmique :

Elle est constituée de deux feuillets membranaktie.assure un rdle de transport actif
d'acides aminés, d'oses et de difféerents ions, @i réle passif dans la régulation de flux
moléculaires servant a maintenir la pression osquetiCette membrane est également
impliquée dans les processus de transport des ulefeet de biosynthese des constituants de

la paroi.(Manning, et Mitchell .,1980).
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3.4.1 L'ergostérol(ergosta-5,7,22-trienf3ol), est un stérol cristallin synthétisé par des
levures a partir de sucres ou dérivé de I'ergctaigie. Il est transformé en vitaming par

exposition aux rayons ultraviolets.

L'ergostérol est converti en viostérol par la lumigltraviolette, puis en ergocalciférol, qui

est une forme de la vitamine D

C'est un composant des membranes des cellulegjt@ggiremplissant la méme fonction que
le cholestérol chez les cellules animales (nottrétande la fluidité, précurseur d'autres
molécules). La présence de I'ergostérol dans leshrames de cellules fongiques couplée a

son absence dans les membranes des cellules amienalait une cible pour des fongicides.

L'ergostérol est également employé en tant qudifiant dans les membranes de cellules de
guelgues protistes, comme les trypanosomes. €'gsincipe de l'utilisation de quelques
fongicides contre la maladie du sommeil en Afrigaeidentale.

L'amphotéricine B est un fongicide ciblant cet et@ool. Elle se lie a I'ergostérol et crée un
canal dans les membranes fongiques par ou s'éaltaggseions (principalement’ ket H) et
des molécules, tuant la cellule. L'amphotéricing &¢é remplacée par des agents plus sdrs
dans la plupart des circonstances mais est tougrapoyée, en dépit de ses effets

secondaires, pour des infections fongiques reptaésean danger pour la vie.

3.5 Les organites intracellulaires :
Dans le cytoplasme, tous les organites cellulatlessiques sont présents : réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi, noyau, vacuoigsstlves. Seul le contenu protéique et
notamment l'activité enzymatique varie en fonctionstade morphologique surtout durant la

germination(Manning, et Mitchell .,1980).

4. HABITATS:

L’espéceCandida albicans est ubiquitaire : on le retrouve comme agent consaedu
tractus digestif, la cavité buccales et urinairesdies glands et de I'oropharynx. Elle se
développe dans les zones de transpiration, conaine,l'les aisselles, les zones interdigitales,

et sur les endroits brilés ou écorchés, nez, pouams et les poils), dans gorge, des ongles,
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de la peau, des voies vaginales (du col du vegae la vulve -vaginiteElle peut aussi se
propager dans le systeme sanguin (septicémiesg développer dans les viscéres comme le
foie et la rate.

C'est aussi courant de I'érythéme fessier du issom. Bien des organes vitaux comme le
cceur,ou dedésions viscéralegt encore plus rares quand elle habit dans |e skd plages,
méme arrosé d'eau de nf€habasse D et al).

5. Morphologie et reproduction chezC. albicans:

Les levures du genr€andida se présentent sous forme de blastospores (blasties). Ce
sont de petites cellules de 2 afd par 3 a 7um, globulaires, ovoides ou cylindriques selon

l'espéece.
5.1 Reproduction asexuée

Le mode de multiplication d€. albicans est principalement de type asexué excepté gour
krusel, C. guilliermondii, C. kefyret C. lusitaniae pour ne citer que les plus connues. La
multiplication est assurée par bourgeonnement ddastospore a un péle particulier de la
cellule, donnant naissance, aprés division du n@eusimple mitose et septation de la
cellule, a une blastospore fille qui se dissociéridurement de la blastospore m@elds, F.
C.,1979).

Sous certaines conditions (température, pH, cortiposiiu milieu de culture), la séparation
ne se produit pas a la suite de la septation. eksles restent attachées les unes aux autres et
forment une chaine plus ou moins ramifiée appes@rigiomycélium. Toutes les levures du
genre Candida sont capables de former un pseudomycélium exc€pt@labrata. Les
conditions favorisant la formation de pseudomycgliiavorisent également la formation de
mycélium vrai chezC. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis. Ce deuxieme mode de
multiplication végétative consiste en une croissaapicale, conduisant tout d'abord a la
formation d'un tube germinatif puis d'un filamengaglien. Le filament mycélien se présente
sous la forme d'articles cellulaires cylindriquesnucléés et séparés par des cloisons ou septa
incomplets avec persistance d'un pore central assla continuité cytoplasmiqu&®dds, F.
C.,1979 / Odds, F. C.1985 / Umazunet al.,1995)
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Figure n°0€: Morphologie deCandida et deC. albicans. L : blastospores et blastospores
bourgeonnantes, B : amas de blastospores, F eiltemmycéliens , C : chlamydospores

caractéristiques de. albicans.D’apres Segretain et lSegretainet al.,1987).

5.2 Reproduction sexuée :

C. albicans a été considéré pendant trés longtemps comme ampignon diploide asexué.
Mais depuis la découverte du Mating Type Locus (M€t des conditions nécessaires a la
reproduction deC. albicans, a été établi un cycle parasexuel (reproductioréeuction du
génome mais sans méiose) comme possible modélepdeduction sexuée de. albicans
(Johnson, A.2003)Figure 07). En analysant le génomeQlealbicans, une région similaire
au MTL deS cerevisiae a été identifiee montrant ainsi gGealbicans porte les deux alleles
du MTL et que c’est un diploideca(Hull, C. M., and A. D. Johnson.,1999)Les souches
homozygotes pour le locus MTL sont compétentes peunating. La Co-incubation des
souches auxotrophiquement complémentaires a/ao efa produit des tétraploides
Prototrophiques via la fusion intercellulaitgull, C. M et al 2000/ Magee, B. B., and P. T.
Magee.2000 )Puis une reduction chromatique (sans méiose et slmme brassage génétique
par simple perte aléatoire de chromosome) permegdmir au stade diploide. Récemment,
des études sur le mating et la transition phéngtypiwhite-opaque ont montré que les
cellules de phénotype opaque présentaient uneitépaitie fois supérieure de développer ce
type de sexualitgMiller, M. G., and A. D. Johnson.2002).Ce switch semble donc
nécessaire pour qu& albicans puisse établir une reproduction sexuée. Mémeezgidtence
de ce cycle n'a pas encore été prouvée dbealbicans. (Miller, M. G., and A. D.
Johnson.2002)

18



Chapitre Candida albicans

2N

2N o — w7
G —@
\ - Fusion \A

) ) . Reduction
Homozygotie MTL Switch du phenotype parasexuelle
white en opague

Figure n°07: Reproduction sexuée ch€zalbicans impliquant obligatoirement deux étapes,
I’lhomozygotie du locus MTL et le switch des celkilg@hiteen opaque. D’aprés Heitman
(Heitman, J.2009.

53 Forme de résistance :

Dans certaines conditions de culture, et seulete®C. albicans et C. dubliniensis, on peut
voir apparaitre sur les filaments mycéliens, desggs spores, rondes ou ovales, a paroi
épaisse, de 6 a 12n de diameétre : ce sont des chlamydospores, cogssl&€omme des
formes de résistance de la levy@dds, F. C.,1979)

6. Caracteres biologiques dé€andida albicans (Euzeby.,1994)

6.1 Milieu de vie:
Toutes les especes du gef@andida sont aérobies. Il vit exclusivement sur les mugesu
mais il peut cependant survivre dans le milieu eté: 7 & 8 semaines sur le sable des
plages, méme arrosé d'eau de mer. Mais il estilparule lavage du linge, la stérilisation du
matériel médical et des cathétdisuzeby.,1994)

6.2 pH:
In vivo, l'acidité gastrique ou vaginale n'alteraspsa vitalité. En effet, la croissance est
possible pour des pH allant de 3 a 7. En revanehemilieu alcalin, I'assimilation des

nutriments par le€andida est inhibée(Euzeby.,1994)
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6.3 Température :
Croissance entre 20°C et 30° C pour la majorité leegres. Les especes pathogenes sont

capables de croitre a 37 ° (Euzeby.,1994)

6.4 Nutrition :

Les champignons sont des organismes hétérotroptess,a dire qu'ils sont incapables de
synthétiser leurs molécules carbonées a partir idwyde de carbone atmosphérique. lls
vivent donc aux dépens de la matiére organiquepréfe .Le passage des substances se fait

par absorptioriKoenigh.,1995).

