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Introduction générale

Introduction générale

Durant les trois dernieres décennies, les microorganismes ont apporté une contribution
significative dans plusieurs domaines industriels. Parmi ces microorganismes, on recense les
levures : un groupe de champignons microscopiques et unicellulaires, qui présente une grande
importance dans divers secteurs de biotechnologies (Manyri, 2005).

En tant qu’un groupe de microorganismes, les levures présentent une distribution
cosmopolite. Elles peuvent étre isolées a partir des feuilles, des fleurs, des fruits, des insectes, de
I’eau, le sol, etc. (Cabral et al., 2009). Dans les stratégies écologiques, les levures peuvent agir
comme agents antagonistes contre d’autres souches sensibles éventuellement présentes dans le
méme milieu, afin d’éliminer leur acces aux éléments nutritifs et dominer finalement sur la niche
écologique (Cabral et al., 2009). En fait, ce phénomene est basé sur la sécrétion par une souche
de levure dite «Killer » d’une protéine ou glycoprotéine (toxine Killer) ayant une activité létale
ou inhibitrice vis-a-vis des microorganismes cibles, qualifiés de « sensibles », qui appartiennent
soit a la méme espéce, soit a d’autres espéces ou bien aux genres différents de levures (Hua et
al., 2010).

Le phénomeéne killer a été découvert pour la premiere fois chez Saccharomyces cerevisiae
par Bevan et Makower en 1963. Ensuite, I’attention donnée a ce phénomene a augmenté et par
voie de conséquence, les levures Killer ont été identifiées dans environ 100 espéces appartenant a
plus de 20 genres de levures tels que : Candida, Cryptococcus, Hansenula, Kluyveromyces,
Pichia, Zygosaccharomyces, etc. (Hua et al., 2010). En effet, les levures killer et leurs toxines
peuvent présenter des potentialités d’applications dans différents domaines : le domaine des
industries alimentaire et de fermentation, le domaine de la conservation des aliments et le
domaine agricole (Goretti et al., 2009 ; Antonio et al., 2011).

Dans le domaine médical, I’utilisation du caractére killer a été également révélé pour
I’¢laboration de nouveaux agents antifongiques dans le traitement des mycoses humaines et
animales, a été également révélé (Lim & Tay, 2011). Aussi, les trois derniéres décennies ont
assisté a une augmentation dramatique des infections fongiques en raison de I’augmentation de la
population immunodéprimee. Par exemple, la méningite cryptococcose, causée par la levure
pathogene Cryptococcus neoformans, peut provoquer une mortalité de 30% au sein de patients
immunodéprimé. D’un autre coté, le nombre d’agents antifongiques, actuellement disponibles,
avec une faible potentialité d’action. De plus, ils peuvent présenter une toxicité pour I’homme

hote (Tureli, 2005). Par consequent, la recherche pour de nouveaux agents antifongiques avec un
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spectre d’action plus large est devenue nécessaire pour le contréle de la propagation des
mycoses.

Dans cette optique, le présent travail a pour objectif d’évaluation de la production d’une
activité anti-Cryptococcus neoformans par des souches de levures isolées de 1’environnement.

La premiére partie de ce mémoire est une Synthése bibliographique comprenant deux
chapitres. Le premier chapitre décrit le phénomene killer des levures, son réle écologique, son
origine, les caractéristiques et le mode d’action des toxines killer ainsi que les différentes
applications du systéeme Killer. Le deuxieme chapitre représente une description générale de la
levure pathogene Cryptococcus neoformans: classification, morphologie, habitat naturel,
multiplication, mode de transmission, les facteurs de virulence et pathogénicite.

La partie Matériel et Méthodes décrit 1’ensemble du matériel biologique et les techniques
utilisées lors des manipulations effectuées.

Les résultats sont présentés dans la troisiéme partie de ce mémoire accompagnés d’une
discussion spécifique.

La conclusion générale sur le travail présenté cloture ce manuscrit.



