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Résumé : Les levures pathogenes du genre Candida peuvent causer une infection grave
chez ’homme et sont reconnues comme des agents majeurs des infections nosocomiales.
Le but de notre travail est d’évaluer pour la premiere fois I’activité antifongique de 1’acide
indole-3-acétique vis-a-vis d’une souche de référence Candida albicans (IP444) par deux
techniques de diffusion sur milieu solide sabouraud. La nystatine, un médicament
antifongique, a été utilisee comme témoin positif au cours de notre étude. L’acide indole
acetique posséde une activité anticandidosique plus ou moins importante qui est faible par
rapport a la nystatine. Les diamétres des zones d’inhibition obtenu avec la nystatine allant
jusqu’a 37.50 mm tandis que 1’acide-3- indole acétique a une activité antifongique, avec
des diamétres des zone d’inhibition compris entre 11 et 37 mm. Les valeurs de la CMI
pour la nystatine et 1’acide indole acétique sont 12.8 mg/mL et 12 mg/disque
respectivement. L’acide indole acétique est un composé naturel peut etre utilisé comme un

nouveau agent antifongique pour le traitement des candidoses.

Mots clés : Candida albicans, acide indole-3-acétique, activité antifongique, CMI.
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Abstract: Pathogenic yeasts of the genus Candida can cause a serious infection in humans
and are recognized as major agents of nosocomial infections. The purpose of our work is to
evaluate for the first time the antifungal activity of indole-3-acetic acid against a Candida
albicans reference strain (IP444) by two solid medium diffusion techniques Nystatin was used
as an a positive control anti-fungal drug. Indole acetic acid has a more or less important
anticandidosic activity which is weak compared to nystatin. The diameters of the inhibition
zones obtained with nystatin up to 37.50 mm while the 3-indole acetic acid has antifungal
activity, with diameters of the inhibition zone of between 11 and 37 mm. The CMI values for
nystatin and indole acetic acid are 12.8 mg / mL and 12 mg / disc respectively. Indole acetic
acid is a natural compound that can be used as a new antifungal Agent for the treatment of
candidiasis.

Key words: Candida albicans, indole-3-acetic acid, antifungal activity, CMI.
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Introduction

Au cours des 20 derniéres années, le nombre d’infections fongiques invasives est en
progression, en raison de l’augmentation du nombre de patients en état
d’immunodépression sévere. Les candidoses sont les infections fongiques les plus

fréguentes en pathologie humaine (Sekkat et al., 2015 ).

L'accroissement des infections fongiques, notamment celles qui sont dues a la
prolifération du genre Candida, parmi les patients immunodéprimés (patients ayant subi
une transplantation d'organes et donc soumis a un traitement immunosuppresseur, patients
immunodéprimé a la suite d'un traitement antimitotique ou d'une infection par le VIH) et le
développement de souches résistantes aux médicaments utilisé soulignent la nécessité de la

découverte de nouveaux agents antifongiques (Giordani et Kaloustian, 2006).

Les especes de Candida sont un bon exemple; bien qu’ils soient considérés comme un
micro-organisme commensal, vivant sans a-coups dans les plis et les crevasses chauds
internes du tractus gastro-intestinal, ils peuvent causer des problémes, principalement des
infections vaginales (Brunke et Hube, 2013; Tsai et al., 2013).

Les espéces Candida sont classées comme ayant une importance médicale majeure, a
savoir Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilose,
Candida stellatoidea, Candida krusei et Candida kyfer, Candida albicans étant le plus
important (Silva et al., 2011; Sullivan et al., 2004; Westwater et al., 2007).

En effet, le développement d’une candidose est une complication hospitaliére
particulierement redoutée en raison du risque de mortalité élevé (40 a 60%). Candida
albicans est la cause principale des candidoses rencontrées. Le spectre des pathologies
déterminées s’étend des mycoses superficielles aux infections profondes pouvant survenir
en milieu hospitalier. Ces infections profondes peuvent affecter tous les organes avec un

taux de morbidité et de mortalité important (Sekkat et al., 2015).

Les infections a Candida albicans, autrefois opportunistes, est en passe de devenir une
préoccupation majeure en raison de la multiplication du nombre de patients fragiles (multi-
opérés, immunodéprimés, etc.), des problemes de résistance de certaines souches aux

médicaments usuels et de la cytotoxicité des antifongiques systémiques.



Introduction

Face a ces constats, la recherche de nouveaux antifongiques naturels s’est avérée
nécessaire et s’est orientée vers les molécules bioactives (Koffi et al., 2013). Par
conséquent, I’objectif principal de cette étude est d’évaluer le pouvoir antifongique d’acide
indole 3-acétique (AIA) comme produits anticandidosiques. Dans cette perspective, les
axes abordés dans ce travail sont les suivants :

B Evaluation de activité anticandidosique d’AIA par la technique de disque et de
puits sur milieu solide sur Candida albicans (IP 444).
B Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’ AIA.
Ce manuscrit comporte trois principales parties et sera sequencé comme suit :

La premiére partie concerne une synthese bibliographique sur Candida albicans et
candidose puis des généralités sur les antifongiques. La deuxiéme partie illustre le matériel
biologique et les méthodes utilisés pour répondre aux objectifs fixés.la troisieme partie
décrit les résultats trouvés et leur comparaison avec ceux cités dans la littérature. L ’étude
est achevée par une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus et

éventuellement des perspectives d’avenir.
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Chapitre 1. Généralités sur Candida albicans & les candidoses

1. Candida
1.1 Définition

Les Candida sont des champignons levuriformes polymorphes se reproduisant par
bourgeonnement. C’est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie, diploide pouvant
mesurer de 3 a 15 um. Elles sont fréquemment retrouvées dans les muqueuses et sur la peau,
c¢’est pourquoi elles sont décrites comme des microorganismes commensaux (Damiens, 2012).
1.2 Taxonomie :(Born, 2013)