» Besoin en carbone:
Il utilise le carbone du glucose, du maltose, dockarose, du galactose, du xylose, du
tréhalose, du 2-cétogluconate, du méthyl-glucosatede la N-acétyl- glucosamine. Les
capacités d'assimilation different selon les espéteservent ainsi pour leur détermination.
L'auxanogramme du carbone permet donc d'identifierespece selon sa capacité a assimiler

certains sucres comme seule source de cafp@néotr .,1995).

> Besoin en azote :
Il a besoin d'une source d'azote. Pour apprécendsoins du champignon en dérivés azotés,
on réalise I'auxanogramme de N ou la source esel'ammonium autre que le nitrgte
Grillotr.,1995).

» Besoin en vitamines:
Les vitamines du groupe B (notamment la biotinet=B8= vit H) mais aussi la thiamine (vit
BI), et la vitamine B5, sont indispensables a t@ssance et sont souvent incorporées dans les
milieux de croissancgGrillotr.,1995).

» Besoin en fer:
C'est un élément indispensable a la croissancgaddida. En effet, comme chez toute cellule
vivante, le fer et d'autres métaux lourds, constituchez les champignons un facteur de
croissance essentiel. Une surcharge en fer a étiéedéu cours d'infections bactériennes mais
aussi fongiques.
En effet, la plupart des champignon€adida, Aspergillus, Mucor...) secrétent des
sidérophores, composés de faible masse molécupmesédant une trés haute affinité pour
I'ion ferrique( Grillotr.,1995).
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7. Caracteres physiologiques d€andida albicans (Euzeby.,1994).

Les différentes espéces dgandida se distinguent par leurs caractéres nutritionretls
biochimiques. Nous nous intéresserons plus paéierhent aCandida albicans, qui est la

levure pathogéne la plus fréquemment rencontrée.

» Cette espece possede la propriété de fermentdudesg et le maltose, mais pas le
lactose, ni le raffinose, ni le saccharose. La &mation du tréhalose est irréguliere.
Les capacités fermentaires des diverses especes ws des différents sucres sont
également utilisées dans un but de taxonomie: t&stdle de la fermentation des
sucre§DUPONT B.,1985 )appelée «zymogramme». Certaines levures sont lespab
de réduire les sels de tétrazolium et de les toam&fr en un composeé coloré: le
formazan, qui, incorporé dans la levure, va coltaerolonie:Candida tropicalis sera
colorée en violetCandida albicans restera blan¢ Koenigh.,1995)

* Candida albicans n'est pas inhibé par I'actidione. Ll'actidionecyuloheximide est un
inhibiteur des moisissures saprophytes comme Igeydlus et de certaines levures.
L'ajout d'actidione dans un milieu de culture sé¢ots de caractére d'identification. La
résistance a l'actidione est par ailleurs un téfis@&l dans de nombreuses galeries
d'identification.

» Candida albicans réduit le sulfite de bismuth (milieu de Nickerso@Gator).

« Il posséde une activité proline-amino-peptidasestidine-amino- peptidase,
glucosidase et N-acétyl-~-D galactosaminidine.

» Candida albicans n'élabore pas d'uréase.

» Candida albicans produit une protéase kératolytique, capable dérdigla couche
cornée de I'épiderme, d'ou la pathogénécité du piggnon lorsqu'il est présent a la

surface de la peau.
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8. Caracteres sérologiques :

Au cours des infections fongiques, des constituémgjiques sont libérés dans le milieu
extérieur. Certains d'entre eux sont solubles, imogenes et peuvent étre décelés dans

diverses humeurs de I'organisme: il s'agit d'anegdongiques solubléBupont B.,1985) .

.  Ce sont surtout les mannanes pariétaux que l'onrclobea purifier par
chromatographie d'affinité ou par l'intermédiaire ld concanavaline A, lectine qui
fixe spécifiguement les résidus alpha glucose gihaal mannose.(Dupont
B.,1985).Ces épitopes oligomannosidiques de la surfacétplgidu champignon sont
des éléments de la variabilité antigéniqueGadadida albicans que nous reverrons
dans la deuxieme partigzuzeby J.,1994)

D'apres leurs caracteres antigéniques et notamn@emature des peptido- mannanes

pariétaux, on considére 2 sérotype<dalbicans :

+ Le sérotype A (courant en Amérique et en Europe),
+ Le sérotype B (AfriquejKoenigh.,1995).

Il.  Ces deux groupes sont définis grace a leurs amtsgda surface et ont été identifiés
par une technique d'agglutination en tube de larkentiére.

I1I. Du point de vue de leur pathogénicité, les deugtgpes sont identiques. Parmi les 78
fractions antigéniques découvertes par Axelsentrauve aussi la candidine, qui est
un antigene métabolique contenant surtout des masret un pourcentage d'azote de
I'ordre de 1, 5%(Euzeby J.,1994)
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Chapitrell La Chlorhéxidine

1. Historique

La Chlorhexidine a été développée dans les annéesmfe par Imperial Chemical
Industries, en Angleterre, et commercialisée en 1954 commaeanirseptique de la peau
(Mathur et Setur ,2011). Plus tard, I'antiseptiquetilisé dans divers domaines comme la
chirurgie, I'obstétrique, la gynécologie ; L'utdison en dentisterie a été introduite comme
pré-désinfection avant chirurgie ou traitement euique (Gomes et Viama,2013) ; La
Chlorhexidine est une molécule rentrant dans lapa®ition de tres nombreux médicaments.
Son principal intérét est d'étre un trés bon «saptique a large spectre ». En d'autres termes,

la Chlorhexidine peut lutter contre de trés nomkrgpes de bactéries.

La Chlorhexidine est principalement utilisée peaigner des affections de la peau (plaies,
actes chirurgicaux ...) et de la bouche (cariedail®s, gingivites ...). On la retrouve aussi
dans des collyres, mais elle peut déclencher digjigls en cas de port de lentilles de contact.
Réalisé en collaboration avec des Professionneltadsanté et de la médecine, sous la
direction du docteur Pierrick HORDE.

2. Définition

La chlorhexidine est largement utilisée commesaptique, en particulier dans les liquides
pour lavage des mains et les produits oraux mameggnt comme désinfectant et
conservateur, cela est lié en particulier a uneagectre d’action, tolérance pour la peau, et

une basse irritatio(Gerald et Russell, 1999).