Partie I. Synthése bibliographique Chapitre 1. Phénomeéne Killer de levures

1. Introduction

Alors que les antibiotiques et les bactériocines ont été découverts dans la premiere moitié
du XXeme si¢cle, il a fallu attendre les années 1960 pour qu’un principe équivalent soit mis en
évidence chez les levures. C’est ainsi en 1963 que Bevan et Makower ont mis en évidence le
phénoméne killer a partir d’une souche de Saccharomyces cerevisiae isolée de contaminants de
brasserie (Bevan et Makower, 1963 ; Pommier, 2003). Ce phénoméne est basé sur la sécrétion
par une souche dite « killer » d’une protéine ou glycoprotéine de faible poids moléculaire, ayant
une action létale sur des souches de levures « sensibles » de la méme espéce ou d’autres
espéces, sans contact direct de cellule a cellule (interaction indirecte). Ces substances peuvent
exercer des effets antibactériens et antifongiques (Tureli, 2005). L’expression du phénotype
Killer et la production de la toxine, sont simultanément associées a une immunité spécifique
protégeant les levures Killer contre leurs propres toxines (Ivanovska et Hardwik, 2005) mais elles
restent sensibles aux toxines produites par les autres souches de levures (lzgu et al., 2005). On
qualifie de « neutre » une souche qui n’est pas sensible a une toxine et qui n’en produit pas.
Par ailleurs, le phénomeéne killer n’est pas limité au genre Saccharomyces cerevisiae. On le
trouve également chez des levures Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Trichosporon et Zygosaccharomyces (Tableau 1.1) (Golubev
& Péter, 2006). La présence du caractére Killer chez les souches levures indigénes de divers
milieux naturels est trés fréquente et il a été établi que la production de toxine peut constituer un
gros avantage en cas de compétition avec des souches sensibles en condition de limitation
nutritive (Pommier, 2003 ; Schimtt & Reiter, 2008).

Tableau 1.1 — Quelques especes de levure killer.

Espéces de levures

Références

Cryptococcus albidus
Cryptococcus aquaticus
Cryptococcus aerius

C. flavus

Debaryomyces occidentalis
Kluyveromyces polysporus
Pichia acaciae

P. anomala
Zygosaccharomycces bailii
Saccharomyces cerevisiae

Starmer et al. (1987)
Pfeiffer et al. (2004)
Carreiro et al. (2002)
Buzzini and Martini (2000b)
Chen et al. (2000)

Kono and Himeno (1997)
Bolen et al. (1994)

Sawant et al. (1989)

Weiler and Schmitt (2003)
Wickner (1996)
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Figure 1.1 - Le phénoméne killer (Walter et al, 1997).
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2. Rdle écologie du phénomene Killer de levures

Les souches Killer des levures peuvent étre isolées a partir de diverses sources, mais elles
se trouvent plus freguemment dans les habitats ou la densité de la population levuriénne est
relativement élevée, de sorte que la compétition soit plus intense (Golubev & Péter, 2006).

Le role écologique du phénomene Killer des levures (production de toxine et sensibilité) a
été extensivement étudié au sein des communautés des levures de fruits et du matériel végétal en
décomposition (Lim & Tay, 2011). De plus, les fruits semblent étre un principal habitat pour la
production d’activité killer car, ils se caractérisent par un pH faible et une concentration élevée
en sucres (Walter et al.1997). Le systeme Killer présente un impact remarquable sur la
compétition entre les levures apparentées vis-a-vis a leur niche écologique privilégiée. Ceci,
parce que la sensibilité aux toxines killer est spécifique et seules les cellules levuriennes qui
contiennent des récepteurs pour les proteines Killer, sont sensibles a celles-ci (Acun, 2003).

D’autre part, les levures Killer isolées d’habitats particuliers peuvent présenter une activité
killer contre de levures sensibles plus importante des autres habitats par rapport aux souches du
méme habitat. Ainsi, 1’activité killer de Pichia kluyveri sur des levures sensibles des fruits est de
12%. Tandis que son activité contre des levures d’autres habitats est de 64%. De la méme facon,
la majorité des isolats du sol sont sensibles aux protéines Killer produites par des levures
originaires de la phyllosphere, par contre, il existe plusieurs souches résistantes parmi des isolats
de fruits, ce qui indique donc une sélection au sein des communautés vis-a-vis des toxines killer
(GolubevW.I & GolubevN.W, 2004).

La production de toxines Killer présente un outil efficace pour les souches Killer de levures
défendant leur niche écologique de I’invasion par les cellules antagonistes présentant les mémes
besoins nutritionnels et qui peuvent par conséquent, occuper les mémes sites écologiques.
Autrement dit, le phénomene killer présente un réle dans le maintien de la composition de la
communauté levurienne en excluant les cellules compétitives « étrangeres » d’habitats
particuliers (Schmit & Reiter, 2008 ; Lammi, 2011).

