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CHAPITRE | : INTRODUCTION



Section 1 ; L’ECOLOGIE BUCCALE

La cavité buccale est un carrefour important d’échanges directs et
d’interaction permanente avec de multiples éléments. Principalement, l'interaction
de I'air, la nourriture et les boissons avec la muqueuse buccale, la salive, les dents,
les matériaux de restauration dentaire, font de la bouche un milieu favorable au
développement des microorganismes. Parmi les microorganismes buccaux, nous
trouvons Candida albicans (C. albicans) (Thein et al., 2006). La bouche contient
plusieurs sites naturels d’adhésion pour différents microorganismes ; parmi ces
sites nous trouvons la gencive, la langue et les dents. La bouche peu aussi contenir
d'autres surfaces d'attachement, dont les matériaux de restauration utilisés lors des
traitements dentaires. Ces matériaux sont de taille et de nature différentes : les
couronnes dentaires (céramiques, céramo-meétalliques, métalliques, ou en or.), les
implants dentaires en titane ou en zircone (dioxyde de zirconium ZrOgz), et les
protheses dentaires (les résines acryliques, les résines composites et les verres
ionomeres) (Thein et al., 2006). Les patients ayant ces matériaux dans la bouche
sont plus susceptibles de développer des infections causées par I'adhésion et la
prolifération du pathogene au niveau de ces différents sites d’adhésion. (Mattos et
al., 2009 ; Abaci et al., 2010).

A la naissance, et bien avant I'éruption des dents, la cavité buccale est stérile
ou colonisée par certains microorganismes du tractus génital de la mere, ou lors de
I'allaitement. Les premiéres bactéries colonisant la cavité buccale sont les
Actinomyces, les Streptococcus (S), les Veillonella, les Neisseria, les Lactobacillus
et quelques levures. A [appariton des dents, des bactéries anaérobies
commencent a apparaitre aussi, comme Porphyromonas (P), Fusobacterium (F) et
Prevotella, localisées plus au niveau du sillon gingival dentaire. S. gordonii et S.
mutans s’attachent sur I'émail des dents lors du développement de ces derniéres.
Alors que S. salivarius colonise de préférence I'épithélium buccal, la salive et les
gencives. Ces bactéries forment ce qu’'on appelle le glycocalix (composé de
plusieurs substances polymeres extracellulaires (SPE) contenant majoritairement

des polysaccharides, des protéines et des lipides (Flemming et al., 2001), qui font



partie intégrante du biofilm bactérien (Sugano et al., 2016). Les SPE sont issus de
la sécrétion bactérienne, de la lyse cellulaire et de molécules antibactériennes
adsorbées ce qui augmente la résistance de ce dernier (Arciola et al., 2012). lls
sont impliqués dans la formation de la matrice d'agrégation microbienne, I'adhésion
bactérienne aux surfaces et les propriétés de floculation microbienne (Sheng et al.,
2010 ; Long et al., 2009 ; Liu et al., 2003). Le glycocalix contient différents facteurs
facilitant 'adhésion des bactéries et la formation de la plaque dentaire (Prescott et
al., 2010). Généralement, il y a d’autres biomatériaux (ex. glucanes et fructanes) qui
sont insolubles et avec une bonne capacité d’adhésion. Par exemple, des glucanes
sont sécrétés par les S. salivarius et S. mutans, sont attachés sur le réseau de
polysaccharides et contribuent a la formation de la plaque dentaire a laquelle ils se
fixent. Cette plaque sera ensuite colonisée par des streptocoques surtout S.
sanguis et des Neisseria. Cette colonisation fait intervenir les mécanismes
d'adhésion via les glucanes et les fructanes formant le glycocalix (Nicolas et al.,
2010 ; Prescott et al., 2010; Squier et al., 2001 ; Quirynen et al., 2004 ; Bordas et
al., 2008).

La présence des champignons dans la cavité buccale peut étre bénéfique,
car ces champignons interagissent avec les bactéries pour I'établissement et le
maintien d'une écologie bucco-dentaire saine (Krom et al., 2014). Cependant, ces
mémes champignons peuvent causer des maladies lorsque des facteurs locaux ou
systémiques prédisposent l'individu a une infection. Par conséquent, les levures qui
étaient commensales peuvent devenir pathogenes. L'un des champignons les plus
étudiés et les plus communs dans la cavité buccale est C. albicans (Fotos et al.,
1992 ; Baumgartner et al., 2000).

1.1. La mugueuse buccale

1.1.1. Caractéristiques de la muqueuse buccale

La muqueuse est une structure qui marque généralement les limites de toute
cavité du corps en contact avec le milieu extérieur. La muqueuse forme une

barriére entre le corps et I'environnement. Au niveau de la bouche, cette muqueuse



est appelée muqueuse buccale. Cette derniére est composée de deux structures
distinctes : I'épithélium superficiel, et le tissu conjonctif sous-jacent appelé la lamina
propria (Squier et al., 2001 ; Lombardi et al., 2009). La muqueuse buccale (comme
la muqueuse de l'cesophage) est une surface muqueuse de type Il [Fig.
1]; recouverte d'un épithélium squameux stratifié. Elle constitue la premiere ligne de
défense contre les agents pathogénes, les agents physiques et chimigues (lwasaki
et al., 2007). Par son accessibilité, la muqueuse buccale est utilisée comme site
d'immunisation sublinguale (Cuburu et al., 2007 ; Zhang et al., 2009 ; Song et al.,
20009).

La surface tissulaire de la bouche comporte différentes muqueuses selon
leurs fonctions. Nous trouvons la muqueuse masticatoire (gencives) qui représente
approximativement 25% de la surface totale de la paroi buccale (Qin et al., 2017). Il
y a aussi la muqueuse spécialisée (dos de la langue), il constitue environ 15% et la

mugueuse de la paroi, et environ 60% de la surface totale (Collins et al., 1987).

muscle lisse
longitudinal

muscle strié

muscle lisse
circulaire

muqueuse
musculaire

Manteau sous-

glandes muqueux
épithélium
squameux

Lamina propria de la
membrane muqueuse

Figure 1: L'organisation des tissus de revétement buccal et cesophagien
humains (Squier et al., 2001).



1.1.2. Organisation de la muqueuse buccale

La muqueuse buccale est composée de deux structures bien distinctes : un
épithélium, et un tissu conjonctif. Ces deux structures communiquent entre elles par
la membrane basale (Muster et al., 2004 ; Szpirglas, 1999).

a. L'épithélium : Selon sa localisation, I'épithélium buccal peut étre kératinisé
ou non. Dans les régions soumises aux forces mécanigues associées a la
mastication (qu’on trouve au niveau du palais dur et la gencive), I'épithélium
est kératinisé. En revanche, les autres régions buccales dont celles du
plancher de la bouche, la muqueuse qui nécessite une flexibilité pour
s'adapter a la mastication, a la déglutition et faciliter la parole, est enrobée
d'un épithélium non kératinisant (Squier et al., 2001) [Fig. 2].

L’épithélium buccal, kératinisé ou non est constitué d’environ 4 couches

cellulaires.

e La couche basale (stratum germinativum) est constituée de cellules de
petite taille et de forme cubique. Ces cellules basales interagissent entre
elles et avec la membrane basale.

e La couche épineuse (stratum spinosum) est formée de 15 a 20 strates
(couches) de cellules polyédriques.

e La couche granuleuse (stratum granulosum) est composée de 5 a 8
couches de cellules aplaties, riches en granules de kératohyaline dans
leur cytoplasme et des invaginations nucléaires.

e La couche cornée (stratum corneum) se trouvant dans [I'épithélium
kératinisé uniguement. Elle est formée de fines squames de kératinocytes
acidophiles sans noyau (Qin et al., 2017). C’est cette couche qui joue le
réle de barriere physique contre les agents des milieux enviornnents.

b. La membrane basale (MB) : C’est une structure acellulaire, de 50 a 800 nm
d’épaisseur, selon sa localisation. La MB se trouve entre I'épithélium et le tissu
conjonctif, elle est souvent irréguliere et constituée de projections cellulaires
du tissu conjonctif (des papilles) (Squier et al., 2001 ; Pawlina et al., 2006).
L’examen en microscopie électronique montre une MB formée de la lamina

densa, la lamina lucida et de fibrilles d'ancrages. La MB joue un réle

5



¥
i

NUME

important dans la diffusion, entre autres, des nutriments entre I'épithélium et
le tissu conjonctif. La MB joue aussi un role important dans la différenciation,
le renouvellement et I'ancrage des cellules épithéliales au tissu conjonctif
(Szpirglas, 1999).

couche

Couche
granulaire

de la membrane

Couche de
cellule Prickle

Granules de revétemeni[

Granules de revétement
de la membrane
Couche de

cellule Prickle

basale ) basale

Figure 2: Observation par microscopie électronique des différentes couches
de I’épithélium. (Squier et al., 2001) : (a) I'épithélium oral kératinisé et (b) I'épithélium
oral et eesophagien non kératinisé.

c. Le tissu conjonctif: Ce tissu est formé d'une matrice composée
essentiellement de collagéne et de peu de cellules, dont les fibroblastes. I
offre un support mécanique et nutritionnel de I'épithélium (Squier et al.,
2001 ; Pawlina et al., 2006). Le tissu conjonctif est constitué d’'une structure
superficielle dite lamina propria et d’'une structure profonde correspondant a
la sous-muqueuse (Szpirglas, 1999).

i) La lamina propria : Elle est formée de deux couches, une couche
réticulaire et une couche papillaire, qui sont mieux organisées dans la
muqueuse masticatoire, comparativement aux autres muqueuses
(Goldberg, 1993). La lamina propria contient des fibroblastes, des
cellules endothéliales, des cellules nerveuses et des cellules
immunitaires. Les fibroblastes sont plus nombreux comparativement

aux autres cellules.
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i) La sous-muqueuse est la derniere couche du chorion ; elle contient
des glandes salivaires et des adipocytes. Selon 'emplacement dans
la bouche, la sous-muqueuse peut étre en contact avec le périoste
(palais dur), l'os alvéolaire ou le tissu musculaire des joues et des
levres (Goldberg, 1993).

1.1.3. Propriétés et fonctions de la muqueuse buccale

La muqueuse buccale représente une surface humide et, malgré le fait
gu’elle présente une continuité avec la peau, elle est considérablement différente
parce qu’elle est plus colorée. Cette apparence est due a plusieurs facteurs, dont
I'épaisseur de I'épithélium, la quantité de mélanine dans I'épithélium, le degré de
kératinisation, la présence de petits vaisseaux sanguins dans le tissu conjonctif
sous-jacent. Pour maintenir cette barriere importante, les tissus épithéliaux
subissent un renouvellement et une réparation constants (Presland et al., 2002).
L’épithélium est constitué a plus de 90% de cellules épithéliales, qui se renouvellent
de maniére constante grace a une division cellulaire dans les couches plus
profondes (Squier et al., 2001 ; Pawlina et al., 2006). Dans I'épithélium, les cellules
épithéliales sont appelées kératinocytes parce qu’elles produisent un ensemble de
protéines structurales : les kératines. Ces kératines sont importantes pour le
maintien de l'intégrité cellulaire et tissulaire. En plus des kératines, nous trouvons
deux autres de structures d'adhésion cellulaire: les desmosomes et les
hémidesmosomes. Ces structures permettent aux kératinocytes d’interagir les uns
avec les autres et aussi avec la membrane basale (Presland et al., 2002). La
mugueuse buccale possede un épithélium stratifié hautement spécialisé offrant une
protection contre les dommages physiques, chimigues, thermiques, etc. (Presland
et al., 2002).

Par sa structure multicouche et sa composition lipidique, I'épithélium buccal
protege le tissu sous-jacent contre les pertes liquidiennes de [l'intérieur vers
I'extérieur. Il bloque aussi I'entrée d'agents potentiellement nocifs. Ces agents
nocifs peuvent étre des microorganismes, des toxines et enzymes d’origines

microbiennes, etc. (Squier et al., 2001). La fonction de protection offerte par la



mugueuse buccale est présente généralement dans toute la cavité buccale, sauf
dans les régions spécialisées comme les jonctions dento-gingivales. Les fonctions
de la muqueuse buccale peuvent étre perturbées par différentes conditions, dont
les blessures, l'utilisation d’agents chimiques, etc. En effet, il a été démontré que la
thérapie anticancéreuse affecte de maniere importante l'intégrité de la muqueuse
buccale. Les molécules utilisées en chimiothérapie, et la radiothérapie limitent la
prolifération des cellules épithéliales ce qui cause I'amincissement de I'épithélium et
son ulcération. L’effet se manifeste d'abord dans les tissus ou la prolifération est
rapide (comme les muqueuses buccales et gastro-intestinales). Les traitements
anti-cancers affectent aussi les glandes salivaires, provoquant une réduction de la
production de la salive. Le manque de salive ou la réduction de sa qualité

antimicrobienne augmente le risque d’infections oropharyngées (Qin et al., 2017).

1.2. Role de la salive dans la protection contre les infections

buccales

Il'y a trois paires de glandes salivaires majeures chez 'homme, les glandes
parotides (GP) qui sont les plus grandes, les glandes submandibulaires (GSM) et
les glandes sublinguales (GSL), ainsi que les petites glandes secondaires
dispersées sous la muqueuse de la cavité buccale (Ellis et al., 2012) [fig. 3].

Les cellules constituant les glandes salivaires sécrétent différents types de
salive. La GP est composée de cellules acinaires séreuses et produit une salive
séreuse aqueuse. Les GSM et GSL sont des glandes composées de plusieurs
types cellulaires, elles contiennent a la fois des cellules acinaires muqueuses et
séreuses. La GSM possede une majorité de cellules acinaires séreuses avec moins
de cellules muqueuses, tandis que la GSL est composée majoritairement de
cellules acinaires muqueuses. Chez un adulte en bonne santé, les glandes
salivaires principales produisent plus de 90% de la salive, le reste est produit par
les glandes mineures (Holmberg et al., 2014). Une personne adulte produit 1 a 2

litres de la salive par jour. Cette salive est composée de 99,5% d'eau et 0,5% de



protéines : mucus, amylase et lysozyme, ainsi que des électrolytes : Ca?* et P04%*
(Sherwood, 2015).

a. temporal superficiel

Ganglion otique
n. auriculotemporal
(CNV-III)
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de trijumeau (CNV-III)
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Figure 3: Apercu de I'anatomie des glandes salivaires (Holmberg et al., 2014).
Les trois glandes salivaires majeures sont les GP, GSM et GSL. Les conduits de Stensen et
Wharton sont les principaux canaux excréteurs de PG et SMG, respectivement.
L'approvisionnement en sang est principalement fourni & la GP par l'artére transversale du
visage et le GSM par l'artére du visage. L'innervation parasympathique provient des nerfs
post-ganglionnaires des ganglions otiques et submandibulaires. Le ganglion otique est
étroitement associé a la division mandibulaire du nerf trijumeau (CNV-III) et le ganglion sous-
mandibulaire est a c6té du nerf lingual. Les nerfs post-ganglionnaires sympathiques (non
représentés) proviennent du ganglion cervical supérieur et innervent les glandes le long des
vaisseaux sanguins.

La salive a plusieurs fonctions. Elle contribue a la lubrification de la cavité
buccale pour mieux parler, déglutir, manger et déguster. La salive maintient la santé
des dents en conservant I'homéostasie (I'équilibre physiologique) de la cavité
buccale, tout en fournissant des fonctions de protection grace aux enzymes
(exemple : lysozymes), aux protéines (exemple: défensines) et aux

immunoglobulines (exemple : IgAs) (Devoize et al., 2010). La salive facilite la



dégradation des sucres grace aux amylases. La salive régule le pH ce qui contribue
a la prévention des caries (Lee et al., 2009 ; Holmberg et al., 2014). Cliniquement,
les personnes ayant une sécrétion salivaire faible sont plus susceptibles de
développer des infections comparativement aux personnes ayant une seécrétion
salivaire normale. La présence d’histatines (Ahariz et al., 2010) et d’IgA dans la
salive (Elguezabal et al., 2004 ; Marcotte et al., 1998) protége I'h6te contre les
infections buccales, dont la candidose. L’histatine, les I'lgA inhibent 'adhésion de

Candida aux surfaces rencontrées dans la cavité buccale.

1.3. Les conditions physiologiques et pathologiques de la cavité
buccale

La bouche est un milieu riche en microorganismes et est propice a leur
multiplication. Certains de ces microorganismes sont bénéfiques, d’autres peuvent
provoguer une infection. Ces infections peuvent étre dues a une prédisposition de
I'hn6te ou a la présence de facteurs, dont les prothéses dentaires, favorisant la
surcroissance des microorganismes (Abaci et al., 2010).

La cavité buccale présente un microbiote par excellence avec un parfait
équilibre entre I'hote et la flore buccale. Cet écosysteme est entretenu normalement
par une humidité continue due a la présence de la salive, divers nutriments et les
agents antimicrobiens sécrétés par les cellules de I'h6te (Marcotte et al., 1998).

Le microbiote contient entre autres des :

1) Firmicutes (prédominants): genre Streptococcus, famille Veillonellaceae,

genre Granulicatella

2) Proteobacteries: genre Neisseria, Haemophilus

3) Actinobacteries: genre Corynebacterium, Rothia, Actinomyces

4) Bacteroidetes: genre Prevotella, Capnocytophaga, Porphyromonas

5) Fusobacteres: Genre Fusobacterium.

Ces especes résident dans différentes niches dans la bouche qui sont localisées
au niveau des surfaces dentaires, des joues, du palais dur, de la langue et méme
dans la salive (Zaura et al., 2009).
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Les bactéries croissent sous forme de microcolonies dans un réseau

polysaccharidique d'origine bactérienne et salivaire appelée biofilm. Plusieurs

facteurs peuvent étre impliqgués dans la formation du biofilm. Parmi ces facteurs

nous trouvons :

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7

La capacité d'adhérence des microorganismes suite a la synthése de
polysaccharides extracellulaires insolubles (exemple : le glycocalix).

La composition de la salive qui joue un rble de tampon et de contréle de
I'acidité du milieu engendrée par le métabolisme bactérien.

Certaines mucines qui sont impliquées dans les phénomeénes d'agglutination
et d'adsorption bactériens.

L’anaérobiose au niveau du sillon gingival dentaire.

Les plaques dentaires et gingivales.

La diéte alimentaire aussi constitue un apport de substances nutritives aux
bactéries et peut engendrer une modification du pH (comme dans le cas du
métabolisme glucidique acidogene) et influencer l'attachement des bactéries
aux polysaccharides extracellulaires exogenes.

Des molécules du systeme immunitaire ayant des propriétés
antimicrobiennes (lysozyme, lactoferrine, IgA sécrétoires et autres, le
systtme du complément, des cellules immunitaires, peptides
antimicrobiens... etc.) (Prescott et al., 2010).

La composition du biofilm est modulée par plusieurs facteurs (Zaura et al.,

2009), dont la teneur en oxygéne, la qualité et la quantité de la salive, le fluide

créviculaire gingival et le régime alimentaire. Ces facteurs jouent un role majeur

dans la composition microbienne de ces niches écologiques bucco-dentaires (Zaura

et al., 2009; Sreenivasan et al., 2011). A titre d’exemple, la salive assure la

protection des tissus durs et des tissus mous. Cette protection est obtenue par le

flux salivaire, le pouvoir tampon de la salive, le réservoir ionique et les propriétés

antibactériennes. Cependant, lors de candidose buccale, l'effet de la salive est

controversé parce que plusieurs études ont mené a des résultats contradictoires.