Régne: Champignons

Phylum: Ascomycetes

Classe: Saccharomycetes

Ordre: Saccharomycétales

Genre: Candida
1.3 Caracteres morphologiques
Candida albicans peut exister sous quatre stades morphologiques différents :
1.3.1 Les blastospores ou blastoconidies

Elles se présentent sous forme de petites cellules ovoides de 3,5 a 6 micrométres sur 6 a
10 micromeétres. C'est la forme la plus courante de multiplication de Candida albicans
saprophyte. Cette cellule peut émettre un bourgeon qui donnera une cellule fille identique a la
cellule mere (Buffo et al., 1984).
1.3.2 Le pseudo — mycélium

Mesurant de 500 a 600 um de longueur et de 3 & 5 um de largeur, composée d’un
assemblage de cellules mises bout a bout pour simuler un filament mycélien.
Chaque compartiment cellulaire est identique en longueur, contient la méme quantité de
matériel génétique, mais différe du précédent en quantité de cytoplasme et de ces constituants.
Il se forme par croissance tubulaire a partir du bourgeon de la blastospore.
Le pseudo - mycélium restera attaché a la cellule mere et les deux cellules seront
individualisées par une zone d'étranglement sans cloison vraie (Buffo et al., 1984).
1.3.3 Le mycélium

Champignon filamenteux, spécifique de I’espece Candida albicans, ou la conversion d’une
levure en filament mycélien passe par I’intermédiaire d’une structure appelée le tube

germinatif. Cette forme favorise I’invasion des tissus et des organes de 1’hote.
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On peut en rencontrer dans les tissus infectés. Il s'agit de la blastospore qui a donné naissance
a un tube germinatif pour former un vrai mycélium, dont chaque élément sera individualisé
par de vraies cloisons (Buffo et al., 1984).
1.3.4 Chlamydospores

Sont des structures terminales ou latérales arrondies. Elles sont formées par épaississement
du thalle, mesurent deux fois la taille du blastospore et possédent une paroi plus épaisse. Les
chlamydospores sont la forme de résistance de Candida albicans et participent a
I’identification du champignon en laboratoire. Elles sont rarement mises en évidence in vivo
(Cole et al., 1991). Toutes ces transitions morphologiques se mettent en place en réponse a
des changements de conditions environnementales, et permettent ainsi au champignon de

s’adapter a différentes niches biologiques (Molero et al., 1998).

Figure 1: Morphologie de Candida albicans (Tortora et al., 2001).

1.4 Habitat

Candida albicans est un champignon cosmopolite dont les fréquences d’isolement
montrent que chez des sujets sains la levure se répartit différemment en fonction des sites de
prélevement : peau (3%), vagin (13%), tractus ano-rectal (15%), cavité buccale (18%),
estomac et duodénum (36%), et jéjunum et iléon (41%). Le réservoir principal est donc le

tube digestif ou la fréquence de portage varie selon les sujets (Lagane, 2007).
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1.5 La reproduction :
1.5.1 Reproduction asexuée

Le mode de multiplication de C. albicans est principalement de type asexué excepté pour
C. krusei, C. guilliermondii, C. kefyr et C. lusitaniae pour ne citer que les plus connues. La
multiplication est assurée par bourgeonnement de la blastospore a un pdle particulier de la
cellule, donnant naissance, aprés division du noyau par simple mitose et septation de la
cellule, a une blastospore fille qui se dissocie ultérieurement de la blastospore mére (Odds,
1979). Sous certaines conditions (température, pH, composition du milieu de culture), la
séparation ne se produit pas a la suite de la septation. Les cellules restent attachées les unes
aux autres et forment une chaine plus ou moins ramifiée appelée pseudomycélium. Toutes les
levures du genre Candida sont capables de former un pseudomycélium excepté C. glabrata.
Les conditions favorisant la formation de pseudomycélium favorisent également la formation
de myceélium vrai chez C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis. Ce deuxiéme mode de
multiplication végeétative consiste en une croissance apicale, conduisant tout d'abord a la
formation d'un tube germinatif puis d'un filament mycélien. Le filament mycélien se présente
sous la forme d'articles cellulaires cylindriques uninucléés et séparés par des cloisons ou septa
incomplets avec persistance d'un pore central assurant la continuité cytoplasmique
(Odds,1979 ; Odds, 1985 ; Staebell et Soll , 1985).

1.5.2 Reproduction sexuée

C. albicans a été considéré pendant tres longtemps comme un champignon diploide
asexué. Mais depuis la découverte du Mating Type Locus (MTL) et des conditions
nécessaires a la reproduction de C. albicans, a été établi un cycle parasexuel (reproduction et
réduction du génome mais sans méiose) comme possible modele de reproduction sexuée de C.
albicans (Johnson, 2003). En analysant le génome de C. albicans, une région similaire au
MTL de S. cerevisiae a été identifiée montrant ainsi que C. albicans porte les deux alleles du
MTL et que c’est un diploide a/o (Hull et Johnson, 1999). Les souches homozygotes pour le
locus MTL sont compétentes pour le mating. La coincubation des souches auxotrophiquement
complémentaires a/a et o/a produit des tétraploides prototrophiques via la fusion
intercellulaire (Hull et al., 2000 ; Magee et Magee, 2000). Puis une réduction chromatique
(sans méiose et donc sans brassage génétique par simple perte aléatoire de chromosome)

permet de revenir au stade diploide.
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Figure 2 : Cycle reproductif des levures du genre Candida (Miossec, 2013).