2. Origine du systeme killer de levure

Les levures secrétant des toxines sont fréquemment infectées par un virus 8 ARN double
brin, responsable de 1’expression du phénotype killer et la sécrétion de la toxine de 1’hote infecté
et un virus d’aide « helper » assurant la reproduction de I’ARN viral. La protéine Killer peut étre
aussi codée par des plasmides a ADN linéaire double brin ou un chromosome (Vadaz et al,
2000).
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“J el wall]

(a) Mode d’action de la toxine killer K1 de S .cerevisiae

cell cycle arrest+
blockage of DNA synthesis

(b)Mode d’action de la toxine killer K28 de S .cerevisiae.

Figure I1.1 - Mode d’action de la toxine killer secrétée par S.cerevisiae (Schmitt & Breinig,
2002).
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4. Mode d’action des toxines Kkiller

Le mode d'action des toxines killer a été largement étudié pour le systeme Killer K1 et
K2 de S. cerevisiae (Figure 1.1). L’activité killer des toxines de levures killer s’effectue en deux
étapes : la liaison au récepteur de la paroi cellulaire et I’action au niveau de la membrane
cellulaire. Ainsi donc, il a été supposé que certaines protéines Killer se fixent & un récepteur de
la paroi cellulaire, 1,6-B-D-glucane. Ces récepteurs se trouvent a un grand nombre sur les
cellules de souches sensibles ainsi que les souches du phénotype Killer. Cette étape est
indépendante de 1’énergie (Sesti, 2001 ; Acun, 2003).

Par ailleurs, le transfert et I'interaction avec la membrane sont des processus dépendants
de I’énergie. Il a été démontré que des toxines Killer provoquent un changement de la
permeéabilité de la membrane et la création d’un gradient de protons. Cette opération est suivie
par une diminution du pH a I’intérieur de la cellule, l'inhibition des processus métaboliques,
la perte d'ions K™ et d'ATP ce qui se traduit par la mort éventuelle de la cellule sensible.

Contrairement aux autres toxines Killer, la protéine killer KT28 de S. cerevisiae se lie aux
mannoprotéines de la paroi cellulaire. L’interaction avec la membrane cellulaire provoque une
inhibition rapide de la synthese de I'ADN nucléaire (Gintar et al, 2004). La viabilité cellulaire est
perdue plus lentement et la toxine provoque I’arrét du cycle cellulaire dans la phase S (Figure
I.1) (Schmitt & Breinig, 2002)

La toxine Killer de Kluyveromyces lactis entraine un arrét irréversible du cycle cellulaire
dans la phase G1 (Meneghin et al, 2010). De plus, Il a été démontré que les toxines sécrétées par
diverses souches killer du genre Hansenula inhibent la biosynthese des B-1-3-D-glucanes de la
paroi cellulaire de la souche sensible. Par exemple, la toxine de H. mrakii provoque la formation
des pores en inhibant la synthése des f-1-3-D-glucanes ce qui se traduit par une fuite du matériel

cellulaire et éventuellement la mort de la cellule (Marquina et al, 2002).

3. Parameétres déterminant P’intensité de I’interaction

L’intensité de I’interaction killer dépend de la sensibilité propre de la souche considérée,

de la quantité de toxine fixée, de 1’¢tat physiologique des cellules et des conditions

environnementales (Pommier, 2003).
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3.1. Sensibilité

Les premiers ¢éléments déterminant a la fois la vitesse et ’amplitude de 1’action 1étale dans
les systemes killer/sensible sont la nature de la protéine killer en jeu et celle de la souche
sensible. Ainsi, une hiérarchisation des souches de levures peut étre établie selon leur sensibilité
a une méme toxine. Pour ce faire, différentes techniques de quantification de I’interaction ont été
développées. On distingue deux catégories : les techniques en milieu solide basées sur le principe
des antibiogrammes (Janderova et al., 1999), et les techniques en milieu liquide, basées sur un

suivi cinétique de la viabilité de cellules sensibles en contact avec la toxine (Pommier, 2004).