D’un

cbté, la salive montre un effet de nettoyage physique et contient des

molécules de la défense innée, dont le lysozyme, la lactoferrine, I'histatine, la

11



calprotectine et I'lgA, qui interagissent avec les especes de Candida et diminue
I'adhérence et la colonisation des surfaces buccales. En revanche, d’autres
composants de la salive, dont les mucines, la stathérine et les protéines riches en
proline facilitent l'adhésion de C. albicans (particulierement sur les résines
acryliques). (Pereira-Cenci et al., 2008), ce qui pourrait contribuer a la formation de

biofilm.
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Section 2 : CANDIDA ALBICANS

Les infections buccales a Candida (candidoses orales) semblent avoir été
décrites dés le 2e siécle apr. J.-C. par Claudius Galien de Pergame, qui a appelé a
cette époque le pathogéne causal aphthas albus. Ce n'est qu'au milieu du 19e
siecle que la nature clinigue de la candidose orale a été définie et l'agent
étiologique identifié. Il y a eu une grande variété de synonymes utilisés pour les
membres du genre Candida, 166 synonymes étant reconnus pour C. albicans dans
le monde (Samanta, 2015).

Le genre Candida appartient a la classe Saccharomyces
(Hemiascomycetes). Il compte plus de 200 espéces. Environ 20 espéces ont été
associées a une candidose chez I'homme et les animaux dont sept especes sont
d'une importance majeure. C. albicans, C. tropicalis et C. glabrata sont les plus
frequemment isolés des spécimens cliniques. Les autres espéces pathogénes
sont: C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. guilliermondii, C. krusei et C.
pseudotropicalis. Chez les chiens, C. natalensis (Samanta, 2015).

Il'y a plusieurs types d’infections fongiques qui peuvent toucher la muqueuse
buccale, l'oesophage, le tractus uro-génital et les parties humides de la peau
(Odds, 1988). Les candidoses vaginales sont trés fréquemment observées ;
'espece C. albicans a lui seul cause 88 a 95 % de ces infections (Regulez et al.,
1994 ; Mendling et al., 2000 ; Buchta, 2004).

2.1. Historique de la découverte de C. albicans

C’est dans l'ancienne écriture sanskrite de I'Inde (Atharva Veda, 2000-1000
av. J.-C.), que la premiére description d'une infection fongique a été documentée.
Au dix-septieme siecle, un médecin allemand (Engelbert Kaempfer) travaillant en
Inde a d'abord signalé des cas clinigues de mycetes qui ont été suivis par des cas
de missionnaires frangais a Pondichéry, en Inde (1714). Les maladies fongiques
des plantes ont également été observées dans d'autres Veda vers 1200 av. J.-C.
Le muguet buccal était déja connu par Hippocrate (460-377 av. J.-C.) au IVe siécle

av. J.-C.. Ce dernier, a d'abord démontré la candidose pseudomembraneuse orale
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dite « aphthae albae » qui a ensuite été confirmée par Claudius Galien (130-200 av.
J.-C.) (Ainsworth, 1986, Samanta, 2015). La premiére description d'un champignon
pathogene revient a un jeune conférencier allemand nommé Bernard (von)
Langenbeck (Knoke et al., 2006). Plus tard, Berg et Wilkinson ont décrit
séparément et pour la premiere fois la candidose orale en 1841 et la candidose
vaginale en 1849 (Samanta, 2015). En 1849, Robin nommera le microorganisme
d'Oidium albicans (Robin, 1853). C'est I'appellation utilisée jusqu'en 1890, quand
Zopf introduira le nom Monilia albicans pour lI'agent des monilioses (Zopf, 1890).
Candida a été décrit pour la premiere fois comme un genre distinct en 1923 par
Berkhout (Samanta, 2015). En cette année de 1923, Christine Marie Berkhout
proposa le nom « actuel » C. albicans dans sa thése pour distinguer la levure
retrouvée chez I'homme et les champignons du genre Monilia (levure végétale) qui
cause la dégradation des fruits (Mackinnon et al. 1945). Candida parapsilosis a
d'abord été le premier isolé par Ashford a partir des selles d'un malade diarrhéique
a Porto Rico en 1928 (Samanta, 2015). Alors ce genre est regroupé avec celui des
levures anascosporées caractérisées par la production de vrai mycélium (forme
hyphe) ou pseudo-mycélium (pseudo-hyphe). La fin du 19e siécle et le début du
20e siecle connaitront plusieurs observations cliniques des infections
candidosiques qui peuvent atteindre différents tissus et organes (ongles, peau,
vagin, cesophage, méninges, reins, cceur.etc.), mais ce n'est qu'a partir de 1950
que l'utilisation des antibiotiques a large spectre augmentera la prévalence des
candidoses (Chabasse et al., 2006). Ceci suggere que laugmentation des
infections causées par C. albicans a été remarquée lors de Il'apparition des
antibiotiques. Cette augmentation peut étre expliguée par le fait que les
antibiotiques tuent les microorganismes pathogénes ainsi que ceux qui sont
nécessaires pour maintenir I'équilibre écologique. Cette perturbation favorise la
croissance et propagation de Candida causant les candidoses.

Pendant longtemps C. albicans était considéré comme un microorganisme a
reproduction asexuée a cause de I'observation de conidiogénése caractérisée par
une spore formée par bourgeonnement d'une simple cellule meéere. Cependant,

plusieurs études ont montré I'existence d'un cycle sexué "mating-type" (type sexue)
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chez Candida, ce qui explique l'origine de la diversité génétique de ce
microorganisme (Magee et al., 2000 ; Hull et al., 2000). Il existe plusieurs espéces
de Candida, cette grande diversité d'especes pourrait s’expliquer par la perte de
caractére de la reproduction sexuée du genre Candida ancestral favorisant cette
diversité (Chabasse et al., 2006).

Taxonomiquement, le genre Candida représente plus de deux cents especes
dont une vingtaine ont été isolées chez 'Homme. Les plus connues sont C.
albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. krusei et C. tropicalis et C. glabrata.
Cette derniere espece représente le deuxiéme agent causal de la candidose
humaine apres C. albicans (Dujon et al., 2004). Ces espéces partagent la majorité
des caractéristiques microscopiques et macroscopiques, et colonisent différents
sites du corps humain, dont la cavité buccale, le tractus gastro-intestinal et génito-
vaginal (Akpan et al., 2002). On peut les distinguer grace a leurs différents criteres
phénotypiques (production de tube germinatif ou de chlamydospores, température
de croissance, I'assimilation des hydrates de carbone, etc.) ou encore grace a la
morphologie (contour régulier, rugueux ou blanc avec une apparence crémeuse,
etc.) des colonies dans les differents milieux de culture (Khlif et al., 2011).

Cliniguement, il existe au moins 15 espéces distinctes de Candida qui
causent des maladies humaines, mais 90% des infections sont causées par C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis et C. krusei. Chacun de ces
microorganismes possede un potentiel unique de virulence, une susceptibilité
antifongique et une épidémiologie. Cependant, pris dans leur ensemble, les
infections importantes causées par ces espéces de Candida sont généralement
appelées candidoses invasives. Les infections superficielles a Candida (en
particulier les infections au niveau de I'oropharynx, I'cesophage et le vagin) ne sont
pas considérees comme des maladies classiquement invasives, mais elles sont
incluses dans les mémes directives clinigues de diagnostic et de traitement
(Pappas et al., 2015).

Au cours des dernieres années, il y a eu un intérét croissant pour les
infections a Candida et pour C. albicans en particulier, parce que ces infections sont

devenues plus fréquentes et mortelles (McCullough et al., 1996). Les études
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expérimentales et clinigues nous ont permis de comprendre la pathogénie
(virulence), I'épidémiologie, la génétique et la biochimie de C. albicans (McCullough
et al., 1996).

2.2. Ecologie de C. albicans

2.2.1. Distribution et habitats naturels

Généralement dans la nature, les levures se trouvent un peu partout, surtout
dans les milieux liquides riches en matiere organique (Gray, 1954). Le genre
Candida fait référence a des levures ubiquitaires qui ne présentent aucune
limitation dans leur répartition géographique (air, sol, fruits, céréales, produits
laitiers, viandes, etc.). Certaines espéces comme C. albicans sont commensales
présentes chez I'Homme et de nombreuses espéces animales. Par ailleurs, les
especes les plus fréequemment isolées chez I'animal semblent étre différentes de
celles habituellement retrouvées dans le milieu extérieur. C. albicans est un
microorganisme normal de la flore intestinale des humains, mais peu se retrouver
également dans les voies urogénitales (Chabasse et al., 2006). Dans ces habitats
du corps humain, C. albicans est en équilibre numérique avec les flores
bactériennes, réduisant la pathogenése de la levure. Il est important de mentionner
que C. albicans ne fait pas partie de la flore de la peau saine, il ne se développe
pas sur les téguments sains, mais peut infecter un épithélium préalablement Iésé
(blessure ou bralure de la peau). La présence de C. albicans sur sur les aliments
releve, en principe, de conditions sanitaires déficientes (Chabasse et al., 2006).

Chez les humains et les animaux, Candida colonise les muqueuses aprés un
contact avec des aliments. Lorsque la surveillance immunologique est défectueuse
(immunosuppression, utilisation prolongée d'antibiotiques ou de stéroides, etc.)
Candida se multiplie, change de forme et peut causer de l'inflammation. Dans ces
conditions, C. albicans peut méme envahir les parties les plus profondes des tissus
pour établir des infections (ou candidose). Dans I'environnement, Candida peut-étre

isolé méme de milieux a forte teneur en sel (Samanta, 2015).
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2.2.2. Conditions de cultures, isolement et croissance

Candida peut étre cultivé sur des milieux spéciaux tels que le milieu « Staib
Agar » (a base de graines de Niger), le milieu « Pal's Agar » (a base de graines de
tournesol) ou le milieu « tobacco Agar » (a base de tabac) (Khlif et al., 2011).
Candida peut aussi étre cultivé sur des milieux bactériologiques généraux tels que
I'Agar de dextrose Sabouraud (avec pénicilline, streptomycine, chloramphénicol),
gélose de dextrose de pomme de terre, gélose au sang (par injection intraveineuse
dans un cobaye ou lapin). Candida est généralement cultivé en aérobie, et a
différentes températures (25 a 37°C) et a un pH acide ou alcalin (Samanta, 2015).
C. albicans peut croitre en présence d’'une faible concentration (0,04%) de
cycloheximide, un inhibiteur de la synthese protéique. Une culture sur milieu solide
montre des colonies en forme circulaire, blanches ou opaques (une transition
opaque - blanche est nécessaire), avec une consistance crémeuse (Samanta,
2015). Pour lidentification de l'espece de Candida, un milieu chromogéne
(CHROMagar) peut étre utilisé, dans lequel différentes espéces se caractérisent par
différentes couleurs telles que C. albicans (vert / vert bleuatre), C. tropicalis (bleu /
violet a l'auréole) et C. krusei (rose / colonies truffées) (Samanta, 2015 ; Khlif et al.,
2011).

2.2.3. Mode de vie de C. albicans et son interaction avec d’autres

microorganismes

Candida vie en mode saprophyte dans le milieu extérieur, mais en mode
commensal ou parasites chez les humains (Chabasse et al.,, 2006). L’espéce C.
albicans est un organisme eucaryote ubiquitaire, présent chez environ 60% de la
population (Edwards Jr et al., 1997 ; Mavor et al., 2005). C’est un microorganisme
polymorphe qui peut adhérer a différents endroits du corps et peut croitre en tant
gue levure, pseudohyphe, et hyphe (Szpirglas et al, 1999). Dans son
environnement, C. albicans interagit avec les constituants de son milieu. Ces
interactions peuvent étre interespéce et méme inter-royaume. A titre d’exemple, C.

albicans peut interagir avec S. mutans (Buijssen et al., 2007 ; Jarosz et al., 2009),
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et P. aeruginosa (Hogan et al., 2004). Lors de ces interactions, les deux bactéries
(S. mutans et P. aeruginosa) semblent inhiber la formation des hyphes de C.

albians, par conséquent, elles contrélent la pathogenése de la levure.

2.3. Métabolisme de C. albicans

Le milieu de croissance de C. albicans peut-étre simple ou défini, riche en
carbone (le glucose), en azote (les sels d'ammonium) et en phosphate (Shepherd et
al., 1976). Le temps de division de C. albicans dans un milieu défini a 30°C est de
0,3 a 0,4 h (Shepherd et al., 1976).

La morphologie des cellules est tributaire de la source de carbone dans le
milieu de culture. Le maltose produit une morphologie mycéliale, le lactate produit
une morphologie levure, alors qu’avec du fructose ou du glucose, C. albicans
adopte une morphologie mixte, pseudo-mycéliales et mycéliales (Shepherd et al.,
1976). La température, le pH, la présence d’azote dans le milieu sont aussi des
facteurs qui modulent la morphologie cellulaire de C. albicans (Odds, 1988).

La production ou non de l'uréase, et la fermentation des sucres sont deux
caractéristiques biochimiques importantes qui nous aide a identifier les especes de
Candida. Par exemple, C. albicans et C. tropicalis sont capables d’assimiler le
glucose, le maltose et le sucrose, mais pas le lactose, alors que C. pseudotropicalis
et C. krusei sont capables d’assimiler le glucose, le sucrose et le lactose, mais pas
le maltose. En revanche, C. parapsilosis assimile seulement le glucose. Tous ces
glucides sont transformés en acide (comme I'acide tartrique) et en gaz (comme le
CO,) sauf dans le cas de la consommation du sucrose par C. albicans qui se
transforme en acide seulement (Samanta, 2015).

Le genre Candida partage la majorité de ses caractéristiques métaboliques
avec les Ascomyceétes. Il est capable de fermenter le sucre, dépourvu d’activité
uréase, et incapable d'assimiler l'inositol (Chabasse et al., 2006). Candida peut
métaboliser du glucose aussi bien en milieu anaérobie qu'en milieu aérobie. Un
apport constant de carbone est essentiel pour de la levure favorisant 'adoption de

différentes formes, blastospore, pseudo-hyphes (Akpan et al., 2002).
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La voie de synthése des sphingolipides est importante et impliqguée
directement dans I'apparition des hyphes ; ces derniers contribuent a la formation
de biofilms. L'inhibition de la voie de biosynthése des sphingolipides [mannosyle
diinositolphosphoryl céramide, M (IP) 2C] de myriocine ou auréobasidine altére la

capacité de C. albicans a former des biofilms (Lattif et al., 2011).

2.4. La génétique de C. albicans

Selon I'espéce, Candida contient 6 a 9 paires de chromosomes. La nature du
génome est hétérozygote (Whelan et al., 1981) et est diploides dans la plupart des
especes dont C. albicans, C. tropicalis et C. parapsilosis. En revanche, un génome
haploide est détecté chez C. guilliermondii et C. lusitaniae (Samanta, 2015).

C. albicans n’a pas de forme haploide ou homozygote connue. Il est I'un des
premiers agents pathogenes eucaryotes sélectionnés pour le séquencage du
génome. Puisque C. albicans est l'espece fongique la plus souvent impliquée en
pathologie humaine et animale, la majorité des études sont réalisées avec C.
albicans. Le génome de C. albicans est entierement séquencé depuis 2002, est
accessible sur le site du " Stanford Genome Tchnology Center". (http://www-
sequence.stanford.edu/group/candida/). Le séquencage a été reéalisé avec la
souche SC5314, utilisée le plus souvent dans les analyses moléculaires, les
analyses de virulence dans les modeles animaux et le caryotype électrophorétique
diploide classique. La séquence du génome révele une adaptabilité de la levure a
son environnement. Parmi ces adaptations notant la capacité de C. albicans a
traverser le tube digestif, méme en milieu tres acide. Aussi, C. albicans posséde un
certain nombre de genes régulateurs du pH (Jones et al., 2004 ; Ainsworth, 1986).

La taille du génome de C. albicans est de 10,6 - 15,5 Mbp avec un nombre
de genes variant de 5 733 a 6 318. Le génome contient les éléments de la
séquence répétée majeurs (SRM) ou la recombinaison génétique peut avoir lieu
(constitue 1 - 2% du génome). Une autre caractéristique du génome de C. albicans
est la présence d'un seul polymorphisme nucléotidique (SNP) pour chaque 330 pb

dans la souche SC5314 (Samanta, 2015). Le taux en guanine et en cytosine (G+C
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%) est de 35%. Une des particularités génétiques de cette espéce est le codon
CUG qui code pour une sérine au lieu d'une leucine (Ainsworth, 1986).

La levure C. albicans a un mode clonal de propagation. Une analyse
génétigue de la population de C. albicans, chez des patients infectés par le virus de
l'immunodéficience humaine (VIH) indique que les deux conséquences
fondamentales de la reproduction sexuée (a savoir, la séparation et la
recombinaison) sont absentes dans cette population de C. albicans (Pujol et al.,
1993). Le mode de reproduction connu pour C. albicans est la reproduction clonale
(Pujol et al., 1993). Le manque de preuves de la présence de la ségrégation et de
la recombinaison chez C. albicans semble confirmer I'absence de reproduction
sexuée. Cependant, une reproduction clonale de C. albicans ne signifie pas que la
recombinaison est totalement absente (Pujol et al., 1993). De ce fait, une étude sur
le mode de reproduction montre que la recombinaison est sévérement restreinte
(Tibayrenc et al., 1991).

2.5. La cytologie de C. albicans

Le genre Candida contient plusieurs espéces de champignons 'levuriformes'
et représente collectivement un groupe trés hétérogene morphologiquement (Akpan
et al., 2002). Une caractéristique du genre Candida est sa capacité a croitre de
maniére polymorphe, soit sous la forme de levures bourgeonnantes (blastospores)
ou sous forme de filaments (vraies hyphes et pseudohyphes) (Williams et al., 2013).
La présentation sous une forme ou une autre varie selon I'espéce de Candida. Les
trois formes sont exprimées par C. albicans et C. tropicalis, tandis que d'autres
espéeces telles que C. parapsilosis peuvent adopter les formes de levure et de
pseudohyphes. Certaines especes telles que C. glabrata peuvent avoir les formes
de levure et de pseudohyphes, mais principalement la forme de levure dans
'environnement et dans I'héte. Chez C. albicans la forme de levure est ovale (3,5 -
6 um x 6 - 10 ym) avec bourgeonnement axial ou bipolaire [Fig. 4]. Les hyphes sont
des tubes longs composés de cellules avec des cétés paralleles, une largeur
uniforme et un véritable septum sans contrainte [Fig. 4]. Il y a une communication

cellule-cellule au niveau de septa. Les pseudohyphes sont des chaines de cellules
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ellipsoides allongées avec constriction entre elles. Dans la levure et les
pseudohyphes, la division nucléaire et la formation de septa se déroulent prés du
bourgeon, alors que dans les hyphes, les deux procédures se produisent dans le
tube germinal (Samanta, 2015).

Figure 4: Les différentes formes de C. albicans (Sudbery et al., 2004). (a) montre
un bourgeonnement cellulaire ; (b et c) montrent des peudohyhpes qui ont un étranglement
au niveau du bourgeon. ; (d) montre une forme hyphe. Toutes les formes de pseudohyphes
ressemblent superficiellement aux hyphes, mais ont des constrictions aux positions des
septa ou septum (marqué par les fleches sur I'image c) et montrent une ramification
réguliére. Les barres d'échelle représentent 10 ym.

La levure et les pseudohyphes peuvent croitre en suivant le cycle cellulaire,
par contre les cellules hyphales restent arrétées dans la phase G1 aprées
I'achévement du premier cycle cellulaire jusqu'a ce qu'elles puissent accumuler
suffisamment de masse cytoplasmique pour entrer dans le deuxieme cycle de
division. Ainsi, les formes hyphes sont moins ramifiées comparativement aux
pseudohyphes. Les cellules hyphales contiennent une organelle spécialisée,
connue sous le nom de “spitzenkorper”, qui aide a la croissance aux extrémités des
hyphes (Samanta, 2015).
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Il existe une quatrieme forme moins répandue, la chlamydospores,
caractéristique de C. albicans et de C. dubliniensis. Les cellules sont d’'une taille
plus importante (6 a 15 um) avec une paroi épaisse, réfringente et relativement
résistante a la digestion enzymatique. Les chlamydospores constituent une forme
de protection de C. albicans lorsqu’elle se trouve dans un milieu non favorable a sa
croissance (Chabasse et al.,, 2006). Les chlamydospores restent attachés aux
hyphes ou aux pseudohyphes par un suspenseur. Le noyau se divise dans le
suspenseur pour donner une chlamydospore fille dans laquelle le noyau pourrait

migrer (Samanta, 2015).