1.6 Pathogénicité

Candida albicans est I’agent étiologique majeur des candidoses superficielles et profondes
(Born, 2013).

Candida albicans est un membre de la flore normale du tractus digestif, de 1’appareil
respiratoire, du vagin et de la bouche. Chez les individus sains, Candida albicans ne cause pas
de maladie. Son développement est inhibé par les autres microbes. Cependant si 1’équilibre de
la flore normale est troublé, candida peut se multiplier rapidement et produire une candidose
(Prescott et al., 2003).

Candida albicans elle secréte des protéases qui modifient la membrane plasmique des cellules
hotes, ce qui permet la fixation de la levure a la cellule héte puis sa croissance (Tortora et al.,
2001).
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2. Les candidoses

Les candidoses sont les infections fongiques les plus fréquentes en pathologie humaine
(Pihet et Marot, 2013). Les champignons pathogénes impliqués dans ce processus infectieux
sont des levures du genre Candida. Les Candida sont a I’origine de nombreuses atteintes
cutanées, phanériennes, oro-oesophagiennes et systémiques graves (Lapierre, 1985 ; Midgley
et al., 1998). Parmi elles, Candida albicans et Candida tropicalis sont trés souvent isolées
surtout Candida albicans (Dieng et al., 2005 ; Dupont et al., 1997). Les Candida sont des
pathogénes opportunistes ayant une activité néfaste sur des terrains fragilisés pouvant
conduire a des issues dramatiques. Cela est fréquent chez les immunodéprimés, surtout les

personnes vivant avec le VIH, chez qui, 1’évolution des candidoses est souvent mortelle.
2.1 Aspect clinique

2.1.1 Les candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes et sont trés variées :
Candidoses digestives : Les levures du genre Candida sont responsables de 90% des mycoses
du tube digestif. Elles sont généralement provoquées par un passage a 1’état pathogeéne de ces
microorganismes endogeénes a la faveur d’une défaillance de 1’hote. C. albicans est 1’agent
étiologique majeur. Il est a noter que si les candidoses digestives, comme les autres
candidoses superficielles, ne présentent que trés peu de risque de complication chez le sujet
immunocompétent, il en est autrement chez les sujets immunodéprimés.

Candidoses buccales : Ces candidoses sont fréquentes aux ages extrémes de la vie. Chez le
nouveau-né, I’immaturité du systéme immunitaire et le développement incomplet de la flore

buccale expliquerait une prévalence du muguet buccal de 5% a 7%( Chabasse et al., 2006).

Figure 3: Muguet a Candida (Bouchara et al., 2010)
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Candidose oropharyngeée : C’est I’infection fongique la plus répandue chez les sujets VIH+.
Entre 80% et 90% des patients développeront cette pathologie au cours de 1’évolution de leur
maladie (Lucht ,1996 ;Ranganathan et Hemalatha,2006).

Candidose oesophagienne : Candidose la plus fréquente aprés la candidose oropharyngée,
elle est fréquente chez le sujet atteint du sida. Au moins 75% des patients séropositifs pour le
VIH et atteints par une OPC sont également victimes d’une candidose oesophagienne (Lopez-
Dupla et al., 1992 ; Reef et Mayer, 1995).

Figure 4: Candidose oesophagienne (Pierquin, 2010).

Candidose gastro-intestinale : L’infection a Candida est de loin la cause la plus fréquente
d’oesophagite chez le patient VIH+ (plus de 20%), suivi par le cytomégalovirus (environ
10%) et le virus Herpes simplex (Chong et Lim, 2005). Il est généralement admis que la
plupart des candidémies ont pour point de départ le tractus gastro-intestinal (Nucci et
Anaissie, 2001).

Candidose vaginale : la majorité des cas de vulvovaginites candidosiques concernent des
femmes en parfaite santé et répondent trés bien a un traitement antifongique classique.

20% a 25% des patientes asymptomatiques en age de procréer présentent une colonisation
vaginale par des levures du genre Candida (Goldacre et al., 1979).

On estime que 75% des femmes connaitront un épisode au moins de candidose vaginale
durant leur vie, 40% a 45% plusieurs épisodes (Sobel, 1988).

Candidoses cutanées : L’intertrigo a Candida intéresse toutes les zones soumises a la
macération: plis sous-mammaires, axillaires et inguinaux mais aussi le sillon inter-fessier et
les espaces interdigitaux des mains et des pieds. La surcharge pondérale, le diabéte, le port de

vétements serrés sont des facteurs favorisants (Chabasse et al., 2006).
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La prévalence des levures du genre Candida est beaucoup plus élevée au niveau des mains
(jusqu’a 40%) qu’au niveau des pieds (moins de 10%) ; (Foster et al., 2004). Probablement

par auto-contamination du sujet.

Figure 5: Intertrigo interdigital candidosique (Mokni et al., 2014)

La candidose cutanéo-muqueuse chronique : inclut un ensemble de maladies rares ou la
réponse immunitaire est altérée sélectivement contre les Candida. Elle se caractérise par une
persistance ou une récurrence d'infections de la peau, des ongles et des muqueuses chez le
nouveau-né ou le jeune enfant essentiellement causées par Candida albicans
(Kirkpatrick,2001). Cette affection est souvent associée a une polyendocrinopathie auto-
immune.
2.1.2 Les candidose profondes

Les candidoses profondes, aussi appelées candidoses viscérales, sont le plus souvent des
infections nosocomiales, et sont préoccupantes du fait de leur morbi-mortalité importante. Il
s'agit le plus souvent d'une altération d'origine endogene ou exogene, comme nous I’avons vu,
avec comme sites de dissémination les reins, le coeur, les poumons, le foie, les yeux, le
systéme nerveux et la peau (Chabasse et al., 2006). Leur prévalence a augmenté d'une
maniere réguliere au cours des vingt derniéres années et a méme doublé entre 1980 et 1990
(ceci notamment a cause de ['utilisation de traitements immunosuppresseurs, de
chimiothérapies extrémement efficaces pour diminuer les réponses immunitaires et
d’interventions chirurgicales lourdes...); (Chabasse et al., 2006). Dans les candidoses
profondes, il existe plusieurs types d’infections. On retrouve la candidémie qui se définit par

I’isolement d’un Candida par au moins une hémoculture positive (Trapes, 2009).
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Les candidoses dites profondes ou viscérales sont 1’atteinte d’au moins un site profond,
par exemple le péritoine. Puis, on peut déclarer une candidose disséminée ou systémique ou
I’on retrouve souvent plusieurs atteintes, comme la peau, les os, le coeur, les yeux, les reins et

les méninges.