La chlorhexidine et ses sels ont I'avantage dlagigtemps sur les dents et les muqueuses
buccales, sans pénétrer dans le corps. On la vetrdans les pates dentifrices ou dans les
bains de bouche. Elle a montré une action baatiérionmédiate et une action bactériostatique
prolongée. La chlorhexidine est utilisé dans lesdpits cosmétiques a des concentrations
comprises entre 0.01 et 0.1@orman et Scott, 2004).
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3. Structure chimique

La Chlorhexidine est une molécule de synthésee &lune structure de bisdiguanide ; En
effet la guanine par oxydation dans la guanidiba condensation de deux guanidines donne
un biguanide ; Ces deuxmolécules sont reliées paount hexaméthylene avec deux cycles 4-

chlorophényle terminaux.Terminalf. Ressources Teotogiques en Langue Francaise.

i

C

Chilorhexdine
Digluconate

Figure n°08: Structure chimique de la Chlorhexidi{t&eais, 2006)

4. Propriétés physico-chimiques :

La Chlorhexidine est une base avec de fortes chargationiques ce qui lui conférent une
haute interactivité » avec les anions (Bascones .2005)cette molécule est plus stable sous
forme de base libre. Le diacétate et le dichloragglsont peu solubles dans l'eau tandis que
le digluconate est trés solublB.M.Foulkes1973)L’ hydroxyapatite seule est incapable de
capter et de retenir la Chlorhexidine apres un daithouche.Cependant, I'hydroxyapatite de
'émail est toujours recouverte par un film protaot de glycoprotéines salivaire .On peut
donc considérer que les mucines présentes a Ecsulentaire jouent un réle significatif dans
la rétention de la Chlorhexidin®.M.Foulkes1973Une étude de..G. HJELIORD et
G.ROLLA(1973)a montré que I'absorption de la Chlorhexidinetdtigement supérieure a

50 000 En revanche, cette captation est quasimaiet pour des poids moléculaires inférieur
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a 20 000.Ces auteurs émirentl’hypothése que larténaline était retenue aux surfaces des
tissus buccauxpar des liaisons électrostatique.ni@gécules de Chlorhexidine liées seraient
ensuite remplacées progressivement par compépdondes ions calcium présents dans la
salive .Sa capacité de se lier autant avec le®ipest restant en solution qu’avec celle qui

précipitent est une des raisons qui expliqueraiéssmnence malgre les flux salivaires.

Ainsi, il faut noter que la plaque est inhibée is@y 24h aprés exposition a la Chlorhexidine
(Rolla et al., 1971)Les chercheurdENSEN et CHRISTENSEN (1971)ont détecté une
concentration  antibactérienne  suffisante  jusqu’a 5hprés introduction en
boucheBPNESVOLL, LOKKEN et ROLLA (1974) ont constaté une rétention de la
Chlorhexidine de 30% immeédiatement apres un ringaageun bain de bouche. La nature
cationique de la Chlorhexidine permet a celleeiseé combiner aux composés anioniques
tels que les groupes carboxyles, phosphates psés#arts |'alimentationou bien les

protéinessalivaire.

Tableau N°01: Propriétés chimiques de la chlorhéxidi®eis ., 2006)

Nom chimique Bis (p-chlorophenyldiguanido) hexane

Noms commerciaux, Hibitane, Novalsan, Rotaseptjl&te Hibiscrub, Arlacide

Type de composé Biguanide

Aspect Poudre cristalline blanche

Odeur Inodore

pH optimal 5a8

Stabilité Instable au-dessus de 70°C

Compatibilité Compatible avec les cations ; Incompatible avec de®ons, gommes,
savons, anions inorganiques, alginates, carboxyioéfhulose.
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5. Mécanisme d’action et pharmacodynamie

a. Spectre d’action

La Chlorhexidine est active sur lémctéries GRAM+ et sur la plupart des bactéries

GRAM-. Par contre son activité est moindre sur les biastéA.A.R.(Alcoolo-Acido-

Résistantes) et sur les endospGreZEL et al.Ont montré qu’il existait une grande
dispersion des résultats lorsque lI'on désire ctrendés C.M.[(Concentration minimale
inhibitrice), (Carlotti D.N., et Maffart .,1996).

La plupart des études ont abouti a un pourcentageadtéries tuées supérieur a 80 %. Son
action importante et rapide semblerait encore @&toglérée en présence d’.alcool.En fonction
de la concentration utilisée, la Chlorhexidine p&wé uniquement bactériostatig{@@arlotti

et Maffart., 1996).

La Chlorhexidine est efficace sur un grand nombee badctérie€ertaines souches de
Pseudomonas, Serratia et Proteussp. ont été reconnues résistanteavec une augmentation
importante des C.M.[MARIS, 1990).

D’apres Carlotti et Maffart (1996), GHANNOUM et HOLBROOK ont montré que la
Chlorhexidine était fongistatique sur les levureandes concentrations allant de 0,4 a 50 mg.
Une concentration minimale de 1 %, ou mieux conepeistre 2 et 4 % serait nécessaire pour

étre efficace contre lédalassezia( Mason, 1993 et Scott., 1995).

Les autres champignons nécessitent des concensatlant de 75 a 500 mg/Il. L'action de la
Chlorhexidine serait plus rapide sur les levurese gur les dermatophytes et les

moisissures.Elle ne possede pas d’effet spoliideat., 1995)

Certains auteurs ont prouve l'efficacité de la @mdxidine sur certains virus. En particulier
sur le virus H.L.V. qui serait détruit en moins Wkuminute par une solution de Chlorhexidine
a 0,2%(Carlotti et Maffart., 1996).

b. Mode d'action

La Chlorhexidine exerce son action par le biaisitdliactions de ses deux groupements
biguanides avec les phospholipides des membratietares. Il se produit une modification

de la perméabilité des membranes des bactéried vis de substances inorganiques (ions
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potassium, acides aminés, nucléotides). Indireatente fonctionnement des enzymes s’en
trouve altérgCarlotti et Maffart., 1996).

Dans un premier temps, la molécule de Chlorhexidiaelsorbe a la surface grace a son
caractére basique. La quantité absorbée est uneempation dépendante. D’apres
CARLOTTI etMAFFART (1996), TONELLI et GJERMO ont montré qu'’il s’ensuit alors

une altération de la mobilité électrophorétique mpadification de la répartition des charges

électriques au niveau de la paroi cellulaire.

Enfin la Chlorhexidine entraine une solution detowité et la membrane ne joue plus son
rble de barriere osmotique. Il y a alors fuite demposés intracellulaires. A faible

concentration, les composés a faible poids molé&euléons potassium et phosphore)
s’échappent. Cette fuite est responsable de |'dftattéricide. A forte concentration, les
protéines et les acides nucléiques précipitentingsbe, induisant ainsi un effet bactéricide
(Lemarie et Hosgood, 1995 ; Carlotti et Maffart., $96).

Le mode d’action de la Chlorhexidine sur les vietises champignons est inconnu mais il est

probablement similaire a celui agissant contréobegéries.l(emarie et Hosgood ., 1995).

c. Facteurs de variation de I'activité

Les liquides biologiques (sérum, sang, exsudatd)anent pas ses propriétés

Cependant, elle est inactivée par les dérivés anies, par les dérivés chlorés, iodés et
mercuriels, par les savons acides, le laurysulfdee sodium, les alginates et le
carboxyméthylcellulose de sodium. Il peut en ostgroduire des précipités en présence de
borates, de bicarbonates, de carbonates, de elslodié citrates, de phosphates et de sulfates.
C’est pourquoi lorsque la Chlorhexidine est dilad&ide de chlorure de sodium ou de ranger
lactate, il se forme un précipité en 2 ou 3 heusasis toutefois diminuer l'activité de la
solution obtenuéCarlotti et Maffart, 1996 ; Remy et Witz., 1998).

d. Résistances

La résistance naturelle est en relation avec lhesse de la membrane externe, en
phospholipides pour les bactéries et en cires pesimycobactéries, qui agit comme une
barriére de protection contre les antiseptiquesa €eplique que les bactéries GRAM- sont
plus résistantes que les bactéries GRANBaucherit-Atmani Z., Seddiki S. M. L.,
Boucherit K., Sari-Belkharoubi L., Kunkel D. (2011).
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La résistance acquise de nature chromosomique mu@noessentiellement les bactéries
GRAM-. Les souches résistantes sont obtenues paages répétés sur un milieu contenant
de la Chlorhexidine, ce qui entraine des changesmdgmis la composition de la membrane
externe. Boucherit-Atmani Z., Seddiki S. M. L., Boucherit K. Sari-Belkharoubi
L.,Kunkel D. (2011)

Différents auteurs ont montré qu’il existait ct&aphylococus aureus des genes de résistance
aux antiseptiques, en particulier le gégacA qui code aussi pour la résistance aux
ammoniums quaternaires. Par contre, d’'apileSURETTE (1995),CREMIEUX a montre
gue malgré la présence du ge&peA, il n'y a pas de modification de I'effet bactédeide la
Chlorhexidine sur ces souches. Les concentrationgmales bactéricides restent dans les
valeurs normalement observées mais il faut noterleg concentrations bactéricides sont tres
élevées par rapport aux concentrations inhibitric8e type de résistance ne semble

pasatteindre les bactéries GRAM-.