2.6. L’enveloppe cellulaire de C. albicans

C. albicans a une structure intracellulaire caractéristique des cellules
eucaryotes. La cellule est entourée d’'une membrane cellulaire extérieure (paroi) qui
forme la membrane plasmique contenant des stérols, notamment I'ergostérol. Un
cytoplasme avec un réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi caractéristique
des eucaryotes et un noyau avec une double membrane nucléaire, qui protége le
matériel génétique (6 chromosomes) et le nucléole (Akpan et al., 2002). Ce qui
différencie Candida d’'une cellule eucaryote classique est la présence d’un systéme
vacuolo-vésiculaire chez la cellule eucaryote classique (Barelle et al., 2006).
Généralement, le genre Candida regroupe des levures non pigmentées, non
encapsulées, a bourgeonnement polaire ou bipolaire et a paroi globalement
bilamellaire (Ainsworth, 1986).

La paroi de C. albicans confere a la levure sa forme et sa stabilité mécanique
et garantit le maintien de lintégrité cellulaire en la protégeant de diverses
agressions extérieures (manque de nutriments, de pH, de température, etc.). Cette
paroi présente également une zone de contact privilégiée entre la cellule et son
environnement, et elle est aussi impliquée dans la reconnaissance des constituants
de I'héte, et dans 'adhésion. La paroi constitue 15 a 30% du poids sec de la levure
(Chabasse et al., 2006).

La paroi est aussi le site privilégié pour plusieurs molécules, dont les

antifongiques et le farnésol impliqués dans la régulation de la croissance de C.
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albicans. Le farnésol, une molécule de détection du quorum fongique « quorum
sensing en anglais » qui déforme la paroi cellulaire et change l'ultrastructure de C.
albicans (Décanis et al., 2011), la détection du quorum est un mécanisme de
régulation utilisé par les microorganismes pour réguler I'expression des génes d'une
maniére dépendante de la densité cellulaire au sein d’'une méme population (Fuqua
et al., 1994 ; Papenfort et al., 2016). La famille des échinocandines antifongiques
agit sur la voie de biosynthése des ergostérols inhibant la synthése de la paroi
cellulaire. Les antifongiques inhibent aussi la B-(1,3)-glucane synthétase (Chabasse
et al., 2006).

2.6.1. Structure et ultrastructure de I'enveloppe

La paroi de C. albicans est présente a I'extérieur de la membrane cellulaire,
cette derniere est composée de la couche intérieure et extérieure (Ainsworth,
1986), et d’'une zone centrale entre les deux membranes (Chabasse et al., 2006).
La paroi est globalement bilamellaire renfermant des B-glucanes (Ainsworth, 1986)
[Fig. 5].

Couche externe

La couche externe mesure 150 nm d’épaisseur (Samanta, 2015). C'est la
couche la plus étudiée parce qu‘elle présente le point d’interaction avec le milieu
extérieur de C. albicans avec son environnement et aussi avec son héte. Elle est
riche en protéines et en glycoprotéines ce qui expligue son apparence dense sous
microscope électronique. Cette couche externe contient des fibrilles “fimbriae” qui
sont des structures importantes, sous forme de projections radiales, impliquées
dans l'adhésion de C. albicans aux cellules épithéliales (Chabasse et al., 2006)
[Fig. 6]. Les d'observations en microscopie électronique montrent une membrane
externe composée de plusieurs couches, allant de 3 a 8 selon le milieu de culture
utilisé, de la morphologie de la cellule et du stade du cycle cellulaire. La densité
variable de ces couches s’explique par la diversité des constituants qui les forment

(en particulier les hydrates de carbone) (Chabasse et al., 2006) [Fig. 7].
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Figure 5: Images en microscopie électronique a transmission montrant les
structures de la membrane externe de C. albicans (da Rocha Curvelo et al.,

2014). Les cellules montrent un contour régulier et un cytoplasme électrondense (A) et une
paroi cellulaire avec différentes couches d'électrondensités (B). Les barres représentent 1,0
um (A) et 0,2 um (B).

Figure 6: Coupes ultraminces de C. albicans observées sous microscopie

électronique (Ishida et al., 2011). (f) structures fibrillaires; (cm) membrane
cytoplasmique ; et (cw) paroi cellulaire compacte.

Couche interne

Appelée aussi espace périplasmique, elle est avoisinante a la membrane et
encrée a cette derniere grace a ces invaginations. Cette couche interne est
particulierement riche en mannoprotéines donnant une apparence dense lors
d’observations en microscopie électronique (Chabasse et al., 2006) [fig. 6].

Zone centrale

Entre la couche interne et externe, la zone centrale est riche en B-(1,3)- et B-
(1,6)-glucanes. Elle apparait claire lors d’observations en microscope électronique
(Chabasse et al., 2006) [fig. 6].
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2.6.2. Composition de I'enveloppe

Chitine / B-glucanes / Mananne / acide sialique

La paroi cellulaire se compose de polyméres complexes de glucose ($-(1,3)-
glucane et B-(1,6)-glucane), de chaines de N-acétylglucosamine (chitine) et de
mannoprotéines murales (Shepherd, 1987). Cette composition est comparable a

celle observée chez Saccharomyces cerevisiae (Kapteyn et al., 2000) [Fig. 8].

Figure 7: Coupes ultraminces de C. albicans fixées au DMSO puis observées
a I’aide d’un microscope électronique a transmission (Jabra-Rizk et al., 1999) :
(A) Une cellule de levure entiére, montrant de longues fibrilles rayonnantes régulierement ;
(B) Section d'une cellule de levure, montrant les détails de l'ultrastructure de I'enveloppe
cellulaire; et (C) Schéma d'une paroi cellulaire typiqgue montrant les différentes couches:
membrane plasmique (PM), zone de mannoprotéine (M1), glucan-chitine (GC), glucane (G),
mannoprotéine (M2) et la couche fibrillaire externe (F).
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Figure 8: Schéma de l'architecture moléculaire de la paroi cellulaire de C.
albicans (inspiré de l'organisation moléculaire de la paroi cellulaire de S.

cerevisiae qui est un bon modéle) (Kapteyn et al., 2000). Les fleches indiquent
I'orientation des polysaccharides d'une extrémité non réductrice a I'extrémité réductrice. Les
protéines de la paroi cellulaire (cell wall proteins ou CWP) matures dépendantes de GPI, une
fois incorporée dans la paroi cellulaire, sont censées avoir perdu leur fraction lipidique et ne
sont donc pas attachées a la membrane plasmique. Un nombre relativement faible de chaines
de chitine est lié aux molécules de B-1,6-glucane.

La couche interne est un maillage de chitine liée a la paroi par des liaisons 3-
(1,3)- et B-(1,6)-glucane (Samanta, 2015). La chitine représente un homopolymére
linéaire des unités N-acétyl-D-glucosamine (GlcNac) qui sont liées en B-(1,4). La
chitine renforce le lien entre la membrane interne et la paroi favorisant le
bourgeonnement, la septation (au niveau de septa) et la formation du tube
germinatif des hyphes (Chabasse et al., 2006).

La couche externe est composée de glucanes liés a la chitine. Les glucanes
sont des homopolyméres de glucopyranosides fortement ramifiés avec des liaisons
B-(1,3)- ou B-(1,6) (Chabasse et al., 2006). Iy a trois principaux types de protéines

de la paroi cellulaire, qui sont attachés a la paroi cellulaire par ancrage (GPI).
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e Le premier type est le glycophosphatidylinositol (GPI) qui est attaché a la
paroi cellulaire (CWP) a l'aide d’une liaison covalente B-(1,6)-glucane par
ancrage de GPI (Samanta, 2015 ; Kapteyn et al., 2000).

e Protéines avec répétitions internes (Proteins internal repetition ou Pir), sont
également associée a la membrane de maniére covalente avec du B-(1,3)-
glucane.

e La troisieme catégorie de protéines est connue sous le nom de Pralp
(Protéine antigene 1 régulée par le pH), dépourvue de fixation covalente
(Samanta, 2015).

Dans la couche externe de C. albicans nous trouvons aussi les mannanes
qui sont des polysaccharides composés principalement de monomeres de
mannose. Chez C. albicans, ils se combinent avec des protéines donnant des
composées de glyco(manno)protéines qui sont essentiellement localisées a la
surface de la cellule. Ces mannanes contiennent des phospholipomannanes (PLM),
des phosphomannoprotéines (PMP) et des phosphopeptidomannanes (PPM). Elles
sont toujours attachées et n’existent pas sous forme libre. Les deux modes de
glycosylation des mannanes sont la N-glycosilation et I'O-glycosilation (Chabasse et
al., 2006). Les résidus mannose représentent 40% de la paroi cellulaire de la levure
C. albicans (Kapteyn et al., 2000) qui affiche a sa surface le -1,2-oligomannosides
(B-1,2-Mans). Ces B-1,2-Mans jouent un role spécifigue dans la colonisation de
I'intestin par C. albicans. Contrairement aux a-Mans omniprésents, les 3-1,2-Mans
se lient a la galectine-3, qui est une lectine endogéne exprimée sur les cellules
épithéliales (Dromer et al., 2002).

Les acides sialiques sont des polymeéeres d’acide N-acétylneuraminique
(NANA), mis en évidence chez C. albicans par plusieurs approches expérimentales
(comme la digestion enzymatique). Ces acides sialiques pourraient jouer un role
dans I'échappement de C. albicans au systeme immunitaire (Chabasse et al.,
2006).

Les protéines

Les protéines sont de I'ordre de 6 a 25% du poids de la paroi cellulaire. Ce

sont surtout des glycoprotéines de type « mannoprotéines » et elles contribuent a
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'adhérence de la cellule sur les différents substrats et différents tissus de I'héte.
Ces protéines peuvent aussi avoir une activit¢ enzymatique a lintérieur de la
cellule ; ou étre associées a un stade morphologique précis ; ou encore localisées
dans la paroi de facon transitoire et sécrétées pour modifier des substrats exogenes
(Chabasse et al., 2006).

Les lipides de la membrane plasmique

La membrane est constituée principalement de phospholipides, de stérols
(estérifiés et non estérifies) et de sphingolipides. L’ergostérol, analogue du
cholestérol chez les champignons, est particulierement étudié chez C. albicans
avec sa voie de biosynthése, et représente le stérol le plus abondant de la
membrane plasmique (Chabasse et al., 2006).

La composition lipidique de la membrane de C. albicans dépend de la phase
de développement de cette levure (Lattif et al., 2011). Les biofilms contiennent des
niveaux plus élevés de phospholipides et sphingolipides que les cellules
planctoniques. Le rapport de la phosphatidylcholine sur la
phosphatidyléthanolamine est plus faible dans les biofilms par rapport aux cellules
planctoniques. Les différences dans les profils lipidiques entre les biofilms et les
cellules planctoniques de Candida peuvent avoir des implications importantes pour
la biologie et la résistance de C. albicans au molécules antifongiques (Lattif et al.,
2011).

Les phosphatidylinositols (PI) sont surproduits dans les biofilms, le Pl est un
précurseur de la biosynthése des phosphorylceramides de glycosylinositol (GIPCs)
(Lattif et al, 2011). Les GIPCs comprennent trois composantes
inositolphosphorylceramide (IPC), mannosylinositolphosphorylceramide (MIPC) et
mannosyldiinositolphosphorylceramide [M(IP)2C], les sphingolipides sont des
constituants spécifiques de radeaux lipidigues membranaires localisés au niveau

des membranes des levures (Lattif et al., 2011).
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2.7 Le biofilm, un mode de vie

2.7.1. Le Biofilm

Le biofilm est une communauté hétérogéne de microorganismes qui
s'attachent a une surface (abiotiques ou biotiques), tout encastrée dans une matrice
extracellulaire (MEC), avec une structure tridimensionnelle complexe. Cliniguement,
les infections aux biofilms représentent un probléme lourd en raison de la
résistance des microbes aux médicaments et aux défenses de I'hnéte. L’Institut
National de la Santé a estimé que 80% des infections humaines résultent de
biofiilms  pathogénes  “http://grants.nih.gov.acces.bibl.ulaval.ca/grants/guide/pa-
files/PA-99-084.html”. (Harriott et al., 2011).

Les biofilms sont souvent de nature mixte (polymicrobienne). lls sont
composés de certains membres du microbiote endogene et de pathogenes
nosocomiaux. Certains biofilms polymicrobiens renferment a la fois des pathogenes
eucaryotes (par exemple C. albicans) et procaryotes (Shirtliff et al., 2009).

Durant ces dernieres décennies, les bactériologistes et plus particulierement
les mycologues ont compris que les infections sont causées par les biofilms plus
que par les cellules libres. Ces biofilms se forment sur les tissus, les prothéses ou
les cathéters (Costerton et al., 1999 ; Hawser et al., 1994). Plus tard, nous avons
compris que ce mode de vie en biofilm prédomine par rapport au mode de vie
planctonique chez les microorganismes ; elle est responsable de 65 % des cas
d’infections (Buirgers et al., 2010).

Une structure de protection mécanique, le biofilm offre aux microorganismes
une certaine forme spatiale, une stabilité et une autonomie dans son
microenvironnement. Un biofilm est un systéeme sophistiqué, sa formation
commence par l'adhésion des microbes a un substrat qui peut étre un tissu ou un
support abiotique. Apres I'adhésion, les bactéries et les levures sécretent plusieurs
polymeres (polysaccharides) extracellulaires formant une matrice protectrice pour
les microorganismes dans le biofilm (Chandra et al., 2001). Le plus souvent la
formation des biofiims par C. albicans est associée a la propagation et la
colonisation de I'hote (Soll, 2008 ; Samanta, 2015).
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2.7.2. Structure et composition du biofilm de C. albicans

C. albicans forme des biofilms sur différents supports (Hawser et al., 1994 ;
Chandra et al, 2001). La facilité de la transition (changement de la forme
blastospore a la forme hyphe) de C. albicans constitue un facteur important
impliqué dans la formation du biofilm (Nobile et al., 2006).

Les travaux de Baillie et son équipe (Balillie et al., 1999) sur des couches
minces de biofilms examinées par microscopie optique et des observations par
microscopie é€lectronique a balayage, ont montré un biofilm constitué de deux
couches distinctes :

e Une couche basale mince de levure
e Une couche d'hyphes plus épaisse, mais plus espacée

Pendant la formation du biofilm de C. albicans, les cellules s’attachent & une
structure et forment une couche basale confluente de cellules. Ces dernieres se
divisent et forment de longues projections tubulaires, les hyphes qui s'entrelacent
dans la région supérieure du biofilm. Dés I'adhésion, les cellules commencent a
synthétiser la matrice extracellulaire pour stabiliser le biofilm en développement [fig.
9]. Une fois le biofilm formé, le polysaccharide extracellulaire (PSE) entoure les
cellules et les protége contre les agents antimicrobiens. Tout d'abord, le PSE peut
servir a séquestrer des substances antimicrobiennes qui sont présentes dans les
sécrétions orales ou dans des agents administrés, limitant ainsi I'accés de ces
molécules antimicrobiennes d’atteindre C. albicans. La structure du biofilm bloque
aussi l'acces des cellules phagocytaires a C. albicans dans le biofilm (Williams et
al., 2013).

L'adhésion est donc un élément important dans la formation du biofilm de C.
albicans. La consolidation du biofilm se fait par la présence des formes hyphes
donnant un biofilm mature [fig. 9] (Soll, 2008).

L'expression des géenes analogues a l'agglutinine (Als) qui codent pour une famille
de protéines impliquées dans l'adhésion aux surfaces hotes, est régulée de fagcon
différentielle entre les biofilms et les cellules planctoniques. La famille de protéines
de surface ALS est impliquée dans la formation de biofilm. En particulier, ALS1 et

ALS3 ont des réles essentiels, mais redondants. La protéine de surface HWP1 est
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également nécessaire pour la formation de biofilm. Il y a des réles complémentaires
de HWP1 et ALS1 et ALS3 dans la formation de biofilm qui sont analogues aux
réles des agglutinines dans les réactions d'accouplement (Nobile et al., 2008; Soll,
2008). Certaines bactéries sont également essentielles pour I'établissement réussi

de Candida dans les biofilms (Pereira-Cenci et al., 2008).
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Figure 9: Développement du biofilm de C. albicans et réle de I'adhésion

(Baillie et al., 1999 ; Soll, 2008). Dans un biofilm en développement de C. albicans, les
cellules se lient & une surface pour former une couche basale de cellules. L'adhésion est un
facteur majeur pour la liaison a la surface, et aussi pour la liaison cellule-cellule (cohésion)

Y

(A, B). Des projections tubulaires (hyphes) sont formées a partir de la couche basale
contribuant a la stabilisation du biofilm. Une matrice polymeére extracellulaire se forme entre
les tubes (C). EPS : substances polymeéres extracellulaires.

Dans les biofilms oraux, I'adhésion de C. albicans avec d’autres bactéries
buccales est considérée cruciale pour coloniser la cavité buccale (Shirtliff et al.,
2009). La présence de C. albicans augmente la production d'exopolysaccharides
par S. mutans, de telle sorte que les biofilms co-espéces accumulent plus de

biomasses et abritent plus de cellules viables de S. mutans (que les biofilms
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monospécifiques). L’association S. mutans avec C. albicans favorise les infections
a S. mutans au niveau de la bouche causant la carie dentaire. La coexistence
microbienne augmente la virulence de biofilm (Falsetta et al., 2014). En revanche,
l'interaction entre C. albicans et P. aeruginosa est décrite comme étant de nature
compétitive et antagoniste. Une autre interaction intrigante est celle qui se produit
entre S. aureus et C. albicans qui semble initialement synergique. Ces interactions
complexes entre des agents pathogenes aussi divers et importants auraient des
implications cliniqgues importantes surtout chez les personnes immunodéprimées
(Shirtliff et al., 2009). La nature et la concentration des bactéries formant le biofilm
avec C. albicans influencent la croissance et la virulence de C. albicans (Thein et
al., 2006). Selon quelques études, les radeaux lipidiques de la paroi des cellules C.
albicans peuvent étre associés a sa capacité a former des biofilms, et peuvent
fournir une base pour I'élaboration d'une nouvelle stratégie pour gérer et traiter les

infections associées a un biofilm (Lattif et al., 2011).

2.8. Les infections a Candida = les candidoses

2.8.1. C. albicans et candidose

Les pathologies causées par C. albicans sont candidoses (Marcotte et al.,
1998 ; Pfaller et al., 2007). Nous trouvons les candidoses systémiques et les
candidoses superficielles. Les infections systémiques sont relativement rares, elles
se développent principalement chez les personnes gravement immunodéprimées.
Les candidoses superficielles sont plus fréquentes, et se développent sur
différentes surfaces telle la muqueuse orale, gastro-intestinale ou vaginale
(Williams et al., 2013 ; Ainsworth, 1986). Il existe plusieurs types de candidoses
superficielles : candidose cutanée, candidose cesophagienne, candidose génitale,
candidose buccale, etc. Dans la suite de notre texte, nous nous concentrerons sur
les candidoses buccales. Ces candidoses touchent de 10 a 15 % des personnes
agees et enfants en bas age. Elle touche aussi les immunodéprimées et les
porteurs de prothéses (Akpan et al., 2002). L'utilisation de prothéses dentaires ou

une mauvaise hygieéne buccale sont les causes principales d’une irritation locale de
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la cavité buccale pouvant induire une candidose (Farah et al., 2000). Candida été
isolé chez la quasi-totalité (78 a 100 %) des individus qui portent des prothéses
dentaires (Olsen, 1974). Les protheses défectueuses peuvent aussi modifier la
structure des tissus bucco-dentaires sous-jacents. Ces changements pathologiques
doivent étre soigneusement examinés et résolus, avant le début de la nouvelle
réhabilitation prothétique. La qualité de vie en matiere de santé bucco-dentaire est
améliorée considérablement apres un traitement prothétique bien conduit (Babiuc et
al., 2009).