Figure 6: Septicémie a levures (Caraés,N. 2016 ).

2.2 Facteur prédisposant a I’infection candidosique

La prolifération de Candida est favorisée par des facteurs qui provoquent un déséquilibre
de I'organisme (Musy, 1994).
Ces facteurs peuvent étre intrinseques ou extrinseques:
Les facteurs intrinséques liés a [’hote: Des facteurs physiologiques : [’dge, la
grossesse...etc. Des facteurs locaux : la macération, I’humidité, les traumatismes ou les
brdlures. Le terrain : une baisse de 1’état général, les endocrinopathies telles le diabéte, les
immunodépressions dont le SIDA et toute autre affection infectieuse ou maligne telle le
cancer ou les hémopathies.
Les facteurs extrinséques : La prise de médicaments : des antibiotiques, des corticoides, des
immunosuppresseurs et des hormones contraceptives. La chirurgie surtout digestive et

cardiaque, les transplantations d’organes, la pose de cathéters intraveineux, de prothéses... etc.
(Musy, 1994 ; Koenig, 1995).

10



Chapitre 1. Généralités sur Candida albicans & les candidoses

2.3 Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique d’une candidose (Sullivan et al., 2004 ; Vaubourdolle, 2007).
Repose essentiellement sur la mise en évidence et 1’identification de 1’espéce en cause. Ce
diagnostic passe par plusieurs étapes :

2.3.1 Les prélévements

Les prélévements sont variables et sont fonction de la localisation de la lésion. Ainsi, dans
la candidose oro-pharyngée le prélevement se fait par écouvillonnage stérile humidifié ; dans
la candidose oesophagienne les prélevements se font par cytobrossage et biopsie sous
endoscopie. Ces preléevements sont mis dans des flacons stériles aprés Iégére humidification
sans fixateur.

2.3.2 L’examen direct

Il permet de juger le caractére pathogéne de la souche et est corrélé a I’abondance de la
culture. II peut se faire entre lame et lamelle a 1’état frais ou aprés coloration au bleu lactique ;
en réalisant un frottis coloré au Gram, MGG ou au bleu de méthyléne.

Pour un examen histologique des biopsies les colorations au PAS ou Gomori-Grocott
peuvent étre utilisées. Concernant les cytobrossages on peut utiliser des techniques
d’imprégnation argentique ou la coloration de Papanicolaou (PAP). Cet examen permet
d’observer 1’état frais, des levures arrondies ou ovalaires, de 2 a 4 microns de diamétre, non
pigmentées et non capsulées, bourgeonnantes, accompagnées ou non de filaments ou de
pseudo-filaments mycéliens appartenant au genre Candida spp. Sur coupe histologique, des
levures avec ou sans filaments. La réaction PAS est positive du fait de la présence de
mucopolysaccharides dans la paroi.

2.3.3 Laculture

Elle se fait sur milieu de Sabouraud additionné d’antibiotiques (gentamicine,
chloramphénicol), ou milieu Sabouraud-Actidione pour C. albicans L’incubation se fait a une
température variant de 30-37°C. Cependant, la culture seule des échantillons n’est pas
suffisante pour distinguer une colonisation d’une infection invasive.

2.3.4 L’identification

Le développement des colonies se fait en 24-48h. L’identification se fait apres isolement
sur : Milieu Sabouraud : les colonies apparaissent blanc-crémeuses, pouvant avoir une surface
lisse (C. albicans), brillante ; Milieu chromogéne tel que le Chromagar, les colonies

apparaissent pigmentées, pouvant étre verte (C. albicans).
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L’identification plus spécifique des especes du genre Candida repose sur les téchniques
suivantes (Vaubourdolle, 2007) :
- le test de blastese ou test de filamentation en suspension dans un milieu riche (sérum de
cheval) a 37°C, au bout de 4h on note I’apparition d’un tube germinatif a partir des levures.
- la recherche de chlamydospores sur milieux pauvres tels que RAT, RA ou PCB, a 25°C, les
blastospores de C. albicans forment un pseudomycélium qui porte des spores arrondies a
paroi épaisse, ce sont les chlamydospores.
- les milieux RAT, RA ou PCB, permettent de confirmer le genre Candida.
- 'auxanogramme qui est 1’é¢tude de ’assimilation des sucres par voie oxydative par les
différentes especes de Candida.
- les sérologies et hémocultures a la recherche de Candida ne contribuent pas au diagnostic de

la CO ou de la COP en dehors d’une candidose disséminée.
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1. Généralités sur les antifongiques

Le développement de molécules antifongiques pour la médecine humaine n’a réellement
débuté que vers 1980. Sauf en régions tropicales, les mycoses systémiques étaient rares et
I’amphotéricine B, commercialisée en 1955, permettait de traiter ces mycoses vraies
(blastomycose, histoplasmose aux USA, par exemple). Dans les pays développés, I’incidence
des mycoses opportunistes (candidoses systémiques, aspergilloses invasives, cryptococcose
neuroméningée) a fortement augmenté parallelement avec celle des traitements
immunosuppresseurs, antibiotiques ou I’émergence du SIDA (Adriaenssens et al., 2010).