Tableau n°02 : Mécanisme de l'action antimicrobienne de la cléritingdGerald et
Russell, 1999

Type de microorganisme | L’action de la chlohéxidine

Spores bactériennes non sporicides, empéche le développement des spaiegas

la germination.

Mycobactérie Mycobacteristatique  (mécanisme incdnnumais  pas

mycobactericidale.

Bactéries non sporulées lyse des protoplasteshéroplastes; a concentrations élevyées

cause la précipitation des protéines et des aoidesgiques.

Levures lyse de protoplaste et la fuite intracalhgl, concentrations

élevées cause une coagulation intracellulaire.

Virus une activité réduite contre plusieurs virugrus lipide-
enveloppés plus sensibles que les virus non enpéipeffet
probablement sur l'enveloppe Vvirale, peut-étre larti@

lipidique.

Protozoaires Activité membranaire vis-a-vil.castellanii (une fuite)
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6. Effet attendus de la chlorhexidine
6.1 Effets antiplaque

Toutes les études traitant de ['effetantiplaque laeChlorhexidine sont formelles: la
Chlorhexidine a bien un effet antiplagM&ENDIETA et VALLCORBA (1994) ont montré
une action anti-gingivite aprés deux rincages par jpendant 7 jour avec deux solution
différentes a des concentrations de 0.12% et 0.2%ftet, les effets sur I'inhibition de la
plaque étaient significativement augmentés paradpu groupe contrdle. Les PI (indice de
plaque) ont été comparés par deux techniques ¢'saiBl décrit par Quigley et Heinen
1962, etSilness et Loe en 1964).

Une autre étude d€.LORENZ et G.BRUHN (2006) a montré une diminution significative
de l'indice de plaque apres rincage deux fois paur jd'une solution a base de
Chlorhexidineversus groupe contréle pendant tr@sianes.Cette étude est arrivée aux

mémes résultats.

Il semblerait que cet effet soit lié a la Chlorltene qui empécheraitles liaisons cellules-
cellules et cellule et cellules-surfaces par coitipgaChlorhexidine-calcium car celui-ci serait
impliqué dans les phénoménes de liaison .De cgddhiésion bactérienne ne peut avoir lieu
ce qui empéche leur agglutinati@Rolla etMelson .,1975).

6.1.1 Effet antibactériens

La Chlorhexidine a des effets sur les bactéries MpAsitifs et les GRAM négatifs, incluant

les aérobies et les anaérobies. Cependant, ieedéspetites variations de sensibilités entre les
différentes familles de bactéries avec une seitsilsilgmentée pour les bactéries GRAM+ en
comparaison des GRAMHgnnesey., 1973)Aucune résistance significative n’a été décrite

méme sur des utilisations de longue d(Békiott CS., 1976).

6.1.1.1 A basse concentration

A basse concentration, il y a augmentation deelanéabilité membranaire par modification

de la concentration de potassium intracellul@itegol et Longworth., 1966).
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6.1.1.2 A haute concentration

A haute concentration, la Chlorhexidine produit effet bactéricide par précipitation du
cytoplasme bactérien aprés introduction dans lestébas de la molécule par voie
transmembranair€Cianco SG., 1994).

6.1.2 Effet cariostatiques

Son action antibactérienne diminue les risquedaitde carieuse car celle- ci est d‘origine
bactérienne.Des études visant a l'acidité ont é@lisées. AINSDPPERMAN(1979 a
mesuré le pH de la plaque apres avoir appliquésohgion a base de sucrose pour constater
la diminution du pH. Ensuite, des bains de boucbase de Chlorhexidine de concentration
de 0.05% ont été réalisés. L’'augmentation du pHesstatée jusqu’a 4h. On peut aisément
en déduire que si la concentration était augmept@a atteindre la concentration en
Chlorhexidine des bains de bouche du marché, t'efierrait Etre prolongé augmentant ainsi

les effets cariostatiquesde la Chlorhexidine.

6.1.3 Effet antifongique sur Candida albicans

HabituellementCandida albicans est sous forme de champignon (état saprophyte)dsit
donc inoffensive. Mais sous certaines conditionte se transforme en parasite avec
'apparition de filaments et devient pathogefiay et all .,1992).

Des études ont été menées sur lI'adhésionCaadida albicans au contact des résines
acryliques sous l'effet de la Chlorhexidifiéassab et al., 2000)Celle-ci montre un effet

anti-adhérent de la Chlorhexidine s@andida albicans car l'antiseptique agit sur les
mécanismes de production des phospholipases gitieride son maintien sous sa forme
levure .La Chlorhexidine diminue ainsi la forme hgfe (filamenteuse) de la levure et

diminue son pouvoir pathogene.

7 Facteurs d’interaction
7.1  Principal : pH

Une étude menue p&ddy et Roberts en 1981 a montré l'influence du ph sur le potentiel
antiseptique de la Chlorhexidine. Celle-ci porwit la fixation de différents antiseptiques
dont le digluconate de Chlorhexidine au contacpdstilles de résines polyméthylacrylates.
Le potentiel d’adhésion de I'antiseptique montuaié faible désorption est augmentée avec la
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diminution du ph environnant par perte des chargsgatives de la surface des rérésines
acrylique.Ce phénomene chimique de surface voudditire considérablement les liaison de
surface avec les charges positives de l'antiseptidqiette altération de surface pourrait
expliquer la ph dépendance de I'absorption de lom@bxidine et expliquer également la
réduction de I'effet antibactérien de ces bainbaieche .Selon cette étude , en dessous d’ un
ph de 3, 'augmentation de la nature cationiquerdekcules environnantes est telle que la
Chlorhexidine ne peut plus se fixer sur les sudadentaires et est éliminé par le flux
salivaire ADDY et ROBERTSen1981.

7.2 Secondaires
7.2.1 Fluorure de sodium

C'est un composé chimique utilisé dans la fabricatdes dentifrices comme source
d’ionsfluorires. Celui-ci est connu pour ses effatsi-caries .Diverses études ont été publiées
afin de connaitre [linfluence du fluorure de sodiusur les propriétés de la
ChlorhexidineLORENZ et BRUHN en 20060nt trouvé des résultats similaires sur la plague
dentaire aprées rincage a la Chlorhexidine, suidcasu sans brossage avec un dentifrice a
base de fluorure de sodium. Les résultats sontasmes pour les études @mlles et Gjermo
enl1980

Mendieta et Vallcorba en 1994ont comparé deux bains de bouche a base de Chidirta
avec et sans fluorure de sodium.Celui-ci sembleliaiinuer I'efficacité de la Chlorhexidine
par incorporation du fluor sur la surface dentateempéchant ainsi I'antiseptique de se

fixer.Mendieta et Vallcorba en 1994.