Cliniguement, les candidoses orales peuvent étre classées en candidoses
blanches ou en candidoses érythémateuses (Millsop et al., 2016). Le groupe des
candidoses orales blanches est caractérisé par des Iésions blanches, et inclut la
candidose pseudomembraneuse et la candidose hyperplasique. Alors que le
groupe des candidoses érythémateux est caractérisé par des Iésions rouges, et
inclut la candidose atrophique aigué, la candidose atrophique chronique, la glossite
rhomboide médiane, la chéilite angulaire et I'érytheme gingival linéaire. De plus, il
existe trois formes de candidoses buccales qui ne correspondent pas a ces
catégories cliniques. Nous trouvons les candidoses mucocutanées chroniques, les
chéilocandidoses et les candidoses multifocales chroniques (Millsop et al., 2016).

Ces différentes présentations de candidoses orales pourraient refléter les
differentes formes d'interaction entre la C. albicans et la surface épithéliale
(Williams et al., 2013). Cliniquement, les quatre formes primaires les plus distinctes
de la candidose orale sont (i) la candidose érythémateuse aigué (i) la candidose
pseudomembraneuse (iii) la candidose érythémateuse chronique et (iv) la

candidose hyperplasique chronique.

2.8.1.1. La Candidose orale blanche

a) Candidose pseudomembraneuse (la présentation classique)

La pseudomembraneuse est la candidose orale classique connue sous le
nom de “muguet’, qui représente plus du tiers des cas de candidoses. Elle se
caractérise par des pseudomembranes blanches étendues constituées de cellules

épithéliales desquamées, de fibrine et d'hyphes fongiques qui sont étalés au niveau
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de la surface de la muqueuse labiale et buccale, du palais dur et doux, de la
langue, des tissus parodontaux et de l'oropharynx (Akpan et al., 2002 ; Sharon et
al., 2010) [Fig. 10]. Elle se manifeste typiquement sous forme de plagues blanches
crémeuses ou de taches sur les tissus oraux (Williams et al., 2013). Lorsqu’elle est
raclée, cette pseudomembrane laisse apparaitre une muqueuse érythémateuse
sous-jacente (Akpan et al., 2002). Les patients sont typiqguement asymptomatiques.
En revanche, les patients symptomatiques peuvent décrire une sensation orale
brilante, des changements dans la perception du godt, et une tendance a un
saignement facile sur les sites affectés (Sharon et al., 2010).

La candidose pseudomembraneuse est plus fréquente chez les personnes
atteintes d’'un déséquilibre du systéme immunitaire. Aussi les personnes atteintes
de diabéte, ceux qui utilisent des inhalateurs aérosols stéroidiens, des antibiotiques
a large spectre et des psychotropes et des malades en phase terminale (Akpan et
al., 2002). D'autres conditions peuvent favoriser I'apparition des taches blanches
dans la bouche, entre autres le lichen planus, le carcinome épidermoide, la réaction
lichénoide et la leucoplasie (Muzyka et al., 2005). Les lésions peuvent étre aigués
ou chroniques causées par une surcroissance de C. albicans sur la muqueuse

buccale (Muzyka et al., 2005; (Dongari-Bagtzoglou et al., 2009).

Figure 10: Candidose pseudomembraneuse aigué (Millsop et al., 2016 ; Akpan
et al., 2002).
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b) Candidose hyperplasique: Mimicker of leukoplakia

La candidose hyperplasique (candidose hyperplasique chronique ou
leucoplasie candidale) est I'une des formes les moins communes de candidose
buccale. C’est la troisiéme variante clinique de candidose, et est généralement
décrite par des taches blanches aussi bien circonscrites, Iégérement élevées en
relief, les plus fréquemment attachées a la muqueuse buccale et qui peuvent
impliquer les commissures labiales (Sharon et al., 2010; McCullough et al., 2005)
[Fig. 11]. La candidose hyperplasique est caractérisée par une ferme adhésion des
plaques blanches sur la muqueuse buccale (Williams et al., 2013). Ces taches sont
capables d'engendrer des Iésions homogenes ou mouchées, de petite taille et
translucides (blanches), ou encore des grandes plaques opaques (Akpan et al.,
2002 ; Farah et al., 2000), et pouvant avoir une apparence nodulaire ou mouillée
(Farah et al., 2000). La candidose hyperplasique ne peut pas étre facilement
enlevée par raclage doux (Millsop et al., 2016). La candidose hyperplasique
chroniqgue peut étre augmentée par le tabagisme (Akpan et al.,, 2002). La
candidose hyperplasique a été associée a des changements malins accrus
compareés a la leucoplasie non cancéreuse (McCullough et al., 2005).

Histologiquement, les Iésions montrent des hyphes dans un épithélium
hyperplasique, généralement une invasion de Candida par dysplasie peut arriver
quand I'épithélium est perturbé ou détérioré (Sharon et al., 2010). Environ 15% des
infections a Candida sous forme de candidoses hyperplasiques chroniques peuvent
progresser en dysplasie (Samaranayake et al., 1990). Pour éviter une telle
dysplasie épithéliale, il est important que le patient soit suivi de prés et traité
efficacement et le plus tét possible (Muzyka et al., 2005). La candidose
hyperplasique peut étre confondue avec le lichen planus, la pemphigoide /

pemphigus, et le carcinome a cellules squameuses (Akpan et al., 2002).

2.8.1.2. Candidose érythémateuse (ou atrophique)

La candidose érythémateuse dite « candidose atrophique », touche les muqueuses
dont la langue dorsale et le palais ou elle apparait sous forme de taches
erythémateuses (Muzyka et al., 2005) [Fig. 12]. La candidose érythémateuse aigué
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présente les symptdmes cliniques de rougeur et douleur au niveau de la muqueuse
buccale. La langue est souvent plus touchée (Williams et al., 2013). C’est une
infection qui est liée a l'utilisation d'antibiotiques a large spectre ou encore de
corticostéroides. Cliniguement, il y a une réaction inflammatoire importante due a
une infiltration massive de neutrophiles (Farah et al., 2000). On distingue plusieurs

formes de candidose érythémateuse.

Figure 11: Candidose hyperplasique (Farah et al., 2000 ; Muzyka et al., 2005).

Figure 12: Candidose érythémateuse causée par une prothése dentaire,
souvent appelée stomatite prothétique. (McCullough et al., 2005).

a) Candidose érythémateuse aigué : taches orales érythémateuses

La candidose érythémateuse aigué se caractérise par des taches
érythémateuses, le plus souvent au niveau du palais [Fig. 13]. Les taches peuvent
apparaitre partout sur la muqueuse buccale et la partie dorsale de la langue, qui
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peuvent provoquer une papille linguale. Cliniguement, il y a une sensation de
douleur dans la lévre et la langue, et de brdlure dans la bouche (Akpan et al.,
2002). Cette candidose est causée par une d’utilisation accrue d’antibiotique a large
spectre, le VIH+, le diabéte, I'utilisation de corticostéroides, la carence en fer et en
vitamine B12 (Millsop et al., 2016). Toutes ces conditions affectent le systeme

immunitaire, ce qui favosive la pathégénicité de C. albicans.

Figure 13: Candidose érythémateuse aigué (Sharon et al., 2010).

b) Candidose érythémateuse chronique : stomatite dentaire

La candidose érythémateuse chronique [fig. 14] se présente fréquemment
chez les patients porteurs de prothéses dentaires. Elle se manifeste sous forme
d’'un érythéme situé dans les parties des prothéses dentaires mal ajustées ou mal
nettoyées (Williams et al., 2013). Dans ces régions, il y a une forte croissance de
Candida. Les lésions sont érythémateuses et/ou cedémateuses, dues a la
constriction de la muqueuse en contact avec les prothéses dentaires (Farah et al.,
2010). Cette forme de candidose est souvent asymptomatique, mais les patients
peuvent ressentir une bralure, une douleur dans la bouche et un picotement sous la
prothese (Millsop et al., 2016).

En fonction de la gravité des Iésions, la candidose érythémateuse chronique
peut étre classée en trois types cliniques connus : le type |, qui se limite aux signes
locaux de la maladie (avec inflammation simple locale ou hyperhémie ponctuelle
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précise). Le type Il caractérisé par un érythéme localisé et généralisé sur la
mugqueuse en contact avec la prothése dentaire. Le type Il est caractérisé par un
érytheme localisé au niveau du palais dur central ou la créte alvéolaire, qui cause
une hyperplasie granuleuse ou papillaire de la muqueuse buccale en contact avec

les prothéses dentaires (Samaranayake et al., 2009).

Figure 14: Candidose érythémteue c?hronique (Millsop et al., 2016).

c) Glossite rhomboide médiane : atrophie papillaire centrale

La glossite rhomboide médiane peut étre décrite dans les papilles circumvallées
comme une tache symétrique, érythémateuse, sous une forme rhomboide située au
centre dorsal antérieur de la langue (Akpan et al., 2002 ; Farah et al., 2010) [Fig.
15]. Les lésions représentent une atrophie des papilles filiformes. Cette candidose
est typiqguement asymptomatique chez les patients. Elle est provoquée par
I'inhalation des corticostéroides et exacerbée par la cigarette (Sharon et al., 2010).
L’évaluation statistique montre que ce type de candidose buccale est rare (moins
de 1% dans la population), et il touche 3 fois plus les hommes que des femmes
(Redman, 1970).

La chéilite angulaire, appelée aussi la stomatite angulaire ou la perleche,
montre des taches érythémateuses avec des fissures (Farah et al., 2010). Elle est
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généralement symptomatique et bilatérale avec des commissures labiales des deux
cOtés de la bouche (Reichart et al., 2000) [Fig. 16]. Le patient a des des douleurs a
cause de l'inflammation et des fissures (Akpan et al., 2002). La chéilite angulaire
peut étre causée principalement par S. aureus et C. albicans (Wilkieson et al.,
1991). Cette forme de candidose est le plus souvent présente chez les personnes
porteuses de prothéses dentaires, et celle qui ont I'habitude de mordre les bouts de
leurs levres (Appleton, 2000) ;Akpan et al., 2002).

™ : C 5:‘. 3 S » ";‘<
Figure 15: Glossite rhomboide médiane (McCullough et al., 2005)

d) Chéilite angulaire : Perleche

Une chéilite angulaire peut atteindre des personnes ayant un déficit en acide

folique, de fer, de riboflavine, de thiamine et de vitamine B12 (Rose, 1971).

- s R TR
Figure 16: Chéilite angulaire (Farah et al., 2010)
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e) Erythéme gingival linéaire : bande gingivale, souvent chez le VIH

L'érythéme gingival linéaire est caractérisé par une bande érythémateuse
discrete sur la marge gingivale d'une ou plusieurs dents (Odden et al., 1994) [Fig.
17]. L'érythéme gingival linéaire est une entité clinique sans critéres de diagnostic
définitif, fortement associé aux personnes atteintes de VIH (plus 50 % chez les
adultes et 38 % chez les enfants). Cette forme de candidose peut étre provoquée
par C. albicans mais aussi a C. dubliniensis (Velegraki et al., 1999 ; Samaranayake
et al., 2009).
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Figure 17: Erythéme gingival li
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2.8.1.3. Autres variantes de la candidose orale

a) Candidose mucocutanée chronique

La candidose mucocutanée chronigue (CMC) est un ensemble de
syndromes rares, parfois associés a des défauts immunitaires connus (Ellepola et
al., 2000). Elle représente un groupe de troubles hétérogenes en montrant des
lésions superficielles de cause candidale, qui persistent au niveau oral, de la peau
ou des ongles, avec une mauvaise réponse aux agents antifongiques (Odds, 1988).
Plus de 90 % des personnes atteintes de CMC ont des candidoses orales qui ont
des caractéristiques histopathologiques similaires aux candidoses chroniques.
Chez ces patients, la langue peut augmenter de taille, avoir des fissures et peut
avoir aussi des nodules hyperplasiques aux c6tés latéraux (Farah et al., 2000) [Fig.

18]. L'infection peut atteindre le pharynx, le larynx ou I'cesophage (Farah et al.,
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2000). Ces lésions orales peuvent inclure aussi la candidose hyperplasique, le
muguet et/ou la chéilite angulaire et la chéilite pseudomembraneuse. En plus de la
possibilité de présence de plaques érythémateuses hyperkératosiques au niveau du
cuir chevelu ou scalp (Millsop et al., 2016).

La CMC est liee a une variété de maladies d'immunodéficiences, comme le
syndrome d'immunodéficience combinée sévere (SCID), le syndrome de Nezelof
(alypoplasie thymique), le syndrome de DiGeorge (aplasie thymique congénitale), le
syndrome de I'hyperimmunoglobuline, la carence en myloperoxydase et les troubles
endocriniens, en particulier la maladie d'Addison et I'nypoparathyroidie (Farah et al.,
2000). Les anomalies endocriniennes associées constituent un ensemble de
syndromes rare: la polyendocrinopathie auto-immune-candidose-dystrophie
ectodermiqgue est le syndrome de candidose endocrine. Ces anomalies
endocriniennes associées a la CMC incluent la maladie d'Addison,
I'hypoparathyroidie, I'hypothyroidie, et diabéte (Millsop et al., 2016). Habituellement,
les symptdmes commencent au début de la vie du patient et sont souvent résistants

au traitement antifongique (Ellepola et al., 2000).
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Figure 18: Candidose mucocutanée crhiq"ue (Farah et al., 2000).

b) Chéilocandidose

La chéilocandidose représente une lésion ulcéreuse située sur la lévre,

généralement sur le bord inférieur du vermillon (Sharon et al., 2010) [Fig. 19].
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¢) Candidose multifocale chronique

La candidose multifocale chronique montre des plaques érythémateuses
dans deux sites ou plus au niveau de la bouche (Sharon et al., 2010). Le plus
souvent observée chez des fumeurs masculins plus agés. Cette candidose est
caractérisée par des lésions présentes pendant plus de 4 semaines, en l'absence
de facteurs de risque identifiables (Samaranayake et al., 2009 ; Ellepola et al.,
2000). Geénéralement, la candidose multifocale chronique peut étre traitée par les
antifongiques usuels. Il est aussi recommandé d'arréter le tabagisme pour éviter les

récidives (Ellepola et al., 2000).

Figure 19: Chéilocandidose (Millsop et al., 2016).

2.8.2. Diagnostic

2.8.2.1. Diagnostic différentiel clinique

Il est nécessaire de distinguer les lésions causées par une infection a
Candida des autres lésions dues a des brdlures chimiques, des Iésions
traumatiques, de la syphilis et d'autres Iésions kératotiques blanches. Egalement, il
faut distinguer la candidose érythémateuse des autres Iésions rouges intraorales,
telles que I'érythéme polymorphe, le lupus érythémateux, les lésions traumatiques
thermiques, l'anémie pernicieuse, le lichen planus érosif et des réactions
lichénoides, les réactions médicamenteuses, et la dysplasie épithéliale (Farah et

al., 2000).
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2.8.2.2. Tests de laboratoire

Le diagnostic des candidoses orales doit se faire avec un examen
approfondi, basé sur I'observation des signes et des symptémes cliniques en tenant
compte de I'historique médical du patient. Pour confirmer le diagnostic, il est
recommandé de faire un (ou plusieurs) test de laboratoire a partir d'échantillonnage
de la muqueuse buccale pour confirmer la présence de Candida et identifier le type
de la levure en cause. Les échantillons peuvent étre obtenus des sujets par un
frottis, le rincage oral concentré, collecte de la salive entiere, une culture
d’empreinte (utilisant de I'Agar de dextrose Sabouraud) ou une biopsie orale. Le
choix entre ces techniques d'échantillonnage dépend principalement de la nature
de la lésion a étudier (Williams et al., 2000).

La candidose pseudomembraneuse est I'une des formes les plus communes
qui représentent environ un tiers des candidoses oropharyngées, et dont le
diagnostic est généralement simple (Akpan et al., 2002). Le diagnostic différentiel
de la candidose hyperplasique chronique est similaire & celui de la candidose
pseudomembraneuse aigué (Sharon et al., 2010). La présence de la forme hyphe
dans la candidose pseudomembraneuse, peut étre révélée par une coloration
périodique par l'acide-Schiff appliquée sur une biopsie de la Iésion ou un frottis
cytologique de la pseudomembrane, qui confirme le diagnostic rapidement et avec
précision (Farah et al., 2000). Dans les biopsies, le tissu fixé peut-étre colorer avec
de I'hématoxyline-éosine pour montrer les éléments fongiques (Sharon et al., 2010).
Le diagnostic peut étre confirmé par une coloration de Gram (positive), au bleu de
méthylene, 10% d'hydroxyde de potassium (KOH) ou par la méthanamine-argent
nitrate? Grocott (Akpan et al., 2002 ; Sharon et al., 2010). Pour vérifier la présence
d’'une infection fongique, une culture sur un milieu spécifigue est recommandée
(Farah et al., 2000). Parmi les milieux de culture, nous trouvons le dextrose de
Sabouraud, qui peut étre combiné avec un second milieu différentiel comme 'Agar
de Pagano-Levin ou 'Agar chromogéne commerciale (Williams et al., 2000).

Une culture dans le milieu dextrose de Sabouraud (incubée a 37°C pendant
24h ou 48h) peut montrer des colonies convexes et cremeuses caracteristiques de

Candida, mais sans la précision de l'espéce (Wiliams et al., 2000). Cette
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différenciation spécifique nécessite des techniques immunohistochimiques (Farah
et al., 2000). L’identification de la souche est surtout importante chez les personnes
atteintes de déficit immunitaire ou dans le cas de souches résistantes pour

déterminer un traitement efficace.

2.8.3. Traitements et contrdle des infections fongiques, et la résistance
de C. albicans

Une bonne hygiéne buccodentaire qui inclut un brossage des dents et de la
langue (2x / jour), l'utilisation de la soie dentaire (1x / jour) et un nettoyage dentaire
chez le dentiste (2x / an), peut prévenir de la candidose. Pour les porteurs de
protheses, une désinfection quotidienne des prothéses est nécessaire. Cette
désinfection des prothéses consiste en un traitement a base d’agents antiseptiques
suivi d’un ringage et d’'un séchage de la prothese. Aussi, il faut enlever la prothése
de la bouche la nuit pendant six heures, au moins, car un bon flux salivaire est
important pour le nettoyage de la bouche. En cas de xérostomie (réduction de la
salivation) il faut boire frequemment de I'eau et stimuler la production de salive en
utilisant des pastilles (microplaquettes) de glace ou des pastilles sans sucre
(Sharon et al., 2010).

Dans le cas de personnes atteintes de candidose buccale, la gestion d’un
traitement peut commencer par I'élimination des facteurs causals. Car méme aprés
le traitement, sans I'élimination de ces facteurs de risque, il y aura toujours
possibilité de récidives. Quand le diagnostic affiche une candidose, un traitement
empirique peut étre effectué. Plusieurs traitements sont déja définis pour la
candidose buccale et la chéilite angulaire (Ellepola et al., 2000 ; Sharon et al.,
2010) [Tableaul]. Ces traitements sont le plus souvent efficaces, cependant, chez
certaines personnes ayant une candidose récidivante, le traitement peut
comprendre une (chimio-)prophylaxie. Un traitement prophylactigue est une
thérapie antifongique continue pour réduit la croissance et 'infection candidale orale
(Akpan et al., 2002). Il n’y a pas de traitement prophylactique standard. La thérapie

dépend de la fréquence des récurrences, de l'espéce de Candida isolée, de
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facteurs prédisposants et du type de traitement immunosuppresseur ou antibiotique
suivi par le sujet (Sharon et al., 2010).