La membrane fongique est constituée de protéines, de phospholipides et de stérols, dont
I’ergostérol est le principal. Certains antifongiques auront pour cible cette membrane
(polyénes) ou bien ses constituants (azolés, allylamines) ;( Granier , 2000). L’ergostérol est
important pour la fluidité¢ et ’intégrité membranaire mais aussi pour les fonctions d’enzyme
liées & la membrane, jouant un rdle dans la croissance et la division cellulaire. La chitine
synthétase fait partie de ces enzymes (Granier , 2003).

Les antifongiques sont des substances capables d’inhiber spécifiquement les différents
champignons isolés en mycologie médicale. lls agissent soit en détruisant les cellules
fongiques (fongicides), soit en limitant leur développement (fongistatiques) (Kamil, 2015).

2. Cibles des antifongiques

- L’ergostérol membranaire : la membrane plasmique de la levure est constituée d’une
bicouche lipidique incrustée de protéines. Cette membrane joue le rble de barriére entre le
microorganisme et 1’extérieur, tout en permettant les échanges. L’ ergostérol est un constituant
essentiel nécessaire au maintien de la structure. L’activité fongique des dérivés azolés repose
sur I’inhibition de la syntheése de 1’ergostérol, empéchant la constitution d’une membrane
plasmique fonctionnelle. Les polyénes, tels que 1’Amphotericine B (AmB), quant a eux,
interagissent directement avec ce constituant membranaire. Cette interaction forme des pores
perméables dans la membrane de la levure (Lagane, 2007).

- La paroi cellulaire fongique : c’est la cible privilégiée des échinocandines. Elles inhibent
la biosynthese des glucanes de la paroi par I’inhibition de la -1,3-glucane synthétase. Cela
entraine 1’arrét de la synthése de la paroi cellulaire (effet fongistatique), suivi de sa
destruction (effet fongicide) ;(Lagane, 2007).

- Le métabolisme pyrimidique : certains antifongiques tels que les dérives pyrimidiques
peuvent inhiber la biosynthése d’ADN ou encore interférer avec la traduction des ARNm en

protéines fongiques (Lagane, 2007).
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3. Les différentes classes des antifongiques
3.1 Les polyénes

De la famille des antibiotiques antifongiques, 1’amphotéricine B est 1’agent le plus
couramment employé produit par des bactéries du genre streptomyces, ces antibiotiques se

combinent aux stérols de la membrane plasmique des mycétes, ce qui rend cette derniére trés
perméable et cause la mort de la cellule (Tortora et al., 2001).

OH O OH OH OH OH ©
Amphotéricine B (heptaéne)
CoH-O N  PM 92409 HOOC 0
OH (H,
HO HO HyC
NHJ_-,H o e e e, s, OH
O CH,
CH;,

Figure 7: Structure chimique de I’ Amphotéricine B (Bourouda, 2010).

> Nystatine

La nystatine (produite par Streptomyces noursei) : elle est active a I’égard de la plupart des
dermatophytes et contre de nombreux agents responsables de mycoses profondes. Cependant,
la nystatine présente une toxicité qui limite son utilisation a un usage exclusivement topique

(notamment des infection a candida de la région buccale et de la région vulvo-vaginale) ;
(Giordani et Kaloustian, 2006).

Nystatine (1étraéne) OH O OH OH OH OH O
CoHsO; N  PM 926.1

w
<4H2 r}_ S s

Figure 8: Structure chimique de la nystatine (Bourouda, 2010).
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3.2 Les azolés

Dont les imidazoles et les triazoles ,sont des agents antifongiques qui entravent surtout la
synthese des stérols de la membrane des mycetes ,les imidazoles tels que le clotrimazoles et le
miconazole sont généralement administrés par voie topique pour traiter les mycoses cutanées
comme le pied d’athléte ou les infections vaginales a champignons .pris oralement ,le
kétoconazole, un autre imidazole, est efficace contre de nombreuses infections fongiques
systémiques . Les infections fongiques systémiques sont souvent traitées avec le fluconazole

et I’itraconazole, qui sont des triazoles (Tortora et al., 2001).
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F;u—\.f'i—'\\}cl 4
'l I o
/— 2 g pu— 25 4 >——c:
\\\._/( CH;—C—N \~— £ >—OC)+:—L—I)_ \_7/
J

N &

Miconazole Ketoconazole
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Figure 9: Dérivés azolés (Pelayo, 2013).
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3.3 Flucytosine

Est un antifongique qui interfére avec la synthese de I’ADN et de L’ ARN .elle est absorbée
de facon préférentielle par les cellules fongique. Son spectre d’action ne couvre que quelques

infections fongiques systémiques (Tortora et al., 2001).

NH,
N% F
I-D/J%N

5-fluorocytosine
S>FC

Figure 10: Structure chimique de 5- fluorocytosine (Bourouda, 2010).
3.4 Echinocandines

Les échinocandines représentent une nouvelle classe d’agents antifongiques administrés
par voie parentérale. Elles inhibent la glucane synthase, responsable de la synthése du -(1,3)-
D-glucane, constituant majeur de la paroi fongique.

En brisant I’intégrité structurale de la cellule fongique, elles entrainent un déséquilibre
osmotique, puis finalement sa lyse (Denning, 2003).