3.2. Quantité de toxine

L’effet killer est dépendant de la concentration en toxine dans le milieu, comme I’ont
montré des tests de croissance de levures sensibles sur du milieu pré-fermenté par des levures
Killer plus ou moins dilué. Au-dela de la concentration absolue en protéine killer, c’est plus
précisément le rapport entre la quantité de toxine et la quantité de cellules sensibles qui est
fondamental (Pommier, 2004 ; Golubev & Péter, 2006). Plusieurs auteurs suggerent ainsi que
pour provoquer la mort d’une levure, il est nécessaire qu’un nombre minimum de molécules de
toxine soient fixées sur sa paroi. Ce nombre minimum est variable d’une souche sensible a une
autre. Palfree et Bussey (1979), annoncent par exemple un chiffre de 6000 molécules pour une
souche sensible S. cerevisiae S6, alors que Bussey et al. (1979), annoncent un chiffre de 28000
molécules pour une souche sensible S. cerevisiae S14a. Il est a noter que méme en conditions de
large excés de toxine, il existe un temps minimum avant d’observer 1’effet killer. Ce temps,
court, correspond aux étapes de migration de la toxine vers la membrane plasmique et de
formation de pores autorisant la fuite de composés intracellulaires (1’étape de fixation sur la
paroi étant quasi-instantanée). Il a été estimé a 20 minutes pour la toxine K1 sur des cellules

sensibles Saccharomyces cerevisiae S6 (Pommier, 2004).

3.3.  Etat physiologique

Probablement en raison du lien existant entre les besoins énergétiques des cellules

sensibles et I’ampleur des dégats causés par la toxine killer, on constate que des levures en phase

8
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exponentielle de croissance sont plus sensibles que des levures en phase stationnaire
(Pommier, 2004).

3.4. Environnement

Température

L’activité optimale des protéines killer se situe généralement entre 15°C et 25°C.
Au-dela de 30°C, la plupart des toxines sont totalement désactivées.

pH

La gamme d’expression de I’activité killer est assez restreinte, puisqu’elle se situe entre
pH 2,5 et pH 7 pour la plupart des toxines.

Présence de sels ou d’ions métalliques

Il a été montré que les cations métalliques Ca?* et Mg?* ou le NaCl sont susceptibles
d’augmenter I’activité de la protéine K1. En revanche, le KCI présent en quantité trop
importante est néfaste a I'expression de I’activité killer.
Présence de composés organiques

L’¢éthanol en concentration élevée atténue parfois I’effet killer, alors que les polyols
assurent le maintien de 1’activité toxique.
Présence de composés spécifiques

La bentonite, les débris de parois cellulaires et les polyphénols, possédent une capacité
d’adsorption des protéines killer et peuvent réduire considérablement la toxicité au sein

des milieux de fermentation (Golubev &Péter, 2006).

4. Intérét du phénomeéne Killer

Le phénomene Killer des levures trouvent des applications dans différents domaines. En

biologie cellulaire, les recherches sur le mode d’action des toxines killer ont conduit a des

avancées dans 1’étude des parois et des membranes plasmiques chez les champignons et les

levures, des mécanismes de transcription protéique et de 1’interaction virus-hote (Marquina et al,

2002). Aussi, il pouvait avoir des applications biotechnologiques a la fois dans les processus de

fermentation et de conservation des aliments et en médecine (Tableau 1.2). Dans la technologie

de I'ADN recombinant, les plasmides killer de S. cerevisiae et K. Lactis servent de vecteurs de

clonage pour I’expression de polypeptides (Meneghin et al, 2010).
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Tableau I .2 - Applications potentielles des toxines killer (Sunee et al, 2009).

Domaines biotechnologiques d’application | Applications

Controle biologique en Agriculture. Activité antifongique contre les champignons
phytopathogénes.

) ] ] Etudes de la biosynthése, la transformation
Recherches en Biologie Cellulaire sur les _ o By
cellulaire et la sécrétion des protéines.
cellules eucaryotes.

. . ] Conservation des aliments.
Technologie Alimentaire

Geénétique Technologie de I’ADN  recombinant
(plasmides vecteur)

Médecine Activité contre les souches pathogenes.

Taxonomie Les tests de sensibilité aux toxines killer

4. Intérét médical du phénomeéne Killer

Le phénomene Killer peut présenter des applications dans le domaine médical, 1’utilisation
de ce phénomene a été également révélé pour 1’¢élaboration de nouveaux agents antifongiques
dans le traitement des mycoses humaines et animales, a été également révélé (Lim & Tay, 2011).
Aussi, les trois derniéres décennies ont assisté a une augmentation dramatique des infections
fongiques en raison de 1’augmentation de la population immunodéprimée. Par exemple, la
méningite cryptococcose, causée par la levure pathogéne Cryptococcus neoformans, peut
provoquer une mortalité de 30% au sein de patients immunodéprimé. D’un autre coté, le nombre
d’agents antifongiques, actuellement disponibles, avec une faible potentialité d’action. De plus,
ils peuvent présenter une toxicité pour I’homme hote (Tiireli, 2005). Par conséquent, la recherche
pour de nouveaux agents antifongiques avec un spectre d’action plus large est devenue

nécessaire pour le contrdle de la propagation des mycoses.
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Partie I. Synthése bibliographique Chapitre 2. Levures pathogenes : C. neoformans