Divers agents de traitement de la candidose oropharyngée sont disponibles.
Ces traitements sont classés en deux catégories :

e Les agents topiques qui sont utilisés dans les cas non compliqués et avant
les antimicrobiens systémiques, ces agents topiques peuvent étre des
cremes, des poudres, des solutions de rincage buccales, ou des comprimés
vaginaux.

e Les agents systémiques sont utilisés lorsque les agents topiques ne sont pas
efficaces ou non tolérés par le patient.

Les traitements des candidoses orales disponibles actuellement sont résumés dans

les tableaux : 1 et 2.

Tableau 1: Les traitements topiques des Candidoses orales (Millsop et al.,

2016).

Agent Véhicule Dose et frequence Effets secondaires
ou forme et caractéristiques
spéciaux
Violet de gentiane  + Solution * 1,5 ml de solution a 0,5% deux - Irritation de la peau
fois par jour * Ulcéres buccaux
* Coloration pourpre
des vétements et de la
peau
Nystatine * Creme * Créme et pommade : * Nausées et
*Pommade Appliquer trois a quatre fois par  vomissements
. jour * Irritation de la peau
Suspension  Suspension : 100 U quatre fois
* Pastille par jour
* Tablette * Pastille : 100 000 U maximum
(vaginale) 5 fois par jour pendant 7-14
jours
* Tablette : 100 000 U trois fois
par jour
Amphotéricine B * Creme » Creme, pommade, lotion * N’est pas absorbé
* Pommade (tonique) : trois a quatre fois par par l'intestin
* Lotion jour pour un maximum de 14
. jours
Suspension e« Suspension : 100 mg / mL
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Miconazole * Créme * 2% Créme et pommade : deux - Irritation de la peau
* Pommade fois par jour pendant 2-3 * Sensation de brllure
* Gel semaines » Macération
* Laque * 2% de gel : trois a quatre fois
(gomme) par jour pendant 2-3 semaines
* Laque (gomme) : 1 g appliqué
une fois par semaine aux
prothéses dentaires pendant 3
semaines
Kétoconazole » Creme * 2% de créme deux a trois fois e Irritation de la peau
par jour pendant 14 a 28 jours * Mal de téte
Clotrimazole * Creme * 1% de créme deux fois par * Irritation de la peau
* Solution jour a trois fois par jour pendant + Nausées et
* Pastille 3-4 semaines vomissements

* 1% de solution trois a quatre

fois par jour pendant 2-3
semaines

* 10 mg sous forme de pastille

cing fois par jour pendant 2

semaines

Tableau 2: Les traitements

non systémiques des Candidoses orales (Millsop

et al., 2016).
Agent Véhicule  Dose et fréquence Effets secondaires et
ou forme caractéristiques spéciaux
Kétoconazole * Tablette * 200 mg par jour ou * La FDA ne conseille pas
deux fois par jour I'utilisation de kétoconazole oral
pendant 2 semaines * Nausées et vomissements
» Hépatotoxicité
 Catégorie de risque de
grossesse : C
* Interactions avec d'autres
médicaments
« Effets négatifs potentiels sur la
fertilité masculine
* Chute de cheveux
* Insuffisance surrénalienne
Fluconazole * Capsule * Dose de chargement  « Catégorie de risque de
initial de 250 mg ; 50- grossesse : C
200 mg * Trouble gastro-intestinal
quotidiennement, » Hépatotoxicité
pendant 7 & 14 jours * Interactions avec d'autres
médicaments
Fluconazole * Capsule * 100 a 200 mg par jour - Pris avec des aliments ou des
* Solution pendant 14 jours boissons acides
orale * Pour les cas + Catégorie de risque de

récurrents séveres, la
dose de 200 mg de
charge par voie
respiratoire est répétée
trois fois par jour
pendant 3 jours

grossesse : C

» Desfonctionnement hépatique
* Trouble gastro-intestinal

* Vertiges et maux de téte
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Posaconazole *Suspension « 100 mg deux fois par  « Catégorie de risque de
jour le jour 1, puis 100  grossesse C
mg par jour pendant 13« Troubles gastro-intestinaux
jours * Neutropénie
* Pour les cas
réfractaires : 400 mg
deux fois par jour
pendant 3 jours, puis
400 mg par jour a deux
fois par jour pendant
25 a 28 jours

2.9. C. albicans, une levure commensale qui devient pathogene

Comme mentionnée précédemment, la levure dimorphique C. albicans est
un organisme eucaryote ubiquitaire qui se développe en tant que saprophytes de la
muqueuse chez I'homme. La comparaison (par une analyse génotypique de locus
microsatellite polymorphes) de souches C. albicans isolées d'individus en bonne
santé et de patients avec candidoses ne montre pas de différence phénotypique ni
génotypique. Ceci suggere que toutes les souches de C. albicans sont
commensales avec une capacité de se transformer en agents pathogénes (Dalle et
al., 2003).

2.9.1. Les facteurs environnementaux contribuant a la pathogenése de
C. albicans

De nombreux facteurs contribuent a l'augmentation des infections fongiques
ou candidales. Parmi ces facteurs nous trouvons une immunodépression due a une
rupture de la barriere cutanée ou des muqueuses, des défauts dans le nombre et la
fonction des neutrophiles, réduction de l'immunité a médiation cellulaire, un
dysfonctionnement métabolique, et I'age (Segal et al., 2006). La transplantation, la
chimiothérapie et l'augmentation de lutilisation d'antibiotiques a large spectre
augmentent aussi le risque d’infection par les champignons opportunistes (Nouér et
al., 2005 ; Pfaller et al., 2004). Les expositions environnementales a une variété
d'agents pathogenes endémiques peuvent augmenter le risque de maladies

mycosiques (Chu et al., 2006).
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L’état commensal de C. albicans est souvent associé au fonctionnement du
systeme immunitaire inné. La perturbation du systeme immunitaire favorise la
prolifération et les changements morphologiques de C. albicans, cette forme hyphe
facilite I'invasion des tissus (Scully et al., 1994).

L’immunité innée des tissus est exercée par les cellules
épithéliales/kératinocytes. La réaction de la surface épithéliale face a la
colonisation de Candida est extrémement importante. De nombreuses variables
peuvent affecter la nature de réponse des muqueuses (Williams et al., 2013). Parmi
ces facteurs nous trouvons la structure et I'intégrité du tissu ; mais aussi l'interaction

du tissu avec C. albicans (Williams et al., 2013).

2.9.2. Les facteurs de virulence de C. albicans

Les facteurs de virulence correspondent aux attributs nécessaires pour la
croissance, la survie et linteraction avec I'hdte. Ces facteurs conferent la
pathogénicité au microorganisme et engendrent la perturbation de I'homéostasie
qui se manifeste sous forme de symptome de la maladie (Brunke et al., 2016). Les
facteurs de virulence exprimés par C. albicans dépendent du type de l'infection
provoquée (locale ou systémique), la nature de la réponse de I'héte, le site et le
stade de l'infection (Cutler, 1991). Le changement de forme est un des facteurs les
plus importants pour la virulence de C. albicans. Cette forme augmente I'adhésion
et l'invasion des tissus sous-jacents (Zhang et al., 2017; Mitchell, 1998 ; Vila et al.,
2017; Tronchin et al., 2008). L’invasion de C. albicans est facilitée par des enzymes
pritéolityques, dont les protéinases aspartyl sécrétées (SAPs) (Schaller et al, 2005).
Les trois principaux attributs de virulences de Candida sont donc I'adhésion aux
tissus de [I'néte, [Il'adaptation morphologique a Ila suite des réponses

environnementales et la sécrétion des hydrolases (Haynes, 2001).

2.9.2.1. L'adhésion a I'n6te

L'adhésion initiale de Candida aux surfaces épithéliales humaines est un
processus complexe et multifactoriel. Les surfaces cellulaires de Candida et des

cellules épithéliales sont généralement chargées négativement. Plusieurs facteurs
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non speécifiques contribuent a l'interaction qui aboutit a une adhésion réussie.
Quand les forces répulsives sont surmontées, l'adhésion est ensuite médiée par
des molécules spécifiques, les adhésines, localisées a la surface de la cellule
fongique et qui interagissent avec leurs ligands spécifiques localisés a la surface de
la cellule héte (comme les cadhérines ou les intégrines) (Li et al., 2003).

Les adhésines de Candida sont des protéines impliquées directement dans
I'attachement sur les tissus de I'héte. Grace a ces adhésines, le microorganisme
commensal comme C. albicans qui est principalement dans le mucus a une
distance des cellules épithéliales peut se lier directement aux cellules hotes et peut
devenir infectieux (Brunke et al., 2016). Cette propriété d’adhésion donne a C.
albicans sa grande capacité a former des biofilms sur les surfaces (Martinez, 1998).
Parmi les adhésines, nous trouvons la protéine Intlp. Cette protéine de type
intégrine (integrin-like) contient un motif RGD (une protéine RGD qui lie iC3b) est
impliquée dans la virulence de C. albicans parce qu’elle est nécessaire a la
croissance des hyphes et a 'adhésion aux cellules épithéliales de I'hote (Gale et al.,
1998). La virulence de C. albicans est renforcée par la présence de glycoprotéines
de surface avec des séquences de types agglutinines (agglutinin-like sequence ou
ALS). Ces glycoprotéines de surface favorisent I'adhésion de C. albicans a la

surface des cellules de I'héte (Hoyer, 2001).

2.9.2.2. Transition morphologique et formation de I'hyphe

La possibilité de basculer entre morphologies levure, pseudohyphe et hyphe
est souvent considérée nécessaire pour la virulence, bien que la preuve formelle
reste a démontrer. Les hyphes et les pseudohyphes sont envahissants (Sudbery et
al., 2004). Lors de ces variations morphologiques, il y a une expression de genes
spécifiques pendant et apres cette transition morphologique. Ceci peut expliquer la
coévolution de la morphologie et de la virulence dans les espéces de Candida,
(Thompson et al.,, 2011). Les fréquences de ramification des hyphes sont
dépendantes du milieu nutritif (Barelle et al., 2003). La suppression de plusieurs
régulateurs transcriptionnels (Tuplp, Cphlp, Efglp et Rbflp) et les protéines qui

transmettent le signal a ces régulateurs (Hst7p, Cla4p et Cpplp) dans C. albicans
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entrainent des modifications morphologiques (Braun et al., 1997). Plusieurs
facteurs de transcription pourraient également réguler I'expression de génes non
impliqués dans la morphogenese. Par exemple, sept génes régulés négativement
par Tuplp ont été identifiés, et tous codants pour des protéines sécrétées ou de
surface cellulaire, dont cing sont impliqués dans la transition levure-hyphes (RBT1,
RBT4, RBT5, HWP1 et WAP1) (Braun et al., 2000).

Deux géenes, PHR1 et PHR2 présents chez C. albicans sont sensibles au pH,
ces genes jouent un rble important dans les candidoses superficielles et
systémiques L’expression de PHR1 et PHR2 est régulée par la voie de transduction
du signal de pH Rim101p (De Bernardis et al., 1998).

La densité cellulaire de Candida dans le milieu est un des facteurs qui
favorisent le changement de forme (Calderone et al.,, 2011). Par conséquent,
réduire le changement de forme de C. albicans pourrait réduire sa pathogenese.
Une étude a montré qu'une molécule peptide de compétence stimulante (CSP)
produite par S. mutans inhibe le changement morphologique de C. albicans et
diminue sa virulence (Jarosz et al., 2009). Dans le méme sens, une étude de notre
équipe de recherche a montré que le farnésol, qui est une molécule de détection du
quorum (Quorum-Sensing), réduit la pathogenése par une régulation négative de la
morphogenese (formation des hyphes), et l'inhibition de I'expression de plusieurs

genes de virulence Saps (Décanis et al., 2011).

2.9.2.3. Enzymes hydrolytiques : La sécrétion des protéases.
Exemple des Aspartyls Protéases Sécrétées (SAPS)

Lors de sa phase infectieuse, C. albicans peut produire certaines enzymes
hydrolytiques pouvant jouer un role central dans la pathogénicité de cette levure et
qui peuvent endommager les structures de la cellule héte (Finlay et al., 1989).

Les trois enzymes hydrolytiques extracellulaires les plus importantes produites
par C. albicans sont les aspartyl protéases sécrétées (SAPs), les enzymes de la
phospholipase B et les lipases (Biswas et al., 2007, Kantarcioglu et al, 2002).

e La famille des lipases est controlée par 10 genes (LIP1 a 10) (Hube et al.,

2001). La famille des phospholipases est sous le contréle de 7 génes (PLA,
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PLB1, PLB2, PLC1, PLC2, PLC3 et PLD1) (Samaranayake et al., 2006). Les
lipases et les phospholipases sont des enzymes hydrolytiques
extracellulaires qui peuvent étre impliqués dans l'adhésion, l'apport ou
acquisition des éléments nutritifs et l'invasion de [I'épithélium de I'hote
(Géacser et al., 2007 ; Stehr et al., 2004). Leur expression constitutive a été
démontrée dans les biofilms de C. albicans (Nalilis et al., 2010).

e La famille SAPs est la plus étudiée. Les protéines SAPs contribuent a
différents processus de virulence de C. albicans. Elles favorisent I'adhésion,
la formation des hyphes et le gommage tissulaire (I'invasion des cellules
épithéliales), ainsi que I'évasion du systéme immunitaire (Calderone et al.,
2011 ; Naglik et al., 2003 ; Schaller et al., 2005). La famille des SAPs est
constituée de 10 différentes protéines de taille allant de 35 a 50 kDa. (Naglik
et al.,, 2003). Ces protéines SAPs sont sous le contrble de 10 genes
différents (Naglik et al., 2014), [Figure 20].

Les enzymes SAPs semblent capables de dégrader plusieurs substrats
physiologiquement importants tels que [I'albumine, [limmunoglobuline et les
protéines de la peau (Cassone et al., 1987). La contribution des Saps dans la
pathogénicité de C. albicans a été démontrée par I'utilisation des mutants déficients
en SAP et les inhibiteurs de protéinase. SAP1 et SAP3 sont impliqués dans la
transition phénotypique de C. albicans (Hube et al., 2001 ; White et al., 1995).
SAP2 est impligué dans la croissance (Naglik et al., 2003). SAP 4 - 6 sont impliqués
dans la formation des hyphes (White et al., 1993), l'invasion de I'épithélium (Staib et
al., 2000), et l'apoptose des cellules épithéliales (Wu et al., 2013). lls sont aussi
exprimés par C. albicans lors de l'invasion des hyphes d'un épithélium oral humain
reconstitué (Malic et al., 2007), et de l'infection par voie orale (Naglik et al., 1999).
SAPs 4 - 6 peuvent cibler des protéines hotes similaires. L'expression du géne
SAPs 1 - 6 semble étre liée a l'adhésion, aux dommages tissulaires, et aux
variations de la réponse immunitaire (Naglik et al., 2003 ; Schaller et al., 2001). Les
SAP 1 - 6 ainsi que SAP 9 et 10 semblent jouer un rble dans le mécanisme
d'adhésion aux cellules hotes (Albrecht et al., 2006). SAPs 2 et 6 sont également

des inducteurs puissants de I'lL-1B, du TNF-a et de I'lL-6 par des monocytes
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(Pietrella et al., 2013). SAP 5 est impliqué dans la rupture de 'E-cadhérine, une
protéine associée aux jonctions des cellules épithéliales qui sert & maintenir une
barriére fonctionnelle. Ce qui peut représenter un mécanisme par lequel C. albicans

envahit la muqueuse buccale (Villar et al., 2007).

_ | Sap4
——  Sapé6

———  Sap5

Sapl
Sap2

Sap3

Sap8

Sap9
Sap10

Sap7

Figure 20: Dendrogramme de la famille des genes Saps. L'alignement des
séquences d'ADN des 10 genes Saps (Naglik et al., 2014).

Le présent dendrogramme montre les liens et la classification hiérarchique dans la famille
des iso-enzymes SAPs de C. albicans par homologie séquentielle. Il y a trois groupes genes
Saps principaux distincts. Le premier est Sapl a Sap3 (avec une similarité de prés de 67%), le
deuxiéme est Sap4 a Sap6 (similarité de 89%), tandis que Sap7 (similarité de seulement 20 a
27% avec les autres Saps). Et le troisieme est Sap9 et Sap10 (ont une ségquence consensus C-
terminal typique pour les protéines GPI). Des familles de SAP semblables existent dans C.
dubliniensis et C. tropicalis.

52



Section 3: ROLE DU SYSTEME IMMUNITAIRE CONTRE
LES INFECTIONS A C. ALBICANS

Le systeme immunitaire protege la cavité buccale et ses composantes
(dents, gencives, muqueuse et prothése dentaire si elle existe) contre toutes les
infections incluant celles provoquées par Candida. L'immunité innée et I'immunité
acquise jouent un role significatif dans la défense de I'hnéte contre C. albicans.
L'immunité innée, meédiée par les macrophages et les leucocytes
polymorphonucléaires est importante dans la défense contre la candidose
systémique. En effet, les patients neutropéniques et les patients transplantés traités
par des immunosuppresseurs ont une incidence élevée de candidose disséminée
(Fidel, 2002). L'immunité humorale est une autre composante du systeme
immunitaire qui nous protége, entre autres, contre les infections & Candida. Lors de
I'activation de I'immunité humorale, les anticorps anti-Candida sont facilement et
rapidement produits. Les patients atteints d'infections a Candida montrent une
production d'anticorps anti-protéines de surface de Candida (Torosantucci et al.,
2017).

3.1. Défense non spécifique de I'héte / immunité innée

Chez les individus sains et immunologiquement actifs, les tissus épithéliaux
(la peau et la muqueuse) forment une barriere (physique et chimique) efficace du
systéme immunitaire inné, qui protége contre des milliers d’espéces pathogénes ou
qui peuvent le devenir.

Lors du contact de C. albicans avec les cellules épithéliales, un mécanisme
de reconnaissance permet aux cellules de I'héte de savoir s’il s’agit d’'une situation
d’infection ou de commensalisme. Le rble des cellules épithéliales dans I'immunité
innée sera abordé plus tard.

La reconnaissance et I'activation de la réponse de I'héte sont réalisées grace
a des récepteurs de reconnaissance dite Pattern Recognition Receptor (PRR).

Dans cette famille de récepteurs, ce sont les récepteurs Toll-like (TLR) et les

récepteurs de lectine (LR) sur leurs membranes ¢ellulaireq, qui reconnaissent les
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motifs moléculaires associés aux pathogénes (Pathogen Associated Molecular
Patterns = PAMP). Les PAMP sont des signatures chimiques ou microbiennes
conservées (Kumar et al., 2011).

Les TLR forment une classe majeure de récepteurs de reconnaissance de
motifs PAMP. Leur activation induit des signaux responsables de I'expression de
génes importants pour une défense efficace de I'h6te. L’activation de ces TLR induit
la production de plusieurs cytokines par les cellules épithéliales ; ces cytokines
agissent sur 'agent pathogéne.

Les cellules du systéme (macrophages, neutrophiles, etc.) immunitaire inné
reconnaissent différentes composantes de la membrane externe de C. albicans.
Parmi ces composantes nous trouvons, la chitine et le 3-(1,3)-glucane (Netea et al.,
2008). Les B-(1,3)-glucanes interagissent avec le récepteur dectine-1 des cellules
phagocytaires et avec les TLR pour contrOler la croissance et le changement de
forme de C. albicans (Gantner et al., 2005). Les cellules dendritiques impliquées
dans le traitement et la présentation des antigénes, expriment aussi des PRR pour
la reconnaissance des antigénes de C. albicans. Les neutrophiles expriment moins
les TLR, mais plus fortement les récepteurs phagocytaires comme le récepteur du
complément 3 (CR3) et les récepteurs Fc-y (Fc-yR). L'expression des PRR sur les
lymphocytes T est beaucoup plus restreinte. Il y a une expression différentielle des
PRR entre les différents types de cellules, ce qui détermine le type de réponse
initiée par la reconnaissance une C. albicans (Netea et al., 2010).