Figure 11: Structure chimique de caspofungine (Bourouda, 2010).
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4. Traitements antifongiques

Candida, comme son héte humain, est un organisme eucaryote, et de ce fait, le nombre de
cibles thérapeutiques potentielles est limité. Une bonne molécule thérapeutique est
caractérisée par un large spectre d’action dans le régne fongique, une action fongicide plutot
que fongistatique et peu ou pas d’effets sur les cellules de 1’hote. Les premiers traitements par
la nystatine et I'amphotéricine B, qui ont pour cible I'ergostérol de la membrane plasmique,
ont été disponibles dans les années 50. L’arsenal antifongique s’est considérablement enrichi
ces derniéres années avec la commercialisation des nouvelles formulations lipidiques de
I’amphotéricine B et le développement de molécules originales dans des classes

d’antifongiques nouvelles (Elkirat, 2010).

Tableau 01: Cibles primaires et mode d'action de plusieurs antifongiques (Spampinato et
Leonardi, 2013).

Classe d’antifongique Mode d’action Médicaments
Miconazole
Econazole
, Inhibiteurs de la lanostérol | Kétoconazole
Azolés "y
14-a-déméthylase Fluconazole

Itraconazole
Voriconazole
Posaconazole
Caspofungine
Micafungine
Anidulafungine

Inhibiteurs de la (1,3) -B-D-

Echinocandines
glucane synthase

Nystatine

Fixation d’ergostérol Amphotéricine B

Polyénes

Inhibiteurs de la synthese

Analogues Nucleoside ADN / ARN Flucytosine

_ \ Terbinafine

Allylamines Inhlbltelgrsoie(;?l:equalene- Amorolfine
POXy Naftifine

Thiocarbomates Inhibiteurs de la squalene- | Tolnaftate

époxydase Tolciclate
(. Interaction avec la - Griseofulvine
antibiotique .
tubuline
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5. Mécanismes moléculaires de la résistance aux antifongiques

L’antifongique doit pénétrer dans la cellule fongique intacte et se fixer sur sa cible pour
perturber le fonctionnement cellulaire et parvenir a un effet fongistatique. Deux mécanismes
moléculaires de résistance aux antifongiques (Ghannoum et Rice, 1999) :

B La modification ou la surexpression de la cible ;

B La surexpression de pompes membranaires d’efflux, ce qui diminue ;

B [’accumulation dans la cellule de I’antibiotique.

1. Défaut d'entrée

3. Modification de la cible T

A
{ . B
I\ \ 5. Inactivation de la molécule

2. Surexpression

de pompes
[ i d’efflux

N 4. Su1 expression de la cible

A Molécule antifoneiaue active

™

Pompe d’efflux

Cible de ’antifongique

o Molécule antifongique
IAVAN ) nactivée
'\ / Cible altérée / modifiée

Figurel2 : Schématisation des potentiels mécanismes moléculaires de résistance des

champignons aux antifongiques (Yang et Lo, 2001).
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1. Matériels
1.1 Materiel biologique
1.1.1 Souche fongique Candida albicans

L’évaluation de I’activité antifongique de ’acide indole 3- acétique (AlA) a été faite sur la
souche de référence Candida albicans (IP 444). Cette souche est fournie par le Laboratoire
Vétérinaire Régionale de la wilaya de Laghouat.
1.1.2 Les produit chimiques et milieux de culture

Le méthanol (99.5%) est utilisé comme solvant pour préparer une solution d'acide indole
3-acétique a 200 mg/mL. La sensibilité de la souche Candida albicans est déterminée par la
nystatine.

La culture de la levure Candida albicans est réalisée dans le milieu solide Sabouraud.
L’eau physiologique est utilisée pour la préparation de I’inoculum (Annexe).

2. Méthode

2.1 Test de sensibilité de la souche

La sensibilité de la levure Candida albicans (IP444) est déterminée par la mesure de ’effet
de la nystatine a différentes concentrations sur milieu sabouraud solide par la méthode de
disques et de puits. Dans des boites de Pétri préalablement ensemencées avec un inoculum
d’une DO de 0.1 mesurée a 620 nm d’une suspension fongique on dépose a 1’aide d’une pince
stérile des disques de papier Whatman N°3 de 10 pl de la nystatine ou 30 pl de la nystatine
par puits a différentes concentration. Les boites de pétri sont incubées a 37°C pendant 48 h.
Le diamétre de la zone d’inhibition (mm) est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse.
2.2 Détermination de I’activité antifongique de I’acide indole 3-acétique

Deux méthodes sont réalisées dans cette étude pour la détermination de I’activité
antifongique de I’AIA :
2.2.1 Méthode de disques

Des disques de papier wattman stérile N°3 de 6 mm de diamétre imprégnés de 10 pl
d'acide indole 3-acétique a 200 mg/mL sont déposés a la surface d’un milieu Sabouraud
préalablement ensemencé avec un inoculum d’une DO mesurée a 620 nm préparé a partir
d’une culture pure de Candida albicans. L’un des disques est imprégné du méthanol

seulement servant comme témoin négatif. Les boites sont incubées a 37 °C pendant 48h.
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2.2.2 Méthode des puits

L’activité inhibitrice de l'acide indole 3-acétique est déterminée par la méthode des puits.
Qui consiste a effectué des boites déja ensemencees par la suspension fongique a 1’aide d’un
écouvillon.

Un volume de 30 pl d'acide indole 3-acétique a 200 mg/mL est ajouté a 1’aide d’une
micropipette dans les puits de chaque boite. Dans une boite de Pétri, le puit est rempli
seulement avec du méthanol pur a la place d’AIA qui est utilisée comme témoin négatif.

Les boites sont incubées a 37 °C pendant 48h. Les diametres des zones d’inhibition seront
mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse.

2.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice : CMI
La concentration minimale inhibitrice (CMI) : ¢’est la concentration minimale pour laquelle il
n’y a aucune croissance visible a I’oeil nu. (Yaye et al., 2011).