7.2.2 Laurylsulfate de sodium

C’est un composeé utilisé dans la fabrication detiftiees pour ses propriétés amphiphiles,
donnant ainsi une capacité a créer de la moussaljLesnts, composés anionique, diminuent
les effets cationique de la Chlorhexidine et direimules propriétés antiseptique de la
Chlorhexidine.Les études dgheen et OwensW en 200dnt montré une diminution des
colorations induites par la Chlorhexidine avedilisationd’'un dentifrice a base de lauryl

sulfate de sodium. Cependant, cela peut résulteringctivation de I'antiseptique par les
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charges anionigue contenues dans la plupart dufritant Il est donc préférable d’effectuer

les brossages a distance des ringcages avec lesdeabouchéSheen et Owens., 2001)

7.2.3 Calcium

HAUGEN en 1974 a montré que le calcium a trop forte concentraponvait inhiber le

pouvoir antiseptique de la Chlorhexidine.

7.2.4 Composition salivaire

La pellicule salivaire est un facteur clé sur letorations dentaires car sa composition peut
varier en fonction des individus. En effet, desiatészns chimiques et physiques de la
pellicule permettent plus ou moins de fixer la Chéxidine et les agents chromogenes. Ces
effets influencent la structuration de la pellicpber précipitation des glycoprotéines salivaires
avec les molécules de Chlorhexidif®heen etal., 2001)L’'observation des colorations
formées sur les surfaces suggerent un dépét indalmolécules chromogénes qui se
secondent par la prolifération d’ilots aux mémesreits. Cette étude a démontré des
différences de coloration entre les différents $yple salive, mais la cause n’apas été
identifiée.(Nordbo etal., 1971).

La concentration des constituants (protéines, gisai@ines) dépendent du flux salivaire. En
effet, des variations de flux entre individus oté &entifiées. La sécrétion salivaire chez la
femme est inférieure par rapport a celle de I'hoiftheentze et al .,1983. Nous savons
également que les colorations augmentent lordguitux salivaire est inexistant .Cet
ensemble pourrait bien expliquer également leseidiffces de coloration entre individus
(Sheen etl ., 2002).

8 Effets indésirables de la Chlorhexidine
8.1 Sensation de sécheresse buccale

La Chlorhexidine entraine des perceptions de séskerbuccale tres aléatoires entre les
patients. Ces sensations sont accentuées avemd¢agas aux bains de bouche a base de

Chlorhexidine diluée a la concentration de 0.{2&pso etal.,1988).
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8.2 Gonflement des parotides

Des augmentations de volume des parotides peutretbéervées. Celle-ci peuventétre uni
ou bilatérales. Cet effet secondaire est extrémenmare et reste sans explication
(Lindhe.,2010).

8.3 Altération du gout

L'usage de la Chlorhexidine provoque des modifarsi de perception de gout. En effet,
plusieurs auteurs se sont penchés sur cet effehdaite. Les études dANG et al.,1988%nt
montré que des sujets utilisant des bains de boaidtase de Chlorhexidine a 0.2%, deuxfois
par jour constataient un changement de leur paorept gout salé (vérifié par une solution
de chlorure de sodium) alors que les autres gauti®®s amers acidesn’étaient pas touchés.
Cette dysgueusie était rapidement ressentie dié&bigt du traitement, Persistait pendant toute
la période puis disparaissait a I'arrét du traitetn€ette modification de perception du gout
salé peut étre expliquée par la nature cationtpia Chlorhexidine. En effet, elle peut se
lier aux molécules anioniques telles que le groupensulfates, phosphates ou carboxyles.
Les liaisons pourraient alors s’établir avec leargeons du gout et empécher la fixation du

sodium créant ainsi ce gout séléng etal.,1989.

8.4 Infection virales

La salive contient beaucoup d'IgAs qui participeattivement a la reconnaissance,
d’adhésionet liaisonaux cellules. Il s’agit de lemiére ligne de défense de la muqueuse
buccale. Les propriétés cationiques de la Chlodiegifont que celle-ci précipitions avec les
mucines,considérés comme un réservoir pour ces moghobulines, rendant la muqueuse

plus sensible aux infections viral@ydna et Gjermo.,1982).

8.5 Coloration

Les colorations des dents et des téguments soaffeds secondaires les plus rencontrés chez

les patients utilisant la Chlorhexidine.
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9 Toxicité de Chlorhexidine :

La chlorhexidine (et ses sels) est irritante ;das de sensibilisation semblent peu nombreux.
Cependant, des réactions allergiques sont possibes forme d'eczéma, d’urticaires.
(Gerald et Russell., 1999).

La sensibilité de la peau a été de temps en teagportée. En générale, la chlorhexidine est
bien tolérée et non-toxique une fois appliquée @dau ou aux muqueuses et il est un

antiseptique préopératoire import@hdrmanet Scott., 2004).

D’aprés CARLOTTI et MAFFART, RIMDOM-SCHIOTT et al.ont montré que chez

L’homme, une ingestion de 2 g par jour pendanturgan’'a entrainé aucun effet secondaire.
De méme un traitement régulier de deux ans pasahgion aqueuse de Chlorhexidine a 2%
a usage buccal n’entraine aucune altération dediéms hépatiques, rénales ou sanguines.

a simplement été observé une modification de I'gst@sne microbien.
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Ce travail a été réalisé au niveau de laboratarbidlogie Dr Tahar Moulay , I'objectif de se

travail come suite :

- Isolements des souches@andida albicans a partir de la cavité buccale des différentes

personnes a différents ages et selon des usatjeaiogs ou anarchiques de dentifrices.
- Identification des souches par la Galrie classiqu

- Détermination des concentrations minimales inthides (CMI) de la chlorhéxidine sur les

isolats deCandida albicans par la méthode des micro-dilutions sur miliewide RPMI .
- Détermination des concentrations minimales fadgg (CMF).
- Extraction et dosage de I'ergostérol membranderé&rois souches deandida albicans.

1. Matériel :

Les levures utilisées pour notre étude sont deshesusauvages prélevées a partir des cavités
buccales des utilisateurs de bain de bouche etedsfrice de différentes marques et avec
usages anarchique, I'adge de cette personnes seediffentre 10 et 55 ans , cette souches
isolées en plus des souches de référ@arelida albicans 444 IP et ATCC 10250 et ATCC
26790.

Le conservateur antimicrobien utilisé pour [|'étudkela résistance des souches sauvages de
Candida albicans est la chlorhéxidine (bain de bouche) Sous formedijluconate de
chlorhéxidine a des concentrations 0.05%.

2. Méthodes :

2.1.Prélevement

22 prélévements ont été effectués entre le 28006/2t le 13/02/2016, a partir des cavités
buccales des étudiants au laboratoire de biologiaaliveau site 2000 a l'universitéhar
Moulay deSaida et d’autres personnes, ce prélevement rgarsécouvillonnage buccal. Les
ecouvillons sont mis directement dans un tube aiessntenant 5ml du milieu sélectif
bouillon avec Gentamicine, Afin d’éviter toute camination, les tubes sont ouverts devant
une torche, flambés puis vite refermés aprées ceupiextrémité distale des écouvillons.
Les tubes contenant les échantillons sont marquispfaces dans une étuve a 30 °C pendant
24 4 48 heures.
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2.2. Isolement :

A partir des tubes présentant un trouble, nous siensemencé se forme de tapés ,des boites
de Pétri préalablement préparées avec le miliaciyélose additionnée de gentamicine, les
boites sont mises a inculdé30°C pendant 24 a 48 heures. Une colonie de celtigre est
prélevée, puis placés dans un tube contenant 5minidieu sabouraud liquide stérile,
lincubation se fait & 30°C pendant 24 a 48 heutésxamen macroscopique des boites

montre des colonies blanchatres ou crémeusess Isglantes.

Chaque souche pure est ensemencée sur gélose aabanrlinée en tube puis incubée a

30°C pendant 24 a 48 heures et mise ensuite daégitgrateur a 4°C pour la conservation.