Le systéme de défense inné est primordial dans la protection de I'héte contre
les infections a Candida. Cependant, si cette défense innée n’est pas efficace,

I'implication de I'immunité adaptative est nécessaire.

3.2. Défense spécifique de I'’héte / immunité acquise (dite

adaptative)

Le réle du systéme immunitaire inné ne se limite pas qu’a la reconnaissance
antigénique ; il amorce et module les réponses immunitaires spécifiques impliquant

les lymphocytes T et B qui interagissent avec les cellules présentatrices d'antigenes

54



(Hoebe et al., 2004). L’activation de la réponse immunitaire spécifigue méne a
I'activation des lymphocytes B qui produisent différents types d’immunoglobulines
(Ig) dites aussi, anticorps. Ces anticorps peuvent étre des IgA, IgM et 1gG.

Les personnes atteintes de candidose ont un niveau normal ou élevé
d'anticorps IgM et IgG anti-Candida (Fidel, 2002).

Des anticorps anti-mannanes et anti-glucanes de la paroi cellulaire de C.
albicans ont été observés dans les sérums. Leur rble de protection est, cependant,
incertain, car les niveaux élevés de ces anticorps sont observés dans un mauvais
pronostic d’infections (Poulain et al., 2004). Ces anticorps anti-Candida peuvent
étre retrouvés dans la salive. Coogan et son équipe (1994) ont montré une
augmentation des anticorps salivaires chez des personnes VIH+ comparativement
a des personnes normales. lls ont suggéré que le taux d'anticorps reflete une
réponse a l'effet antigénique et infectieux de Candida chez ces patients plutot
gu’une réaction de protection normale. La présence d'anticorps anti-Candida dans
la salive semble empécher I'adhésion de Candida a la muqueuse (Coogan et al.,
1994).

3.3. Réle des cellules épithéliales dans la défense de I'héte

Dans cette section, nous résumons les différents mécanismes impliqués
dans les réponses des cellules épithéliales vis-a-vis de Candida.

Les cellules épithéliales des muqueuses constituent la premiére ligne de
défense face a différentes infections, dont C. albicans. Ces cellules épithéliales
sont un acteur clé de l'immunité innée. Elles expriment des PRRs leur permettant
de reconnaitre C. albicans et de produire des peptides antimicrobiens (PAMS)
contre C. albicans. Une cellule épithéliale exprime a sa surface membranaire les
trois catégories des PRP soit les récepteurs toll-like (TLRS), récepteurs de lectine
de type C (CLRs) et récepteurs nod-like (NLRs). Seulement certains TLRs et CLRs
sur les cellules épithéliales reconnaissent les PRRs de Candida (Netea et al.,
2008).

La famille des TLR est constituée de 13 TLRs, identifiés chez 'humain et la

souris. Les cellules épithéliales des muqueuses (orale, vaginale, cutanée,
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intestinale, etc.) humaines expriment les TLR1, 2, 4, 5 et 6 (Saegusa et al., 2004 ;
Pivarcsi et al., 2005 ; Naglik et al., 2011). Les TLR2 et TLR5 sont surexprimés par
les cellules épithéliales orales et sont principalement impliqués dans la réparation,
la croissance et la survie de ces cellules (Shaykhiev et al., 2008). En plus des
TLRs, d'autres protéines comme la E-cadhérine présente a la surface des cellules
épithéliales orales peuvent promouvoir 'adhésion et 'endocytose de Candida. La E-
cadhérine lie les invasines Als3 et Ssal de C. albicans (Phan et al., 2007 ; Sun et
al., 2010). Le récepteur de facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR)), peut aussi reconnaitre les Als3 et Ssal de Candida (Zhu
et al., 2012).

La reconnaissance de la surface cellulaire de Candida initie une réaction de
signalisation cellulaire en cascade, ce qui conduit a I'activation de plusieurs génes
dans les cellules épithéliales. Suite a cette activation, différents mediateurs
(cytokines, des peptides antimicrobiens) sont sécrétés (Schaller et al., 2002 ; Steele
et al., 2002 ; Bahri et al., 2010). Parmi ces médiateurs nous trouvons I'lL-1a, IL-1pB,
IL-6, IL-8, le facteur de nécrose tumorale.

L’épithélium joue donc un rbdle actif dans le maintien de I'équilibre
immunologique. Grace a ses médiateurs lipidiques (PGI1, PGE2, PAF, LysoPC) et
cytokines anti-inflammatoires (IL10 et TGF-B), I'épithélium offre une défense
chimique contre les microorganismes pathogenes (Ahluwalia et al., 2017 ;
DeFranco et al., 2009). Cependant, C. albicans peut échapper a la surveillance des
cellules épithéliales. En effet, C. albicans est capable de bloquer les réponses
inflammatoires de I'h6te en inhibant la production d'IL-12p70 (une importante
cytokine impliguée dans [lactivation des cellules Thl lors de [linflammation).
L’inhibition de la production de 'lL-12p70 favorise la tolérance immunitaire envers
C. albicans. Cela peut étre I'un des mécanismes avec lesquels C. albicans peut
rester en mode de vie commensale sans nuire aux poteurs (Zheng et al., 2013).

Les cellules épithéliales stimulées par Candida peuvent également produire
(in vitro) divers peptides antimicrobiens, comme les 3-défensines et la cathélicidines
LL-37 (Li et al., 2011 ; Schneider et al., 2005). Ces peptides antimicrobiens inhibent
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la croissance et le changement de forme de C. albicans (Lopez-Garcia et al., 2005 ;
Vylkova et al., 2007).

3.3.1. Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAMs) sont des polypeptides de petite taille (de
10 a 50 acides aminés) classés dans différents groupes en fonction de leurs
compositions en acides aminés, la taille, et de la conformation (Nakatsuji et al.,
2012).

Les PAMs sont produits de facon constitutive ou inductible ; ce sont des
composantes essentielles de I'immunité innée. lls sont sécrétés entre autres par les
neutrophiles et par les cellules épithéliales. lls agissent sur plusieurs types d’agents
infectieux (parasite, microbe, champignon ou virus) (Agerberth et al., 2000 ; Bals et
al., 1998). En plus de leurs effets antimicrobiens, les PAMs ont un role
immunomodulateur lors d’inflammations chroniques (Xia et al., 2017). Les PAMs
ont une application potentielle dans le contréle des agents pathogenes fongiques,
en agissant sur les différentes formes (forme levure ou filamenteuse) et modes de
vie (sous forme planctonique ou de biofilm) (van der Does et al., 2012 ; Théberge et
al., 2013). Ces effets antimicrobiens et anti-inflammatoires des PAMs font d’eux de
potentiels antibiotiques de la prochaine génération. En plus de leur effets
antimicrobiens a large spectre, les PAMs ont une toxicité cellulaire faible ou
inexistante pour I'héte (Fjell et al., 2012 ; Haney et al., 2017; Conlon et al., 2011;
Batoni et al., 2011 ; Triana-Vidal et al., 2017). Quleques PAMs ont méme des effets
bénéfiques pour la cicatrisation (Park et al., 2017). Le nombre des PAMs ne cesse
d'augmenter (Leiter et al., 2017 ; Gongalves et al., 2017 ; Rank et al., 2017). Au
cours des derniéres décennies, plus de 2700 PAMs naturels et synthétiques ont été
identifiés. Les PAMs peuvent étre produits par des cellules humaines, animales,
bactéries, plantes et amphibiens.

Parmi les PAMs d’origine humaine nous trouvons entre autres les histatines,
les cathélicidines/LL-37, les défensines, et les lactoferricins (Zhu, 2008 ; van der
Does et al.,, 2012 ; Teraguchi et al., 2004 ; Kong et al., 2016 ; Liao, 2017). Les

PAMs produits par les bactéries sont regroupés sous le nom de bactériocines. En
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plus de leurs effets sur les microorganismes pathogénes, les PAMs semblent
moduler 'immunité innée et adaptative (Haney et al., 2017 ; Batoni et al., 2011).
L’intérét croissant pour les PAMs est basé sur le fait qu’ils peuvent fournir une
protection contre une large gamme d'agents pathogénes (Takakura et al., 2003 ;
Haney et al., 2017). A la lumiére de ces données prometteuses, I'utilisation des
PAMs (naturels ou synthétiques) est une perspective importante et nécessaire pour
lutter contre les infections microbiennes qui présentent une résistance au traitement
traditionnel, comme les candidoses orales causées par C. albicans (Ernst et al.,
2017 ; Kong et al., 2016).

Dans ce contexte, les PAMs d'origines amphibiens ont attiré 'attention des
chercheurs en tant que produits prometteurs pour le développement de traitements

antifongiques.

3.3.2. Les PAMs d'origines amphibiens

Les sécrétions de la peau et de tissus amphibiens contiennent plusieurs
peptides biologiquement actifs a fort potentiel antibactérien et antifongique. Environ,
une centaine de peptides ont été isolés de différentes espéces. Certains présentent
un effet antifongique important sans étre toxiques pour les cellules de mammiferes
(Mangoni, 2006). D’autres sont cependant toxiques pour des cellules de
mammiféres, ce qui mene au développement de peptides analogues (synthétiques)
non toxiques tout en conservant une forte activité biologique (Conlon et al., 2011).
Les peptides antimicrobiens de la peau de grenouille s’attaquent a la membrane
plasmique bactérienne provoquant la mort de la cellule par nécrose (Park et al.,
1996). Ce mode d’action a été démontré avec la maganine 2 isolée de la peau de la
grenouille africaine Xenopus laevis). La maganine 2 est un peptide hybride qui
incorpore des résidus de magainine 2 (MA) et des résidus de protéine ribosomale
L1 d’Helicobacter pyroli) (Lee et al., 2002). Un autre peptide, le temporins extrait de
la grenouille européenne Rana temporaria perméabilise la membrane cellulaire de
plusieurs espéces fongiques dont C. abicans (Park et al., 1998). La buforine 2 (du
crapaud Bufo Gargarizans asiatique) semble perméabiliser la membrane

plasmique, puis pénétrer dans la cellule pour se lier a ’ARN et 'ADN, ce qui bloque
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toute fonction cellulaire menant a la mort de la cellule (Park et al., 1998). D’autres
peptides sécrétés par les cellules cutanées d’amphibiens dont les dermaseptins

sont dotés d’activités antimicrobiennes.

3.3.3. Les dermaseptines : La dermaseptine-S1

Les dermaseptines constituent une super famille de PAMs isolés des
sécrétions cutanées des grenouilles du genre Phyllomedusa (Brand et al., 2002 ;
Mor et al., 1991). Cette famille est constituée de 34 dermaseptines ; ce sont des
molécules cationiques, composées de 24 a 34 acides aminés. Ces peptides sont
thermostables, hydrosolubles. Dans la grande majorité des cas, ils forment une
structure hélicoidale dans les milieux non polaires. Le spectre de dichroisme
circulaire montre une conformation hélice a chez 80 % des dermaseptines, et leurs
séquences ont éte déterminées par la méthode d’Edman:
ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ (Shalev et al., 2002 ; Mor et al.,
1991). lls sont amphipathiques ou amphiphiles et capables d’agir a des
concentrations micromolaires (Batista et al., 1999 ; Brand et al., 2002). Chaque
peptide a un large spectre d’action, pouvant avoir un effet sur les virus, les
protozoaires, les mycobactéries, les champignons et les bactéries (Belaid et al.,
2002 ; Mor et al., 1994-a ; Batista et al., 1999). Ces peptides peuvent agir selon
deux mécanismes d’action différents. Le premier est le « barrel-stave » ou les
peptides se fixent sur les composantes acides (les phospholipides) de la membrane
bactérienne pour perturber I'équilibre osmotique des cellules et favoriser la rupture
de la membrane aprés l'avoir perméabilisée créant des pores (ou canaux)
transmembranaires. Le deuxiéme est un mécanisme alternatif appelé le « tapis ».
C’est un mécanisme de destruction plus général, ou les peptides lytigues chargés
positivement se lient a la surface de la membrane cible chargée négativement et la
recouvrent complétement. Les peptides impregnent et désintégrent la membrane en
perturbant la bicouche lipidique de la bactérie (Shai, 2002).

Grace a leurs effets sur les microorganismes, les dermaseptines offrent une
possibilité clinique pour contrer les résistances microbiennes aux antibiotiques et

antifongiques utilisés. Les dermaseptine-S sont caractérisés par une grande teneur
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en lysine (3 a 6 unités) avec un tryptophane trés conservé dans la position 3 a partir
de Tlextrémité N-terminale (Mor et al., 1991; Mor et al., 1994-b). Treize
dermaseptines ont été isolés et identifiés (DS1 a 13) (Nicolas et al., 2009) jusqu’a
présent. Les DS1 a DS5 sont des peptides antifongigues contre une large gamme
de champignons avec une ressemblance denviron 40%. Les différentes
dermaseptines agissent souvent en synergie puisqu’une combinaison de certains
dermaseptines augmente ['effet antimicrobien (100 fois dans certains cas)
comparativement aux effets obtenus avec chaque DS seule (Mor et al., 1994-b).
Des dérivés de dermaseptines sont souvent synthétisés a partir des dermaseptines
natifs, en diminuant la longueur de celle-ci par I'élimination de certains acides
aminés, puis ils sont purifiés et leurs activités antimicrobiennes sont évaluées. La
réduction de la longueur de la chaine donne des dérivés peptidiques avec parfois
des résultats surprenants, comme dans le cas du dérivé MsrA2 de la DB1 (N-Met-
dermaseptine B1) utilisé pour protéger les pommes de terre contre une grande
gamme d'infections fongiques (Mor et al., 1994-b ; Osusky et al., 2005).

Avec son activité antimicrobienne, la DS1 a été la source de plusieurs
analogues. Ces analogues ont montré un effet antimicrobien, dépendant de la dose
utilisée (Savoia et al., 2008). Les études des caractéristiques structure-activité de la
DS1 ont montré que la séguence minimale ayant une activité biologique est de (1-
15)-NH2. De plus, l'activité antibactérienne de la DS1 nécessite la présence d’un
acide aminé avec un noyau aromatique sur la chaine latérale prouvant I'importance
du Trp® L’ajout d’'une Lys supplémentaire du c6té N-terminal peut améliorer
I'activité contre certains microbes, comme E. coli et S. aureus (Savoia et al., 2008).
Certains dérivés de la DS1 montrent une activité sélective contre certains
microorganismes indiquant une utilisation potentielle comme nouveaux
antimicrobiens sélectifs (Savoia et al., 2008 ; Savoia et al., 2010). Cependant, les
effets de la DS1 sur la croissance, la transformation de C. albicans ainsi que la
formation de biofilm demeurent inconnus. Aussi, I'effet de la DS1 sur I'expression
de certains génes impliqués dans la pathogenése de C. albicans n’a pas été

élucidé. En nous appuyant sur la littérature disponible, la DS1 pourrait étre une
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solution pour le contrdle de la pathogénicité de C. albicans, réduisant ainsi les

candidoses locales et systémiques.
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Section 4 : HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE LA
RECHERCHE

4.1. Mise en contexte

Les infections a Candida (candidose) sont la conséquence d’une prolifération
importante de la levure Candida, et de son changement de forme. Ces
caractéristiques peuvent provoquer une candidose superficielle ou profonde, le
traitement usuel des candidoses font appel a plusieurs dérivés azolés et les
polyenes. Ces molécules sont le plus souvent trés efficaces ; cependant, de plus en
plus, de cas de résistance contre ces molécules sont documentées. Le recours a de
nouvelles molécules antimicrobiennes comme les PAMs pourrait contrer ces
résistances et sauver des vies. Parmi ces PAMs, les dermaseptines dont la DS1

pourrait étre une solution prometteuse pour le traitement des condidoses.

4.2. Objectifs

Etudier les effets de la DS1 sur la pathogénicité de C. albicans. Nos objectifs
spécifiques sont :
o Evaluer l'effet de la DS1 sur la croissance et la transformation de C.
albicans.
« Evaluer l'effet de la DS1 sur la formation de biofilm & C. albicans.
« Evaluer l'effet de la DS1 sur I'expression de certains génes de virulence
Saps (1, 2, 3,9 et 10) et HWPL1.

4.3. Hypotheses

La littérature scientifique rapporte des effets antibactériens trés intéressants de
la DS1. Ces observations nous laissent croire que la DS1 pourrait agir aussi sur C.
albicans en réduisant sa croissance et son changement de forme. En réduisant la
croissance et le changement de forme de C. albicans, la DS1 pourrait diminuer la
capacité de la levure a former des biofilms. Cet effet pourrait passer par une

modulation de I'expression certains genes de C. albicans.
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RESUME

Nous avons étudié I'effet du peptide antimicrobien synthétique la dermaseptin-S1 (DS1)
(ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ) sur la croissance de C.
albicans, sur sa transition de la forme blastospore a la forme hyphe, et sur la formation de
biofilm. Nous avons également analysé I'expression de différents genes (HWP1 et Saps)
impliqués dans la virulence de C. albicans. Les résultats montrent qu'en plus de la
diminution de la croissance de C. albicans, le peptide DS1 a inhibé la transition de
blastospore a hyphe de la levure. Ces effets sont comparables a ceux obtenus avec
I’amphotéricine B utilisé en clinique. C. albicans traité avec la DS1 ou avec I'amphotéricine
B montre une surface de paroi cellulaire déformée, suggérant que l'effet de la DS1 est
similaire & celui de I'amphoteéricine B. Ces observations ont été confirmées par nos résultats
avec des biofilms montrant que le peptide DS1 et I'amphotéricine B inhibent
significativement la formation de biofilm apres 2 et 4 jours. L'effet de la DS1 sur la
croissance, la transition et la formation de biofilms de C. albicans peut due a une modulation
génique, puisque l'expression des genes HWP1, Sapl, Sap2, Sap3, Sap9 et Sap10 impliqués
dans la pathogenese de C. albicans est réduite lorsque C. albicans a été traité avec la DS1.
Ces données confirment l'efficacité de la DS1 contre C. albicans, et la possibilité d’utiliser

ce peptide comme traitement antifongique.
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ABSTRACT

We investigated the effect of synthetic antimicrobial peptide dermaseptin-S1 (DS1)
(ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ) on the growth of C. albicans,
its transition from blastospore to hyphae, and its biofilm formation. We also analyzed the
expression of different genes (HWP1 and Saps) involved in C. albicans virulence. Results
show that in addition to decreasing C. albicans growth, peptide DS1 inhibited its transition
from blastospore to hyphal form. These effects are comparable to those obtained with
amphotericin B. C. albicans cells treated with either DS1 or amphotericin B displayed a
distorted cell wall surface, suggesting that the effect of DS1 was similar to that of
amphotericin B on C. albicans cell membrane structure. These observations were confirmed
by our results with biofilms showing that both DS1 peptide and amphotericin B significantly
inhibited biofilm formation after 2 and 4 days. The effect of DS1 on C. albicans growth,
transition, and biofilm formation may occur through gene modulation, as the expression of
HWP1, Sapl, Sap2, Sap3, Sap9 and Sap10 genes involved in C. albicans pathogenesis were
all downregulated when C. albicans was treated with DS1. These data provide new insight

into the efficacy of DS1 against C. albicans and its potential for use as an antifungal therapy.

Keywords: Dermaseptin, C. albicans, growth, transition, biofilm, genes, HWP1, Saps

Highlights

e Peptide dermaseptin S1 (DS1) decreased C. albicans growth and transition.
e Peptide DS1 reduced biofilm formation.
e Peptide DS1 decreased the mRNA levels of the HWP1 and Saps genes.

e Peptide DS1 shows potential as an antifungal therapy.
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Introduction

Candida albicans (C. albicans), a common opportunistic fungal pathogen in humans,
asymptomatically colonizes the skin and mucosal surfaces of most healthy individuals
(Arendrup et al., 2017). However, alterations in host immunity, physiology, and/or
microbiota can lead to the inability to control C. albicans colonization on mucosal surfaces
and the development of candidiasis at various sites in the human body (Salvatori et al.,
2016). Indeed, vulvovaginal candidiasis is a common affliction that affects a large number
of women (Sangaré et al., 2017). Patients with AIDS are prone to oral and oesophageal
candidiasis (Konaté et al., 2017). Patients suffering from burns and newborn (especially
premature) babies are also subject to C. albicans skin infections (Devrim et al., 2017).
Furthermore, C. albicans is responsible for a bloodstream infection known as candidemia in

vulnerable groups of patients, including those in intensive care units (Sasso et al., 2017).