La CMI d'acide indole 3-acétique est déterminée selon la méthode de la dilution en milieu
solide. Nous avons préparé une série de dilution d'acide indole 3-acétique pour avoir des
concentrations comprises entre 1,2-40 mg/mL. 10 pl de I'acide indole 3-acétique a été poser
sur des disques de 6 mm de diamétres qui par la suite déposés eux—mémes sur milieu gélosé
préalablement ensemencé et 30 ul de l'acide indole 3-acétique injectés dans les puits. Les
boites, ainsi préparés sont, incubées a 37°C pendant 48 h. L’inhibition de la croissance est
traduite par ’apparition de halos clairs au tour des disques et puits et les résultats sont

exprimés en mesurant le diamétre de ces zones d’inhibition.

20



Résultats et discussion



Résultats et discussion

1. Etude de ’effet de la nystatine sur Candida albicans

La sensibilité de la souche Candida albicans (IP444) a était étudiée en mesurant le
diamétre de la zone d’inhibition de la croissance fongique en présence de différente
concentration de la nystatine comme antifongique standard.
D’aprés les photos (1) et (2) on constate que la nystatine exerce un effet antifongique plus ou
moins elevé sur Candida albicans avec formation d’un halo autour des disques ou des puits

montrant ainsi que cette levure était sensible a cet agent antifongique et que 1’activité

antifongique augmente avec 1’augmentation de la nystatine.

Photo 1 : Résultats de I’effet de la nystatine sur Candida albicans (IP444) déterminé par la
méthode de puits.

Photo 2 : Résultats de I’effet de la nystatine sur Candida albicans (IP444) déterminé par la
méthode de disques.

On remarque aussi que le méthanol n’a aucun effet antifongique sur la levure et il a était
utilisé comme solvant pour préparer la nystatine.

En présence d’une concentration finale de la nystatine a 64 pg/mL un diamétre d’inhibition
d’environ 10.75 et 14.02 mm ont été obtenu par les méthodes de disque et de puits
respectivement. La valeur de la CMI a était determinée par la méthode de diffusion sur disque

qui égale a 12.8 mg/mL.
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Tableau 2 : Résultats de I’effet de la nystatine sur Candida albicans (1P444).

Nystatine Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
(mg/mL) Méthode des disques Méthode des puits

0.00256 6.00 9.46

0.0128 6.00 13.32

0.064 10.75 14.02

8 11.91 15.34

200 29.28 23.13

1000 32.35 37.54

2. Effet antifongique de I’acide indole 3-acétique sur Candida albicans

2.1 Méthode de diffusion en milieu solide

L’effet antifongique de I’acide indole 3-acétique (AIA) sur la croissance de Candida
albicans (IP444) sur milieu sabouraud a été étudié par deux techniques de diffusion (méthode
de disque et des puits). D’apres les photos (3) et (4) on remarque que le diamétre d’inhibition
augmente avec I’augmentation de la concentration de I’AIA dans le milieu. Le méthanol n’a

aucun pouvoir antifongique sur la levure.

Photo 3 : Résultats de I’effet de ’acide indole 3-acétique sur Candida albicans (IP444)
déterminé par la méthode de diffusion sur disque. T : Témoin ; 1 :200 mg/ml ; 2 :150 mg/ml ;

3:100 mg/ml ; 4 :75 mg/ml ; 5 :50 mg/ml.
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Photo 4 : Résultats de 1’effet de I’acide indole 3- acétique sur Candida albicans (1P444)
déterminé par la méthode de diffusion sur puits. T : Témoin ; 1:200 mg/ml ; 2 :150 mg/ml ;
3:100 mg/ml ; 4 :75 mg/ml ; 5 :50 mg/ml.

Les résultats de la mesure des zones d’inhibitions sont indiqués dans les Tableau (3) et (4).
L’ATA a 50 mg/mL exerce une activité anti-candidosique elevée avec un diamétre
d’inhibition d’environ 17 et 30 mm, déterminé par les méthodes de diffusion sur disque et

puits, respectivement.

Tableau 3 : Résultat de la méthode des disques de 1’effet antifongique de I’ AIA sur Candida
albicans (1P444).

AIA (mg/mL) 0 50 75 100 150 200

Diametre de la zone
d’inhibition en (mm) 6,00 +0,00 17,45 +0,33 19,95+ 0,21 20,1+494 238+212 26,8 + 2,54

Tableau 4 : Résultat de la méthode des puits de I’effet antifongique de I’ATIA sur Candida
albicans (1P444).

AIlA (mg/mL) 0 50 75 100 150 200
Diametre de la zone

d’inhibition en (mm) 6,00+£0,00 29,9+0,00 28,85+1,2 28,9+0,98  29,25+0,35 30,5+0,00
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2.2 Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a consisté a déterminer la
plus faible concentration d’un agent antimicrobien nécessaire pour inhiber totalement la
croissance fongique (Kanoun et al., 2015).

La CMI d'acide indole acétique est déterminé selon la méthode de la dilution en milieu
solide et les résultats ainsi trouvés sont regroupés dans les Tableaux (5) et (6). Par rapport aux
résultats decrits précédement, la nystatine a le pouvoir anticandidosique le plus elevée par
rapport a I’acide indole 3-acétique.

D’apreés les photos (5) et (6) on constate que la valeur de la CMI est de 12 mg/disque et 2,4
mg/puits.

Photo 6 : Résultats de I’effet de 1’acide indole 3-acétique sur Candida albicans (1P444)

déterminé par la méthode de diffusion sur puits.

Les résultats trouves sont regroupés dans le tableau (5) et (6). Les valeurs indiquées sont les

moyennes de deux mesures.
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Tableau 5 : Résultat de la détermination de CMI par la méthode de disque de I’effet de I’AIA
sur Candida albicans.