Figure n°09 : 'ensemencement des tubes inclinée
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2.3. ldentification :
2.3.1. Examen macroscopique :

Apres l'incubation de 48 h on va observer les lsofétri qui contient de gélose Sabouraud

par I'ceil nu.
2.3.2. Examen microscopique :

L’observation microscopique deandida albicans a I'étatfrais on va prendre une suspension
bactérienne par pipette pasteur et versée suanme $térile et couverte par une lamelle et

enfin observée par microscope optique x40.
2.3.3.Test de blastése

Appelé aussi test de germination ou de Tschadjiasonsiste & émulsionner une pointe de

pipette de levures dans 1 ml de sérum humain,@tiscuber a 37 °C pendant 3 a 4 heures.
On effectue un montage d'état frais afin de redterdes tubes germinatifs caractéristiques
de Candida albicans. Si le Candida est unC.albicans, on observe dans presque 90 % des cas
un tube de germination partant de la levure sa@sepice de constriction a la bagerochey

et Vieu, 1957)

2.3.4Test de chlamydosporulation

Une colonie de levures est prélevée puis ensemencéentre sur gélose PCB (pomme de
terre, carotte, bile) (Composition (en g/LlPommes de terre 20,0 - Carottes 20,0 - Bile de
bceuf 150 mL - Agar 25,0 - pH 7.2) en créant deefemtans la surface de la gélose a l'aide
d’'un fil de platine. La zone ensemencée est reatendiune lamelle couvre-objets stérile

ensuite incubée a 25 °C pendant 48 heures.

La lecture s'effectue par observation directe aarascope du milieu a l'objectif x40. La
présence de chlamydospores (spores globuleused) de 15 um entourées d’une paroi
épaisse) signifie qu'il s’agit dans 95 % des casCdalbicans. Par ailleurs s’il y a des
pseudofilaments sans présence de chlamydospoagit d’'une levure du geni@andida.
(Drochey et Vieu, 1957).
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2.3.5 Détermination des concentrations minimales inhibitices (CMI) par La

meéthode des micro-dilutions sur milieu liquide :

Nous avons utilisé la méthode décrite en 2002 @anical and Laboratory Standards
Institute M27-A2 (CLSI). C’est la méthode de référence quinpet de tester I'efficacité des
antifongiques et de déterminer les CMI et les CMFaspondante@CLSI-M27-A2, 2002)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est oéé comme étant la concentration la plus

faible de la substance antimicrobienne qui inhéberbissance des microorganismes.

Le principe de cette méthode est d’évaluer la dépaes levures a produire une croissance
visible dans les puits d’'une microplaque a fonddrga 96 puits) contenant le milieu de

culture liquide, en présence de concentrationssanites du conservateur.

Le milieu de culture utilisé pour cette technigséle Bouillon Sabouraud (BS) a pH 6,7 et le
bouillon RPMI

- Préparation de I'inoculum :

Cette test est réalisée le 28/04/2016, a pauinal’culture jeune d€andida albicans en
boite sur milieu GS , nous avons prélevé 5 colodiaa meme de diametre ( 1mm) que
nous avons rentrées dans un tube a essai contemaht’eau physiologique stérile. La
concentration cellulaire de cette solution est #esajustée de f0a 5 x 16 cellules/ml
par cellule de Thomas . La concentration celluliitale est fixée entre 5 x 1@ 2.5 x
10° cellules/ml. Elle est obtenue par deux dilutionscessives dans le milieu de test, une

dilution de 1:100, suivie d’'une autre dilution d&(.:

En va prandre 10 tubes a hémolyse dans un podnikas remplir 9 tubes par 1 ml de RPMI
,dans un éprouvette prandre 1 ml de RPMI et 1 milderhéxidine avec agitation de cette

solution et stérilisé par filtre et versé dansuleetn® 1.

en va prandre 1 ml de cette mélange et nous avané gans le tube suivant jusqu’a le tube
n° 10,
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Figure n°10: les 2 dillutions de la Détermination des concaidns minimales inhibitrices
(CMI)

- Préparation de la microplaque :

Pour obtenir un grand intervalle de dilutions, n@wens inoculé la microplaque par une
disposition horizontale, et nous avons utilisé 1ftsppour chaque souche. Pour chaque
colonne de la microplaque, nous avons déposé mamicropipette 50ul de milieu de test
dans les 12 puits a I'exception du puits N°11 et2\1e puits N°11 servira de témoin positif
qui contient le milieu de culture RPMI (50ul) @hbculum (50ul), et le puits N°12 servira de
puits de contréle de contamination qui contienfesaent le milieu de culture comme témoin
négatif (100ul) de RPMI. Nous avons ensuite ajdb®épl de la solution mére de la
chlorhexidine dans les puits N°1 et effectuer uih&idn au ¥2. Jusqu'au puits N° 10, prendre
I'aliminium stérile et embalé les microplagues péuité la contamination et incubé a 35+ 2
°C pendant 24 heures.

La lecture du résultat s'effectue a I'ceil nu aid& d’'une source de lumiére sous la
microplaque pour visualisé si il y'a une inhibitimu non (la croissance sous forme une
trouble). [Espinel-Ingroff et Canton., 2007) ; (Majorosetoll., 2005)]

La plus faible concentration de chaque fraction mentrant aucune croissance sera
considérée comme la concentration minimale inhdgt(CMl), elle est confirmée par un
ensemencement sur milieu sol{@L.SI-M27-A2 2002).
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Figure n °11 :Remplissage de microplaque

50 u | de Chlorhéxidine +RPMI+ 50 | inoculum fongique Inoculom+ RPMI

@@@@@mm& i

::m_mrnt::nm:r

,.L._......_Q.Q.Q..Q.......

Figure n °12: utilisation de la microplaque (La méthode des mititarion sur milieu liquide
RPMI)
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2.3.6.Détermination de la concentration minimale fogicide (CMF) :

La CMF est définie comme la plus faible concentratie I'antifongique qui tue 99,9% de la
concentration cellulaire. Pour la déterminationlaleoncentration minimale fongicide, nous
avons utilisé la méthode décrite g@ANTON et coll. 2003 Cette méthode est en accord
avec les exigences de la CLSI «Clinical and Laboratory Sandards
Institute » (ESPINELINGROFFet CANTON 2007).

Apres la détermination de la CMI (durant 24h d’'ibation a 37°C), les deux puits contenant
les concentrations de substances antifongiquedestrent supérieures a la CMI vont servir
pour la détermination de la CMF.Pour ce faire, 1@8gichaque puits vont étre transférés dans
des boites de Pétri contenant du milieu sabour&lmsg. Les boites sont incubées dans une
étuve a 30 °C pendant 48 h.Cette technique nousegiete vérifier si les cellules sont viables
et cultivables. La boite correspondant & la CMFRaene un nombre de colonies inferieures a
3 (MAJOROS et coll., 2005)

2.3.7 Dosage de I'ergosterol membranaire de 3 sthes deCandida albicans:
pour déterminer la quantité de I'ergosterol meméair@de Candida albicans :

On a chaoisis trois souche la plus préférer parmBlsouches de c.albicans, qui sont :
résistance N° 22, sensible N° 4 et de référencA®2 CC et on a traité chaque souche

appart avec les méme étapes.

Dans une erlenmeyer on a met Une seule coloni€.dalbicans a partir d'une culture
Sabouraud gélose a été utilisée pour inoculer 5@enflouillon Sabouraud dextrose contenant
une concentration en chlorhexidine égale a la GMIplus faible.la quantité de la
chlorhéxidine est comme suite souche N°04 = 3126t 418,8 ul pour la souche N°22 et la
souche de référance ATCC 10231 et egale a 1562 Pésicultures ont été incubées pendant
16 h sous agitation a 35 ° C.

D’autre part , les sings pastilles ont été pesdssvet remplis de 10 ml de suspensions

cellulaires.
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Les cellules en phase stationnaire ont été rélpar centrifugation a 2700 tours / min
pendant 5 min et lavées une fois avec de I'ealléisstérile. Le poids net humide du culot

cellulaire a été déterminé.