C. albicans is capable of switching between yeast, pseudohyphae, and hyphae growth forms,
and is found in both yeast and filamentous form in the host (Rouabhia et al., 2012). The
morphological plasticity of C. albicans is critical in the yeast’s pathogenesis. The hyphal
form plays a key role in the infection process by promoting tissue invasion (Rouabhia et al.,
2012). Hyphal morphogenesis is controlled by various genes. Hyphae-specific genes HWP1,
ALS3, and RBT5 encode cell wall proteins that are important in the adhesion to host cells

and the acquisition of iron from the host (Nailis et al., 2010).

Another important virulence attribute of C. albicans is its extracellular proteolytic activity
due to secreted aspartic proteinases (SAPs). C. albicans is known to produce these secreted
proteinases which contribute to the yeast’s adhesion to as well as the invasion and
destruction of host tissue (Bochenska et al., 2016). The SAP family includes at least ten
members (Saps1-10) containing a signal peptide; these are secreted, except for Sap9 and
Sap10 which remain bound to the cell wall. Sap genes are expressed at various stages of the
infection process (Santos et al., 2013) and are characterized by broad-spectrum proteolytic
activity and virulence properties (Santos et al., 2013). Sapsl1-3 are active at acidic pH,
whereas Saps4—6 are more active at neutral to slightly alkaline pH and are associated with
hyphal growth (Aoki et al., 2011). Saps directly attack and degrade host proteins such as E-

cadherin, histatins, complement, and antibodies involved in the immune defense (Aoki et al.,
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2011). Saps were shown to be the predominant proteinase genes expressed in both Candida
carriers and patients with vulvovaginal candidiasis (VVC) and recurrent vulvovaginal
candidiasis (RVVC) (Naglik et al., 2008).

The treatment of C. albicans infections currently involves the use of antifungal agents
divided into four distinct classes: azoles, polyenes, pyrimidine analogues, and
caspofungin/candins (Moudgal et al., 2010). Different pathways are involved in the
antifungal effects on C. albicans; these pathways are capable of targeting ergosterol and
ergosterol biosynthesis. Ergosterol is a key component of fungal cell membranes and is
similar to human cholesterol. It also plays an important role in fungal cell growth. Polyene
drugs, such as amphotericin B, have been reported to bind to ergosterol and cause a lethal
leak of cell components by forming channels on the fungal cell membranes (Hirano et al.,
2011). Azoles are another class of antifungals targeting ergosterol biosynthesis. Fluconazole
targets lanosterol 14a-demethylase, a core enzyme involved in ergosterol biosynthesis
(Lupetti et al., 2002). While currently available antifungal drugs are efficient in controlling
Candida infections, several studies have reported Candida resistance to these antifungal
molecules (Katiyar et al., 2006). Resistance to nearly all major antifungal agents has been
reported in clinical isolates of Candida spp. (Katiyar et al., 2006), which represents a major
public health concern because the arsenal of antifungal agents is limited. Such limitations

may be solved by using antimicrobial peptides such as dermaseptins.

Dermaseptins, a large family of antimicrobial amphipathic peptides (AMP) effective against
bacteria, yeasts, fungi, protozoa, and viruses, are part of host defense mechanisms against
pathogens (Mor et al., 1991). Similar to human skin, amphibian skin exhibits a well-
developed chemical defense system by secreting antimicrobial peptides with a wide range of
pharmacological activities (Brand et al., 2013). These peptides are synthesized and stored in
the granular glands and are released when required, usually in response to a stressor, such as
a predatory attack or an infection (Amiche et al., 2008). To date, a large number of
amphibian skin antimicrobial peptides have been identified, including pexiganan
(Giovannini et al., 1987), bombinins (Gibson et al., 1991), brevinins (Simmaco et al., 1994),
and dermaseptins (Mor et al., 1991). Dermaseptin (DS) peptides have been isolated from the

secretions of phyllomedusine frog skin. DS1, a 34 amino acid residue peptide from
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Phyllomedusa sauvagii (Mor et al., 1994), was reported to inhibit both filamentous fungi
and bacterial growth (Hernandez et al., 1992). More than 50 different dermaseptin peptides
have been identified (Amiche et al., 2008) with cationic (Lys-rich) properties and the ability
to fold into amphipathic a-helical structures in hydrophobic media (Strahilevitz et al., 1994).
Savoia et al. (2008) reported that C. albicans was susceptible to dermaseptin-S1 (DS1)
analogues. Although there have been extensive studies on the broad-spectrum antimicrobial
activities of most dermaseptin peptides, the direct effect of dermaseptin S1 on C. albicans
remains unclear and thus limited. Interestingly, DS1 was reported to display lytic action on

some microorganisms with no adverse effect on human cells (Savoia et al., 2008).

In the present study, we investigated the effect of DS1 on C. albicans growth and transition
as well as on cell structure and biofilm formation. We also analyzed the effect of DS1 on the
expression of certain key genes (HWP1, Sapl, Sap2, Sap3, Sap9, and Sapl0) involved in

C. albicans virulence.

Materials and Methods

C. albicans

C. albicans strain ATCC-SC5314 was cultured for 24 h on Sabouraud dextrose agar plates
(Becton Dickinson, Oakville, ON, Canada) at 30°C. For the C. albicans suspensions, one
colony was used to inoculate 10 ml of Sabouraud liquid medium supplemented with 0.1%
glucose at pH 5.6. The cultures were grown for 18 h in a shaking water bath at 30°C. The
yeast cells were then collected, washed with phosphate-buffered saline (PBS), counted with

a hemocytometer, and adjusted to 10’/ml prior to use.

Antimicrobial peptides

DS1 peptide was purchased from Synpeptide Co., Ltd (Shanghai, China). The peptide was
stored in lyophilized format at -80°C until use. A DS1 solution was prepared, filtered
(0.22 um pore size), and used for the experiments. Amphotericin B (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) was dissolved in distilled water to obtain a 250 pug/ml concentration

which was also filtered (0.22 um pore size) prior to use.
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Effect of DS1 on C. albicans proliferation

Proliferation was investigated by placing 10* C. albicans in 1 mL of Sabouraud dextrose
broth in a round-bottom 12-well plate. The C. albicans cultures were supplemented or not
with DS1 at concentrations of 10, 50, or 100 pg/ml. The negative controls were obtained by
seeding C. albicans in medium without DS1, while the positive controls were C. albicans
cultures supplemented with amphotericin B at concentrations of 5 pug/ml. The cultures were
grown for 24 h at 30°C in a shaking water bath; subsequently, the blastoconidia were
collected, washed with PBS, and counted by means of a trypan blue dye exclusion assay. To
do so, 3 aliquots of each culture were diluted V/V with a 1% trypan blue solution, then
incubated for 5 min in ice, after which time cells were counted using a hemocytometer.

Results are reported as the means £ SD of six different experiments.

Effect of DS1 on C. albicans transition from blastospore to hyphal form

To determine the effect of DS1 on the yeast-to-hyphae transition, C. albicans (10° cells) was
suspended in 500 ml of Sabouraud dextrose broth supplemented with 0.1% glucose and 10%
fetal bovine serum (FBS). DS1 was then added (or not) to the culture at various
concentrations (10, 50, or 100 pg/ml). The negative controls were C. albicans cultures
without antimicrobial peptide, while the positive controls represented C. albicans cultures
supplemented with amphotericin B (5 pg/ml). The previously reported hyphae-inducing
conditions (Théberge et al., 2013), consisting of culture medium supplementation with 10%
fetal calf serum and subsequent incubation at 37°C, were also used in our experiments.
Following incubation for 3 or 6h, the cultures were observed microscopically and
photographed to record C. albicans morphology (n = 5). To calculate the percentage of yeast
cells that underwent the morphological transition, 3 aliquots from each culture (n = 5) were
used to determine the number of yeast cells and hyphae, using a hemocytometer and an
optical microscope. The percentage of cells that underwent morphological transition was
determined using the following formula: (number of hyphae divided by the number of yeast
cells and hyphae) x 100. Furthermore, the length of the hyphal forms in each condition was

measured using NIH-ImageJ software.
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Effect of DS1 on C. albicans shape using Scanning Electron Microscopy (SEM)

C. albicans (10° cells) was cultured in Sabouraud liquid medium in the presence of DS1 at
10, 50, or 100 pg/ml. C. albicans cultured without DS1 or in the presence of 5 pg/ml of
amphotericin B (Amph-B) constituted the negative and positive controls, respectively.
Following a 24-h culture, C. albicans pellets were prepared and used for SEM analyses.
C. albicans cells were fixed in 3% (v/v) glutaraldehyde in PBS (pH 7.4) and dehydrated
thereafter in increasing concentrations of ethanol (10%, v/v, increments to 100%). A drop
was placed onto a round glass cover slip for critical-point drying (CPD 030; Balzers,
Liechtenstein, Germany). The sample was then mounted onto an aluminum slab using silver
paint (Agar Scientific, Stansted, UK). Sputter coating was performed (S150B, Edwards,
London, UK) and the image was viewed using the SEM model Jeol JSM 6360 LV

(Soquelec, Montréal, QC, Canada). The experiment was repeated four times.

Effect of DS1 on C. albicans biofilm formation

C. albicans biofilms were obtained by culturing the yeast on a porous collagen scaffold
which facilitated the yeast’s penetration through the pores and its adhesion to the scaffold
through collagen affinity. This also promoted biofilm formation and handling with no cell
loss, thus contributing to maintaining the biofilm’s structure. For this purpose, 5 mm x 5 mm
samples of porous scaffold (Collatape, Zimmer Dental Inc., Carlsbad, CA, USA) were
placed into a 24-well plate. The scaffolds were then rinsed twice with culture medium,
seeded with C. albicans (10° cells), and incubated for 30 min at 37°C without shaking to
allow for adherence. Fresh Sabouraud medium was added to each well in the presence or
absence of various concentrations of DS1 (10, 50, or 100 pug/ml). Two controls were
included in this study segment: the negative control was C. albicans seeded without DS1,
while the positive control was C. albicans seeded with Amph-B (5 pug/ml). The C. albicans-
seeded scaffolds were then incubated for 2 or 4 days at 37°C. The medium, DS1, and Amph-
B were refreshed every 24 h. Following each culture period, C. albicans growth and biofilm

formation was assessed by MTT assay and SEM.
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MTT assay

C. albicans growth and biofilms were assessed by means of the (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) MTT assay. MTT measures cell growth as a function
of mitochondrial activity. Briefly, an MTT stock solution (5 mg/ml) was prepared in PBS
and added to each collagen scaffold seeded for 2 and 4 days with C. albicans, at a final
concentration of 10% (v/v). The C. albicans scaffolds were then incubated with the MTT
solution at 37°C for 4 h, after which time the scaffold was washed 3 times to remove any
non-integrated MTT solution. Each scaffold was then incubated for 15 min in the presence
of 500 ul of 0.04 N HCI in isopropanol under shaking. Absorbance (optical density, OD)
was subsequently measured at 550 nm using an xMark microplate spectrophotometer (Bio-
Rad, Mississauga, ON, Canada). Results are reported as the means £+ SD of six separate

experiments.

Scanning electron microscopy (SEM) analysis

Biofilms were fixed in ethylene glycol for 60 min and rinsed once thereafter with sterile
PBS. Dehydration was performed in a series of 5-min treatments with ethanol solutions of
increasing concentration (50, 70, 90, and twice at 100%). The dehydrated biofilms were kept
overnight in a vacuum oven at 25°C, after which time they were sputter-coated with gold,
examined, and imaged (n=4) under a JEOL 6360 LV SEM (Soquelec, Montréal, QC,

Canada) operating at a 30 kV accelerating voltage.

Effect of DS1 on C. albicans gene activation/repression

C. albicans was subcultured for 18 h in Sabouraud liquid medium supplemented with 0.1%
glucose, pH 5.6, in a shaking water bath at 30°C. The yeast cells were then collected,
washed with PBS, and counted with a hemocytometer, after which time they were co-
cultured with either DS1 (10, 50, or 100 ug/ml) or Amph-B (5 pg/ml) or with none of these
molecules (controls) in Sabouraud liquid medium supplemented with 0.1% glucose, pH 5.6.

The cultures were maintained at 30°C for 18 h.
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Quantitative real-time RT-PCR

The RNA (500 ng of each sample) was reverse transcribed into cDNA by means of the
iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). The conditions for the
preparation of the cDNA templates for PCR analysis were 5 min at 25°C, 1 h at 42°C, and
5min at 85°C. Quantitative PCR (gPCR) was also carried out. The quantity of mRNA
transcripts was measured using the Bio-Rad CFX96 real-time PCR detection system.
Reactions were performed using a PCR supermix, also from Bio-Rad (iQ SYBR Green
supermix). Primers (Table 1) were added to the reaction mix to a final concentration of
250 nM. Five microliters of each cDNA sample were added to a 20 ul PCR mixture
containing 12.5 ul of the iQ SYBR Green supermix, 0.5 pl of specific primers ACT1, SAP1,
SAP2, SAP3, SAP9, SAP10, and HWP1l (Midland Certified Reagent Company, Inc.,
Midland, TX, USA), and 7 ul of RNase/DNase-free water (MP Biomedicals, Solon, OH,
USA). Each reaction was performed in a Bio-Rad MyCycler Thermal Cycler. For the qPCR,
the CT was automatically determined using the accompanying Bio-Rad CFX Manager. The
thermocycling conditions for the ACT1 and the SAPs were established as 5 min at 95°C,
followed by 30 cycles of 15s at 95°C, 30 s at 60°C, and 30 s at 72°C, with each reaction
performed in triplicate. For HWP1, the conditions were 3 min at 95°C, followed by
45 cycles of 10 s at 95°C, 30 s at 54°C, and 40 s at 72°C, with each reaction performed in
triplicate. The specificity of each primer pair was determined by the presence of a single
melting temperature peak. ACT1 produced uniform expression levels varying by less than
0.5 CTs between sample conditions and thus became the reference gene for this study. The

results were analyzed using the 2724 (Livak) relative expression method (n = 5).
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Table 1: Primer sequences used for the gqRT-PCR

Gene Primer sequence (5’ a 3°) Amp size (bp)
ACT-1 Forward : GACAATTTCTCTTTCAGCACTAGTAGTGA 87
Reverse : GCTGGTAGAGACTTGACCAACCA
HWP1 Forward : GCTCAACTTATTGCTATCGCTTATTACA 67
Reverse : GACCGTCTACCTGTGGGACAGT
SAP1 Forward : TTTCATCGCTCTTGCTATTGCTT 86
Reverse : TGACATCAAAGTCTAAAGTGACAAAACC
SAP2 Forward : TCCTGATGTTAATGTTGATTGTCAAG 82
Reverse : TGGATCATATGTCCCCTTTTGTT
SAP3 Forward : GGACCAGTAACATTTTTATGAGTTTTGAT 87
Reverse : TGCTACTCCAACAACTTTCAACAAT
SAP9 Forward : ATTTACTCCACAGTTTATCACTGAAGGT 86
Reverse : CCACAAGAACCACCCTCAGTT
SAP10 Forward : CCCGGTATCCAATAGAATCGAA 78
Reverse : TCAGTGAATGTGACGAATTTGAAGA

Statistical analysis

Each experiment was performed at least four times, with experimental values expressed as
means = SD. The statistical significance of the differences between the control (absence of
DS1) and test (presence of DS1 or Amph-B) values was determined by means of a one-way
ANOVA. Posteriori comparisons were performed using Tukey’s method. Normality and
variance assumptions were verified using the Shapiro-Wilk test and the Brown and Forsythe
test, respectively. All of the assumptions were fulfilled. P values were declared significant

at <0.05. The data were analyzed using the SAS version 8.2 statistical package (SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA).
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Results

DS1 reduced C. albicans growth

As shown in Fig. 1, DS1 significantly (p < 0.01) reduced the growth of C. albicans over the
24-h contact period. Indeed, the number of C. albicans decreased from 96 x 10° in the
control to 14 x 10° in the C. albicans culture treated with 100 pg/ml of DS1. In the presence
of Amph-B, the number of C. albicans was 2.5 x 10°. It is interesting to note that the density
of C. albicans significantly (p <0.01) decreased following comparison of the 10 and
50 ug/ml concentrations and the 50 and 100 ug/ml concentrations of DS1.
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Fig. 1: “Dermaseptin-S1 reduced C. albicans growth. Yeast cells were seeded
with or without DS1 at various concentrations. The cultures were maintained
for 24 h at 30°C. The live cells were counted by the trypan blue exclusion
(n=6). **p<0.01, **p <0.001 when comparing the présence/absence of
DS1 in the C. albicans cultures.

DS1 reduced the transition of C. albicans from blastospore to hyphal form
C. albicans cultures were supplemented with 10% FCS in the presence of DS1 (0, 10, 50, or
100 pg/ml), then incubated for 3 and 6 h. As shown in Fig. 2A, the density of elongated cells

was high in the control (no DS1). This cell density decreased in the culture treated with 10,
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50, or 100 pg/ml of SD1. Indeed, with 50 and 100 ug/ml of DS1, no more hyphal forms
were visible. This was comparable to the culture treated with Amph-B. To confirm these
observations, we investigated the C. albicans transition at 6 h post-treatment. Fig. 2A shows

an elevated hyphae cell density in the control. This density decreased when the

DS1

Fig. 2. Dermaseptin-S1 modulated Candida transition from blastospore to
hyphae. C. albicans was cultured in Sabouraud medium supplemented with
10% fetal bovine serum and DS1 at various concentrations for 3 and 6 h at
37°C. Following each culture period, the cultures were observed under an
inverted microscope and photographed. Photos are representative (n = 5).
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culture was supplemented with DS1 at 10, 50, or 100 pg/ml. Quantitative analyses showed a
significant (p < 0.01) decrease in the number of hyphal forms with every DS1 concentration
after 3 h of treatment (Fig. 3). However, at this time point, Amph-B displayed a greater
effect than DS1 did, even at 100 pg/ml.
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Fig. 3: Dermaseptin-S1 decreased the number of C.albicans hyphal forms. The
numbers of yeast and hyphal forms were counted following 3 and 6 h of incubation
with or without DS1 in hyphae growth conditions. The percentage of hyphae was
obtained by dividing the number of hyphae by the total number of cells
(blastospores and hyphae) in each culture. The means £ SD relative values are
shown. The levels of significance were obtained by comparing the percentages of
yeast-to-hyphae transition in the presence/absence of DS1. **p<0.01,
***n <0.001; (n =5).
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The evaluation at 6 h post-treatment also revealed a significant (p <0.01) decrease in the
number of hyphae. Interestingly, the effect of DS1 at 100 pug/ml was almost the same as the
effect of Amph-B. Hyphae size also differed in the presence of DS1.
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Fig. 4: Dermaseptin-S1 modulated hyphae size. The numbers of yeast and
hyphal forms were counted following 3 and 6 h of incubation with or
without DS1 in hyphae growth conditions. Hyphal tube length was
measured with NIH-ImageJ software (n=5) and presented. Significance
was obtained by comparing the DS1-treated and non-treated cultures.
***p < 0.001.
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As shown in Fig. 4, longer hyphal tubes were found at both 3 and 6 h in the control groups.
However, in the C. albicans cultures treated with DS1 and Amph-B, the length of the
hyphae was shown to be significantly (p <0.01) reduced. This reduction was greater at
higher concentrations of DS1 (50 and 100 pg/ml). Overall, the data demonstrate that DS1

decreased the transition of C. albicans from blastospore to hyphal form.