AlA (mg/mL) 0 40 12 2,4 1.2

Diamétre de la zone
d’inhibition en (mm) 6,00+0,00 16,14+1,3 11,07+0,31 6,00+0,00 6,00+0,00

Tableau 6 : Résultat de la détermination de CMI par la méthode de puits de I’effet de I’AIA
sur Candida albicans.

AIA (mg/mL) 0 40 12 2.4 1.2

Diameétre de la zone
d’inhibition en (mm) 6,00+0,00 37,12+0,007 17,13+0,45 11,83+0,28 6,00+0,00

Selon les travaux menés par Rao et al. (2010), I’acide indole 3-acétique induit une
transition morphologique au niveau de la croissance de la levure Candida albicans qui se
traduit par I’apparition des formes myceliennes moins pathogeénes. Ces memes auteurs ont
constaté que I’AIA est capable d’inhiber la croissance de Candida albicans sur milieu solide.

Chitra et al. (2017) ont trouvé qu’un hydrogel a base d’acide indole 3-acétique a 200
pug/mL est capable d’inhiber la croissance de la levure Candida albicans ou une zone
d’inhibition d’environ 15.67 mm a était obsrvée.

L’effet antifongique de I’AIA peut etre aussi expliqué par son pouvoir mutagéne (Doi et
al., 1973).
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Conclusion

Le genre Candida comprend environ 200 espéces différentes, mais seules quelques espéeces
sont des agents pathogenes opportunistes pour I'nomme et sont a l'origine d'infections lorsque
I'néte devient affaibli ou immunodéprimé. Les infections a Candida peuvent é&tre
superficielles ou invasives. Les infections superficielles affectent souvent la peau ou les
muqueuses et peuvent étre traitées avec succes par des antifongiques topiques. Cependant, les
infections fongiques invasives mettent souvent la vie en danger, probablement en raison de
méthodes de diagnostic inefficaces et de thérapies antifongiques initiales inappropriées. Ici,
nous passons brievement en revue nos connaissances actuelles sur les especes pathogenes du
genre Candida et les causes d’infection a levures, puis nous concentrons sur les médicaments
antifongiques et les mécanismes de résistance actuels. Un apercu des nouvelles alternatives
thérapeutiques pour le traitement des infections a Candida est également fourni.

Pour cette raison nous avons évalué I’activité anticandidosique d’AIA par la technique de
disque et de puits sur milieu solide sur Candida albicans (IP 444). Les résultats trouvés dans
cette étude ont clairement montré que C.albicans a exercé une activité inhibitrice assez
importance malgré que le rendement de 1’ AIA était plus au moins faible par rapoort aux autres
antifongiques utilisés dans des études précédentes.

Les CMI trouveées, ont montré I’efficacité thérapetique et I’importance de 1’AIA par rapport a
la nystatine comme antifongique de référence.

L’acide indole 3-acétique a une bonne activité contre la souche fongique Candida
albicans. Par conséquent, d’autres études plus poussées sont souhaitables afin de comprendre
le mécanisme d’action et aussi de tester son effet sur d’autre microorganismes tels que les

bactéries et les moisissures.
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Annexe

Composition de milieu de culture : Sabouraud

Eaudistillée...........cooiiiiiii gsp 1000 mL.
Peptone. ... .o Sg.

DeXtIOSE. .ttt 40g.
AQAr-agar. ... 15g.

(0 1<) | 1 P 50.

PH. o 5,6(0,2).

Eaudistillé..........ooooiiii gsp1000mL.
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Abstract : Pathogenic yeasts of the genus Candida can cause a serious infection in
humans and are recognized as major agents of nosocomial infections. The purpose of our
work is to evaluate for the first time the antifungal activity of indole-3-acetic acid against a
Candida albicans reference strain (IP444) by two solid medium diffusion techniques.
Nystatin was used as an a positive control anti-fungal drug. Indole acetic acid has a more
or less important anticandidosic activity which is weak compared to nystatin. The
diameters of the inhibition zones obtained with nystatin up to 37.50 mm while the 3-indole
acetic acid has antifungal activity, with diameters of the inhibition zone between 11 and 37
mm. The CMI values for nystatin and indole acetic acid are 12.8 mg/M| and 12 mg/disc,
respectively. Indole acetic acid is a natural compound that can be used as a new antifungal
agent for the treatment of candidiasis.

Keywords : Candida albicans, indole-3-acetic acide, antifungal activity, CMI.

Résumé : Les levures pathogénes du genre Candida peuvent causer une infection grave
chez I’homme et sont reconnues comme des agents majeurs des infections nosocomiales.
Le but de notre travail est d’évaluer pour la premiere fois I’activité antifongique de I’acide
indole-3-acétique vis-a-vis d’une souche de référence Candida albicans (IP444) par deux
techniques de diffusion sur milieu solide sabouraud. La nystatine, un médicament
antifongique, a été utilisée comme témoin positif au cours de notre étude. L’acide indole
acétique posséde une activité anticandidosique plus ou moins importante qui est faible par
rapport a la nystatine. Les diametres des zones d’inhibition obtenu avec la nystatine allant
jusqu’a 37.50 mm tandis que 1’acide-3- indole acétique a une activité antifongique, avec
des diamétres des zone d’inhibition compris entre 11 et 37 mm. Les valeurs de la CMI
pour la nystatine et 1’acide indole acétique sont 12,8 mg/mL et 12 mg/disque
respectivement. L’acide indole acétique est un composé naturel peut etre utilisé comme un
nouveau agent antifongique pour le traitement des candidoses.

Mots clés : Candida albicans, acide indole-3-acétique, activité antifongique, CMI.