Trois millilitres de solution d'hydroxyde de potass alcoolique a 25% (25 g du KOH et 35
ml de l'eau distillée stérile, compléter a 100 mka I'éthanol a 100%), ont été ajouté a

chaque pastille et mélangés au vortex pendant 1 min

Les suspensions cellulaires ont été transférées dizmtubes a essai stériles et ont été incubés

dans un bain d'eau a 85 ° C pendant 1 h.
Apres incubation, les tubes ont été refroidis dp@mture ambiante.

Les stérols ont été ensuite extraits par I'additfoim mélange de 1 ml d'eau distillée stérile et
3 ml de d’éther de pétrole mélangés pendant 3 trancouche d’éther de pétrole a été

transféré dans un tube a essais et stockeé a -4@4 B au maximum).

Avant I'analyse, un aliquote de 20 ml d’ergostéusdtait a été diluée cing fois dans I'éthanol &
100% et scanné par spectrophotométrie entre 2300etm(Beth A. et coll., 1999).

La présence de l'ergostérol et les stérols interanmé&d dans les extraits se présente par les

pics caractéristiques.

La quantité de I'ergostérol est calculée comme aurgentage de poids humide des cellules

par I'équation suivante :

% ergostérol + % 24(28)DHE = [(681.4290) x F]/culot cellulaire
% 24(28)DHE = [(A3¢/518) x F]/culot cellulaire

% ergostérol = [% ergostérol + % 24(28)DHE]- % B)2HE

F : facteur de dilution

24(28) dehydroergosterol[24(28)DHE, a late stéathpray intermediate]

Calcul ;

A= [% ergostérol + % 24(28) DHE]
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B=% 24(28) DHE

% ergostérol = [% ergostérol + % 24(28) DHE]- %ZB)DHE
% ergostérol =A-B

S= la quantité d’ergostérol
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1 seule colonnie dé.albicans

50ml SB

3.125pl chlorhexidine

La lecture dans le
spectrophotometre

A

Met en quoirt

y

v

mélanger

Agitation 3 min

Refroidissement

Prélavée 1ml+4ml
éthanol 100%.

16 h de
I'incubationT=
A 35°C + 2.

10 ml de suspension bacieég

Centrifugeuse:2700
tour/min. 5min

\ 4

Lavage avec l'eau
distillée

agitation

A 4

Centrifugeuse:2700
tour/min. 5min

Vide I'eau
distillé

Ajoutée 1ml I'eau Bain marie:85°C
distillé+ 3 éthanol 1H

A 4

.«— Cullot+3ml KOH

alcoolique 25%.

Protocole d’extraction d’ergosterole membranaire-arvis de Chlorhexidine.
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Résultats et discution

La résistance des microorganismes aux conservagimicrobien n’'est pas aussi bien
étudié que les antibiotiques, pour cela nous nonaTe intéressé a étudier la résistance de
Candida albicansisolé a partir des cavités buccales vis-a-vis d'aonservateur

antimicrobien, la chlorhéxidine.
1. Préléevement, isolement et identification d€andida albicans:

Sur un total de 22 prélevements, 05 souche€atalida albicansont été isolées, ce qui

représente 22,72 % de I'ensemble des prélevements.

Tableau N 03 : résultat de l'isolement des soudwée dans le gélose sabourand

Numeéro de souche Présence ou absence des cotiarssle
gélose sabourant

+

—+

OO NO| 0P W NP
1

=
o
1

[ —
[
1

=
N
1

=
w
+

[EY
NN
1

=
(63}
1

=
(o))
1

[ —
\l
—+

=
oo
1

=
(o]
1

N
o
1

N
=
1

22 +

+ : présence des colonies - : absence des colonies

48



Résultats et discution

2. observation macroscopique I'examen macroscopique montre des colonies bines ou
crémeuses, lisses brillantes.
3. Observation microscopique en va observée des/ures rondes ou ovalaires

Bourgeonnantes (blastospores) et la présence dedtagcelium.

4. Test de Blastese La formation de tubes germinatifs dans un boniblastese (sérum) est
'un des criteres d'identification des levui@andida albicangFigure n°13).

Tube germinatif

A

& v~

Figure n°13 : Formation de tube germinatif caracteristiqué&Cdadida albicansous

microscope optique I'objectif x40.

5. Test de chlamydosporulation:Aprés 24h d’incubation a 37°C sur la gélose PABs
levures du genre candida présentent un pseudomycedt des blastospores, la levure
Candida albicans espece la plus frequemment rencontrée en patleolagnaine produit en

plus des chlamydospores (spores de 6 a 12 um ds pgvaisses, terminales ou latérales
rondes ou ovales) (Figure n° 14).
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A

Chlamydospor

Figure n°14: Formation de chlamydospores caracteristiquCandida albican sous

microscopeoptique l'objectif x4(

6. Etude de la résistance dCandida albicans:

L'étude de la résistance des souche«Candida albicandsolées ainsi que des souches
références (444 IP et ATCC 107) a été réalisée par la méthode de microdilutiomslieu
liquide selonClinical and Laboratory Standards Institute (CLSI-M27-A2, 2002) qui
permet de déterminer la CMt CMF du conservateur utilisé (orhéxidine) vi-a-vis des

souches de levure.

Les résultats des concentrations minimales inldlegr CMI) et fongicides (CMF) de |

Chlorhéxidine vis- a4ds de nos souches de leviCandida abicans
Nous remarquons que :

- Les CMI des soutes de références sont de 3% pourCandida albican 444 IP, et
6.25 % pouiCandida albican ATCC 10231.

- Pour les soucheasolées, les CMI so de 6.25 %pour la souche M 17 et 0.19 % pour
la souche N°4donc cette valeur est ménimale cette souche la phusibleet
atteigrent une valeur maximale de 1 % pour la souche N22. Donc, ce derniél
sont les plus résistantela chlorhexidine par rapport aux autres souchegucaous ¢
poussé a déterminé le taux d’ergosterol membradaies souche

- Concernant les CMF, sont dans la plus part deshesuggalent au CMI, leurs valel
varient de 0,39% 42.5%.
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Tableau n°04:les valeurs de CMI ,BMF et CMF/CMI

Souche CMI CMF CME /CMI
C.albicans?2 1.56 1. 56 1
C.albicans?2 0.3p 0.39

C.albicans4 0.1¢ 0.39 2.05
C.albicans13 0.3p 0.39 1
C.albicans17 6.25 12 2
C.albicans 17' 6.25 12.5 2
C.albicans22 12.5 12.5 1
C.albicans 444 1P 3.12 3.12 1
C.albicans ATTC 10231 6.25 6.25 1

Pour déterminer la nature fongicide ou fongistatige la chlorhéxidine vis-a-vis les souches
isolets et souches de référance , nous avans €dieuapport CMF/CMI . Si ce rapport est
inferieur ou égal a 2 , le chlorhéxidine est coésé comme fongicide, si ce rapport est

supérieur a 2, le chlorhéxidine est considéréenceriongistatique ( Derwiche et coll., 2010)

Donc le chlorhéxidine est considérée come fongipioler les souches de référance IP 444 et
ATTC 10231 et les souches N° 2, souche N° 13 &2Net le rapport CMF/CMI est

supérieur a 2 pour les souches

fongiostatique .
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mCMI

m CMF
CMF/CMI

Figure n° 15: Histogramme représentant porcentages de€MI et CMF et CMF/CMI

des souches d€andidaalbicans .

7. Quantification de I'ergostérol membranaire deCandida albicans

L’extraction d’ergostérol membranaire des souchekees (N°04,22), et de souches
références (ATTC 10231a été realisée selon un protocole décrit Beth A et ses
collaborateurs en 1999, les molécules d’ergostirdi récupérées dans la phase supér
d’éther de pétrole ont été diluées au 1/5, laute a été effectuée par spectrophotoméuv
entre 230 et 300 nm.