DS1 treatment modified the external cell morphology of C. albicans

The aerobic growth of C. albicans cells showed typical yeast cells displaying the
characteristic bud scars in the control (no DS1 treatment) (Fig. 5, Ctrl). A very limited
development of pseudohyphae (chains of elongated unseparated blastospores) was observed
in all of the culture conditions (presence or absence of DS1 or Amph-B). Following the
addition of DS1, the external morphology of the cells did not appear to be as smooth as that
of the untreated cells, which indicates a possible loss of cytosolic volume. Indeed, DS1
basically distorted the cell wall surface at high concentrations (50 and 100 ug/ml) (Fig. 5).
This cell shape was comparable to that observed in the C. albicans culture treated with
Amph-B.

79



Fig. 5:  Scanning electron micrographs of C. albicans treated or not with DS1. Cells
were cultured in Sabouraud medium in the presence of DS1. Untreated C. albicans
cultures (a) and amphotericin B (5 ng ml™!)-treated C. albicans cultures (e) were
used as controls. Following incubation, C. albicans was prepared as described in
the M&M section and observed under a scanning electron microscope. C. albicans
was incubated with various concentrations of DS1 at 10 ug mi™! (b), 50 pg ml™! (c),
and 100 pg ml~! (d) overnight at 37°C. Bar =5 pum. Photos are representative
(n=4).

DS1 decreased C. albicans biofilm formation

Because DS1 contributed to decreasing C. albicans growth and transition, we investigated
the potential of DS1 to inhibit C. albicans biofilm formation. Using SEM analyses, we
showed that DS1 was capable of reducing C. albicans adhesion to (Fig. 6, arrows) and
growth in the porous, 3D collagen scaffold. The efficacy of DS1 was indeed ascertained by
the low cell density of C. albicans observed within the scaffold. The anti-biofilm activity of
DS1 was observed at 2 and 4 days. Quantitative measurement of biofilm formation by the
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MTT assay revealed a significant (p <0.01) decrease in the number of cells (Fig. 7). Indeed,
at 2 days post-treatment, the absorbance referring to C. albicans viable cells decreased from
0.33 £ 0.04 in the control to 0.009 + 0.04 in the C. albicans culture treated with 100 pg/ml
of DS1. The effect of DS1 at 100 pug/ml was comparable to that obtained with Amph-B
(0.006 + 0.001). At 4 days post-treatment, the effect of DS1 in inhibiting biofilm formation

was confirmed (Fig. 7B).

Fig. 6: Dermaseptin-S1 decreased C. albicans biofilm formation. C. albicans was
cultured in Sabouraud medium with or without DS1 at various concentrations for 2
and 4days in a porous 3D collagen scaffold. Cultures in the presence of
amphotericin B (5 pg/ml) were used as the positive controls. Biofilm analyses were
performed using SEM. Note the limited density of C. albicans in the DS1-treated
samples compared to the absence of DS1 treatment; (n = 4).
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Fig. 7. Quantitative measurement of the decreased biofilm formation following DS1
treatment. C. albicans was cultured on a 3D porous scaffold in the presence of
DS1 for 2 and 4 days. Following each culture period, biofilm formation was
analyzed using the MTT assay. (A) 2 days; (B) 4 days. Results are means + SD;
(n=6).

DS1 modulated the expression of various C. albicans genes
Based on the data showing that DS1 reduced C. albicans proliferation, transition, and

biofilm formation, we sought to determine the level of involvement of this peptide on the
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regulation of certain genes. Fig.8 shows that the HWP1 gene was significantly
downregulated following exposure of C. albicans to DS1 for 18 h. The effect of DS1 on
HWP1 gene expression was significantly (p <0.01) high, particularly with 50 and
100 ug/ml. We also analyzed Sapl gene expression following C. albicans exposure to DS1
and found (Fig. 8) a significant (p < 0.001) decrease of Sapl gene expression, which was
obtained with high concentrations (50 and 100 pg/ml) of DS1 peptide. Similarly, Sap2, Sap3
(Fig. 9), Sap9, and Sap10 (Fig 10) expression was significantly (p <0.01) decreased. The
greatest effects were obtained with Sap2 and Sap3, compared to Sap9 and Sap10.
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Fig. 8: Dermaseptin-S1 decreased HWP1 and Sapl mRNA expression by C. albicans.
Yeast cells were grown with or without DS1 for 24 h. HWP1 and Sapl gene
expression was analyzed by qRT-PCR. Data are expressed as means = SD (n = 5);
*p < 0.05; ***p < 0.001.
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Fig. 9: Dermaseptin-S1 decreased Sap2 and Sap3 mRNA expression by C. albicans.
Yeast cells were grown with or without DS1 for 24 h. Sap2 and Sap3 gene
expression was analyzed by qRT-PCR. Data are expressed as means + SD (n =5);
*p < 0.05; **p<0.01; ***p < 0.001.
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Fig. 10: Dermaseptin-S1 decreased Sap9 and Sapl0 mRNA expression by C. albicans.
Yeast cells were grown with or without DS1 for 24 h. Sap9 and Sapl0 gene
expression was analyzed by gRT-PCR. Data are expressed as means * SD (n =5);
**p < 0.01; ***p < 0.001.
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Discussion

We demonstrated that DS1 at mid (50 pg/ml) and high (100 pg/ml) concentrations
effectively inhibited C. albicans growth. Although the growth inhibition obtained with DS1
was less than that obtained with Amph-B, the observed effects of DS1 were nonetheless
significant (p < 0.01), leading to an over 80% decrease in the number of cells. The growth
inhibition effects of DS1 are in agreement with those of bacteriocin-like peptide isolated
from Lactobacillus pentosus (Okkers et al., 1999). Furthermore, our results support other
findings (Harris et al., 2009) reporting the effectiveness of dermaseptin-S3 to inhibit
C. albicans binding and growth. In another supporting study, analogues of DS1 were found
to decrease the growth of different microorganisms, including bacteria and fungi (Savoia et
al., 2008). Our findings strongly suggest that DS1 is also effective against fungal growth and
may be suitable for use to control C. albicans infections. Further studies on the possible

synergistic effect of Amph-B and DS1 against C. albicans growth are therefore justified.

Candida virulence is not limited to cellular overgrowth but is also mediated by its capacity
to change the morphotype from yeast to hyphae. In an experimental protocol that induced
the formation of hyphae through the presence of serum in the culture medium, we showed
for the first time that DS1 significantly downregulated the transition of Candida from yeast
to hyphal form. A similar study on esculentin-1b, an N-terminal 1-18 fragment of frog skin,
reported an inhibition of C. albicans transition (Luca et al., 2014). The effect of DS1 on
C. albicans transition is consistent with the effects reported in other studies with different
antimicrobial peptides which were shown to effectively block the morphological shift of
Candida from yeast to hyphae (Akerey et al., 2009; Théberge et al., 2013). Thus DS1 may
possibly contribute to the control of C. albicans infection by reducing cell growth and the

yeast-hyphae transition.

The effect of DS1 on C. albicans growth can occur through either cytolysis or cell
membrane disruption, resulting in cell death similar to what was demonstrated with histatin-
5 (Vylkova et al., 2007). Indeed, histatin-5 was shown to induce the selective leakage of
intracellular ions and ATP from yeast cells. This is caused by the translocation of histatin-5

into the intracellular compartment and accumulates to a critical concentration (Jang et al.,
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2010). Further studies are thus warranted to shed light on the fungicidal mechanism of DS1
peptide.

Because we showed that DS1 distorted the cell wall surface, as did Amph-B, this peptide
may modulate Candida growth by compromising both the cell wall and/or membrane and
cytoplasm integrity (Akerey et al., 2009). Similar alterations were observed following
treatment of C. albicans cells with ciclopirox (Niewerth et al., 2003), Amph-B, and nisin Z
(Akerey et al., 2009). The effect of DS1 on C. albicans ultrastructure may be linked to
Candida interacting with its environment which involves pH, temperature, and most

certainly the host.

C. albicans growth and transition from blastospore to hyphal form are important features for
biofilm formation and C. albicans virulence because a strain that is genetically manipulated
to grow exclusively in the yeast form is greatly hindered in generating biofilms. In addition,
a variety of C. albicans mutants known to be unable to form hyphae have also been found to
show biofilm defects (Banerjee et al., 2013). Because DS1 reduced C. albicans growth and
inhibited its transition from yeast to hyphae, this suggests that this peptide may also be
effective in inhibiting its biofilm formation. Our findings indicate that DS1 was indeed
capable of reducing biofilm formation similar to the activity of Amph-B, a well-known
antifungal molecule. Also of interest is that a significant inhibition of C. albicans biofilm
formation was obtained with a concentration of as low as 50 ug/ml of DS1 peptide. These
useful data support those of other studies showing the positive action of synthetic peptide to
control and prevent microbial biofilm formation (da Silva et al., 2013). Thus, with its
significant impact in reducing C. albicans biofilm formation, DS1 shows definite promise
for several novel applications in the clinical setting. Further investigations will elucidate this

potential.

Compromising C. albicans cell wall and morphological changes from blastospore to hyphae
could take place through the involvement of various genes (Desai et al., 2015). Once it
reaches the cell, DS1 can potentially act on the cytoplasmic membrane as well as on
intracellular targets (Beckloff et al., 2007). The action of DS1 against C. albicans may also
operate through the modulated expression of certain C. albicans genes that control growth

(Bauerova et al., 2012), transition (Cleary et al., 1012), and biofilm formation (Nobile et al.,
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2012). We therefore examined the effect of DS1 on the HWP1 gene. HWP1 is a downstream
component of the cAMP-dependent PKA pathway and is positively regulated by EFG1
(Sharkey et al., 1999). In the present study, the transcript level of HWP1 decreased when
treated with DS1 at 50 and 100 ug/ml. These data suggest that DS1 did indeed impact the
activity of the cCAMP-EFG1 pathway and led to an alteration of C. albicans growth and
morphogenesis. Further research is therefore required to investigate the invasion/virulence
of DS1-treated C. albicans.

It is well known that Candida pathogenesis can be established by virtue of proteolytic
enzymes under the control of Sap genes (Staniszewska et al., 2016). Because DS1
downregulated C. albicans growth and transition, this may have occurred through a
modulation of the Sap genes. Our findings confirm that DS1 is capable of decreasing Sap1,
Sap2, Sap3, Sap9, and Sapl0 mMRNA expression in C. albicans, which may lead to reducing
C. albicans virulence (Staniszewska et al., 2016). Our study thus establishes, for the first
time, a clear link between an antimicrobial peptide (DS1), C. albicans growth, hyphal
morphogenesis, and gene expression. However, the precise interactions between DS1 and
gene expression during C. albicans pathogenesis remain to be elucidated. Future studies
must also focus on the role of DS1 in controlling Candida virulence/pathogenesis in

conjunction with host defenses.

Conclusion

This study is the first to demonstrate that dermoseptin-S1 downregulates C. albicans growth
and transition, resulting in decreased biofilm formation. Also of interest is that these effects
may occur through the modulation of certain C. albicans genes, such as HWP1 and SAPs.
Overall results clearly highlight the potential of DS1 as an antifungal molecule.
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Les levures opportunistes Candida vivent en symbiose de maniere
saprophyte chez 60% des personnes saines. Candida est identifié dans plusieurs
sites du corps humain, dont la cavité buccale, le tube digestif et les voies aériennes
supérieures jusqu’aux intestins, et dans les voies génito-urinaires. C’est un
microorganisme dimorphe et le polymorphisme de C. albicans joue un role
important dans linvasion et I'évasion des cellules de I'héte. La forme hyphe
constitue une forme de virulence de Candida contribuant a la formation de biofilm.
Chez des personnes ayant un faible systéme immunitaire (personnes agées ;
personnes malades qui sont sous immunosuppresseurs comme antibiotiques pour
une longue durée ; personnes HIV+ ; personnes subissant une intervention
chirurgicale, une chimiothérapie, etc.), entre autres, Candida est responsable des
candidoses. L'utilisation d’antifongiques réduit la pathogénése de C. albicans et
améliore la santé et le bien-étre du patient.

Le but de ce travail est d’évaluer I'effet de la DS1 sur la croissance de C.
albicans, sur son changement morphologique et sur sa capacité a former un biofilm.
Nous avons aussi évalué I'impact de la DS1 sur I'expression de certains génes dont
les Saps 1, 2, 3, 9 et 10 et le Hwpl impliqués dans différents processus de
virulence de C. albicans. L’effet sur l'ultrastructure de la membrane des cellules C.
albicans est évalué aussi.

Les résultats ont montré que la DS1 inhibe la croissance de C. albicans.
L’effet inhibiteur est plus important avec la concentration la plus forte de la DS1.
Ces résultats vont dans le méme sens et confirment celle déja rapportée sur l'effet
inhibiteur antifongique de la DS1 sur C. albicans et d’autres microorganismes (Mor
et al., 1994-b ; Savoia et al., 2008 ; Savoia et al., 2010). L'effet inhibiteur du DS1
sur la croissance de C. albicans peut passer par une modification de la structure
membranaire de Candida. En effet, les cellules traitées avec la DS1 montrent une
déformation et une altération de la structure membranaire ainsi qu’'une diminution
de la taille des cellules traitées par la DS1. La DS1 semble se fixer sur les
phospholipides anioniques (chargés négativement) et s’intercalent dans la bicouche
lipidique de C. albicans, grace a sa structure hélice a hélicoidale amphipatique

cationique. Cette fixation permet de créer des pores dans la membrane cellulaire,
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ce qui perturbe son équilibre osmotique et cause la lyse membranaire compléte
(Mor et al.,, 1994-c ; Shai, 2002). Différents modes d’action des PAMs ont été
décrites selon le type d'interaction peptide-membrane bactérienne (Li et al., 2012 ;
Travkova et al., 2017) [Fig. 21].

Des études approfondies ont précisé le mode d'action des dermaseptines sur
la bicouche lipidique anionique représentée dans la formation de « barrel-stave »
[Fig. 21] ou les peptides pénetrent la bicouche lipidique pour former des pores
bordés de peptides, expliquant les invaginations et les déformations observées au

niveau de la membrane (Huang et al., 2010).

Figure 21: Les modes d'action des peptides antimicrobiens (Chan et al., 2006)

Barrel-stave (A), tapis (B), pores toroidaux (C), électroporation moléculaire (D), radeau de
forage (E). La partie rouge du peptide représente une surface hydrophile, tandis que le bleu

est hydrophobe.



La morphologie filamenteuse offre des avantages de survie, de colonisation,
d’'invasion et d’évasion du systeme immunitaire (Justice et al., 2006 ; Chauhan et
al., 2006 ; Abrahams et al., 2006). La filamentation a été impliquée dans la survie
bactérienne lors de l'exposition a des stress environnementaux. En plus de la
résistance aux stress biologiques, la filamentation peut également contribuer a la
résistance d'un agent pathogene aux molécules antimicrobiennes. Les organismes
filamenteux sont couramment observés dans les échantillons cliniques prélevés
chez des patients traités aux antifongiques (Chen et al., 2005 ; Miller et al., 2004 ;
Beaber et al., 2004). Dans ce cas, l'inhibition de la croissance cellulaire n’est peut-
étre pas assez pour combattre un pathogene avec une plasticité morphologique
comme C. albicans. La transition de la forme blastospore a la forme hyphe est un
facteur de virulence important de C. albicans. La DS1 prévient cette transformation
morphologique. En effet, nos résultats ont montré que la DS1 réduit
significativement la transformation de C. albicans, une inhibition importante a forte
concentration. Ces résultats montrent pour la premiere fois la capacité de la DS1 a
inhiber la formation des formes hyphes de C. albicans. Nos travaux sont en accord
avec d’autres travaux montrant une inhibition de la transformation morphologique
de C. albicans par le peptide antimicrobien KSL-W (Théberge et al., 2013) ou la
molécule farnesol (Décanis et al., 2011) dans le but de contréler la pathogénicité de
cette levure.

Une des causes de la résistance des pathogénes est leur croissance sous
forme de biofilms qui sont tolérants ou résistants a la plupart des classes d'agents
antifongiques. Par conséquent, de nouveaux agents anti-biofilm sont nécessaires
pour réduire l'incidence des infections associées au biofilm. De nos jours, les PAMs
sont considérés comme des alternatives ou des compléments précieux aux agents
antifongiques classiques pour combattre les infections fongiques. Nos résultats
démontrent, pour la premiére fois, que la DS1 réduit de facon significative la
formation de biofilm & C. albicans. Ces résultats confirment la capacité de la DS1 a
prévenir la formation du biofilm C. albicans. La DS1 peut étre considérée comme un

candidat potentiel au traitement des infections a Candida (Morici et al., 2016).
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L’effet inhibiteur de la DS1 sur la croissance, la transformation et la formation
de biofilm peut se faire via la réduction de I'expression de certains génes de
virulence C. albicans. En effet, la DS1 diminue I'expression des genes Saps (1, 2,
3, 9 et 10) et de Hwpl. Ces résultats montrent pour la premiére fois une modulation
de ces génes de virulence de C. albicans par la DS1 et vont dans le méme sens
gue ceux obtenus par Théberge et al., (2013) avec un autre peptide antimicrobien,
le KSL-W. Nos résultats confirment d’autres études qui ont montré que la
modulation par régulation négative de plusieurs genes de Candida est critique pour
la croissance, la transformation levure-hyphe, la formation de biofilm, l'invasion
tissulaire et les dommages cellulaires (James et al., 2016).

L'efficacité de la DS1 sur I'inhibition de la transformation de C. albicans était
obtenue quand la DS1 a été rajoutée en début de culture, et dans des conditions
favorisant la transformation (10% du sérum de veau fecetal et incubation a 37°C) de
C. albicans. Il est intéressant de noter que méme a de faibles concentrations, la
DS1 réduit les formes hyphes de C. albicans. L’inhibition du changement de forme
de C. albicans pourrait réduire la formation de biofilms.

Dans cette étude nous avons démontré que la DS1 inhibe la formation de
biofilm de C. albicans lorsque cette molécule antimicrobienne est présente dans le
milieu des le début de la culture. Cependant, il reste a étudier I'effet de la DS1 sur
la perturbation d’un biofilm déja formé (biofilm mature), tel que démontré par
d’autres PAMs dont le KSL-W (Théberge et al., 2013). La réalisation de cette étude
sera intéressante pour voir si la DS1 a un effet sur la formation et sur la dégradation
d’'un biofilm. Nous avons démontré une diminution de I'expression de ces génes
lorsque C. albicans est incubé en présence de la DS1. Cependant, les voies de
signalisations impliquées dans cette inhibition restent a découvrir.

En conclusion, nous avons démontré, pour la premiéere fois que la DS1 est
capable de contrdler la pathogénicité de Candida en réduisant sa croissance, sa
transformation, la formation de biofilm ainsi que I'expression de certains génes de
virulences de C. albicans. L'ensemble de nos travaux suggere que la DS1 pourrait

étre utilisée comme un agent antifongique pour traiter les infections fongiques,
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notamment les candidoses. Cependant, plusieurs études restent a faire avant une

application clinique de la DS1. Ces études pourraient inclure :

Une évaluation de l'innocuité de la DS1 sur les cellules gingivales humaines
Une évaluationde l'effet de la DS1 sur la bactérie S. mutans qui est la cause
des caries au niveau des dents et qui forme souvent des biofilms mixtes
avec C. albicans.

Une étude de l'effet de la DS1 sur le biofilm mixte de C. albicans et S.
mutans

Une évaluation de la possibilité d’inclure la DS1 dans les matériaux de
restauration dentaire pour réduire la formation de dans la cavité buccale. Ce
modeéle s’inspirerait de ce qui existe déja en clinique avec l'utilisation d’'un
matériau de restauration dentaire contenant du fluor pour prévenir la

formation de biofilm.
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