Les graphes dilessous, représentent le ti du spectre d’absorption de la solut
d’ergostérol membranaire extrait a partir des sesctle Candida albican N°04(Figure
N°16), souche N° 22 (Figure N°17) et sou ATTC 10231 (Figure N°18)

Les trois grapheseprésentent des défferanipics avec des langeure d’ondes défferal
dont I'absorbance difféerpoul les 3 souches d€andida albicanaN°04 ,N° 22 , et ATTC
10231 .

Pour la souche N°04le graphe représent 3 courbes et 03 pics de déffinragueure d’onde

La courbe N° 01 : le picanviron 254 nm , dans I'absorbance est égale 2@XE0a courbt
N° 04 le pic a environ 254 nm avec une absorbawecg,8 DO , la courbe N° 02 le pic

environ 238 nm , dans I'absorbance est égale O
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Pour la souche N° 22 : le graphe représent 3 cewgb@3 pics de défférant langueure d’onde.

La courbe N° 03: le pic a environ 238 nm , daaisslorbance est égale 1,04 DO et la courbe
N° 04 le pic a environ 243 nm avec une absorbaecg.2?2 DO , la courbe N° 05 le pic a

environ 233 nm , dans I'absorbance est égale @7 D

Pour la souche ATTC 10231: le graphe représentt@fbes et 05 pics de défférant

langueure d’onde.

La courbe N° 01 : le pic a environ 238 nm , damisslorbance est égale 1 DO et la courbe N°
02 le pic a environ 233 nm avec une absorbance5®MO , la courbe N° 03 le pic a environ
233 nm, dans 'absorbance est égale 0.53 DO,uebed\° 04 le pic a environ 238 nm , dans
'absorbance est égale 0.58 Do ,et la courbe N°leDPpic a environ 243 nm , dans

I'absorbance est égale 1,58 DO.

a partir des quelles on peut calculer la quantitdeotaux d’ergostérol membranaire de nos

souches (tableau N° 05) a I'aide de I'’équation auig :

Q =[A 281,5/290] x F/P (Beth A. et coll., 1999)

Q: Quantité d’ergostérol en %.
A: Absorbance a 281.5.
F: Facteur de dilution (5).
P: Poids nette du culot.

Selon les valeurs obtenues, nous avons remarquéedaex d’ergostérol membranaire est
largement supérieur chez la souche N° 04 (11#23873), tandis qu'un taux de
(9.62%+2.305)été obtenue avec la souche de référence AIDPB1 (CMI =6.25 %), et en
fin un taux d’ergostérol été égal a (1.883234 ) chez I'une des souches résistante N° 24
(CMI = 12.5 %).
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Figure n°16: les courbes de dosage de I'ergostérol de smfthé

-La présence de I'ergostérol et les stérols intdiaiées dans les extraits se présente par 3
pics caractéristiques.
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Figure n°17: courb de dosage de I'ergostérol de souche n°® 22

La présence de I'ergostérol et les stérols interaied dans les extraits se présente par 3 pics
caractéristiques.
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Figure n° 18 :courb de dosage de 'ergostérol de souche diraride ATTC 10231

Tableau n° 05 :Détermination la quantité de I'ergostérol apade trois souches de Candida

albicans.
Les M S
souches | A=[%ergostérol | B=%24(28)DHE | %ergostérol=A-B
répétées | +%24(28)DHE]
Souche 1 0.106 0.059 / 11.13 11.13%.873
N°4 : 2 2.25 1.26 /
Sensible. |3 0.203 0.114 8.9%
4 0.283 0.158 12.5%
5 0.251 0.140 11.1%
Souche 1 0.049 0.027 2.2% 1.86| 1.86%.234
N° 22 : 2 0.035 0.019 1.6%
Resistance, 3 0.071 0.040 3.1%
4 0.029 0.016 1.3%
5 0.025 0.014 1.1%
Souchede | 1 0.265 0.149 11.6% 9.62| 9.62%305
référence |2 0.206 0.115 9.1%
ATTC 3 0.213 0.119 9.4%
10231 4 0.190 0.106 8.4%
5 2.625 1.47 /




Résultats et discution

Le taux d’ergostérol membranaire de trois souchesépéter deCandida albicans:

ce travail qui consiste a I'étude de la résistate€andida albicanssolée a partir des cavités
buccales a la chlorhexine fréquemment utiliséeredyts cosmétiques ,dont il ressort que le
taux d’ergostérol membranaire est élevé N°04 (Pr#B873) chez les souches sauvages
sensibles (CMI=0,19 %), tandis qu’il taux a (9.622@&05) est inferieur chez les souches de
référence ATTC 10231 (CMI =6.25 %), et tres iiger chez les souches la plus résistances
N°22(1.86940.234) de (CMI =12.5%).

a la lumiere de ces résultats on peut conclurelguésistance d€andida albicansa la
chlorhexidine est probablement liée au changementlad composition en ergostérol

membranaire.
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Conclusion

Dans ce cadre, notre travail portera dans un preramps sur I'évaluation de la sensibilité
des souches sauvagesGhndida albicans isolées a partir des cavités buccales des uélissit
des dentifrices et des bains de bouche vis-a-via d@blorhéxidine utilisée dans les produits

cosmeétiques comme conservateur antimicrobien &iparomme antiseptique.

Dans un second temps nous déterminerons les coattens minimales inhibitrices CMI et
concentrations minimales fongicides CMF de ce amageur, qui vont permettre de mieux le

caractériser.

Toutefois, le taux d’ergostérol membranaire est@&N°04 (11.13%2.873) chez les souches
de Candida albicans sauvages sensibles (CMI=0,39 mg), tandis queube &x(9.62%:2.305)
est inferieur chez les souches de référence 102Z6DCA(CMI =12,5 mg/ml), et trés
inferieur chez les souches la plus résistance22(4°869%t0.234) de (CMI =25 mg/ml).

A la lumiére de ces résultats on peut conclure lguesistance d€andida albicans a la
chlorhexidine est probablement liee au changementlad composition en ergostérol

membranaire.

En fin, ces résultats préliminaires peuvent étoenmétés par d'autres études plus
approfondies (mode d’action et d’application,.)ett la caractérisation de ces isolats qui

nécessite, peut-étre, d’autres techniques de diét&tion moléculaire.
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Milieu PCB
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Annexes

Nombre | L'dge | Sex | Utilisation | La Nombre La période | L'utilisation
d’échantil e de marque de d'utilisation | d'utilisatio | de
lon dentifrices | dentifrices| des n chlorhexidine
dentifrices
1 24 H Oui Colgate 2 Matinet |/
soir
23 Oui Sanino 1 Soir /
23 F Oui Signal Soir /
4 23 F Oui Daber 3 Matin midi |/
elmiswak soir
5 23 F Oui Daber 1 Soir /
elmiswak
6 45 F Non / / / /
7 20 F Oui Signal 1 Soir /
8 16 F Non / / / /
9 25 F Oui Daber 1 Matin /
elmiswak
10 23 F Oui Daber 3 Matin midi | Oui
elmiswak soir
11 25 F Oui Changé la 2 Matin et /
marque soir
chaque foi
12 10 F Non / / /
13 36 F Oui Signal Soir /
14 55 H Oui Signal Soir /
15 33 F Non / / / /
16 31 F Non / / / /
17 29 H Oui Signal Soir /
18 29 F Oui Signal 1 Soir /
19 24 H Non / / / /
20 10 H Oui Signal 2 Matinet |/
soir
21 20 F oui Changé la 2 Matin et /
marque soir
chaque
fois
22 24 H oui Aqouafres 2 Matin et /
h soir
F : famme Homme

6

7