1 .Introduction

Chez les champignons, selon le mode de reproduction sexuée, on distingue les levures
ascomycetes (par exemple : Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula) et les levures
basidiomycétes (par exemple le genre Filobasidiella). Les levures sont des organismes
eucaryotes unicellulaires appartenant au regne des champignons. Toutes les levures du genre
Cryptococcus sont des basidiomycétes microscopiques (environ 4 -8 um) ayant pour particularité
d’étre entourées d’une capsule.

A T’heure actuelle, on référence 58 espéces différentes de Cryptococcus. Ces levures
capsulées sont trés répandues dans le monde mais trés peu d’entre elles sont pathogenes pour
I’homme : Cryptococcus neoformans (2 variétés) et Cryptococcus gattii (2 sérotypes) sont les

deux especes pathogenes majeures (Dorothée, 2010).

2. Taxonomie

C. neoformans (Tableau 11.3) a été décrit par Vuillemin en 1901, il replace ainsi I’espéce
Saccharomyces neoformans dans le genre Cryptococcus. Puis en 1935, Benham démontre des
réactions antigéniques différentes sur 2 souches de C. neoformans. En 1949, Evans répartit les
souches en 3 groupes A, B et C en fonction de leur profil antigénique. L’année suivante, Neill
puis Evans et Kessel mettent en évidence le r6le de la capsule dans la sérospécificité.

En 1968, Wilson décrit le sérotype D grace a des réactions d’agglutination et peu de temps
aprés, Vanbreuseghem et Takashio décrivent une souche de C. neoformans atypique qu’ils
nommeront C. neoformans variété gattii. A partir de 1975, les travaux majeurs de Kwon-Chung
et de son équipe ont permis de révéler I’existence d’une forme sexuée (téléomorphe) en croisant
deux souches de sérotype D : Filobasidiella neoformans D¢s I’année suivante, elle décrit un
téléomorphe différent : Filobasidiella bacillispora en croisant des souches de sérotypes B et C.

En 1999, Franzot propose de créer une nouvelle variété pour le serotype A qui devient
C. neoformans variété grubii.

Enfin, en 2002, Kwon-Chung et collaborateurs suggerent finalement de séparer les deux
especes neoformans et gattii (Freney, 2009).

A ce jour, la nomenclature officielle reconnait deux especes et en résumé le sérotype A
correspond a C. neoformans variété grubii, le serotype D a C. neoformans variété neoformans et
les sérotypes B et C sont regroupés sous 1’espece C. gattii (Institute for International Cooperation
in Animal Biologics, 2005).
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Partie I. Synthése bibliographique Chapitre 2. Levures pathogenes : C. neoformans

Tableau 11.3 - Classification de ’espece Cryptococcus neoformans qui décrite par Vuillemin

en 1901 (Coproweb.free.fr/mycoweb/texte/163.htm).

Régne Fungi

Division Basidiomycota

Classe Tremellomycetes

Ordre Tremellales

Famille Tremellaceae

Genre Cryptoctoccus

Espéce Cryptococcus neoformans

3. Morphologie

Cryptococcus neoformans est une levure sphérique ovoide encapsulée de taille variable
(moyenne de 3-10 um). Cette levure est entourées d’une capsule polyosidique, La capsule est
facilement observable en microscopie optique aprés coloration a 1’encre de chine, en effet les
particules de 1’encre sont repoussées par la capsule entrainant 1’apparition d’un halo autour de la
cellule (Figure 1.3) (Pauw et al., 2008).

Les levures du genre Cryptococcus sont généralement de forme ronde, parfois allongée
ou en forme de citron et certaines espéces de C. gattii peuvent étre elliptiques. Un aspect
de vide (halo) autour des levures peut s’observer, et celles-Ci peuvent avoir une forme en
croissant ce qui rend leur identification plus difficile. Parfois, des levures bourgeonnantes
peuvent former des chaines faisant penser a des pseudomyceéliums.

C. neoformans et C. gattii possedent une capsule qui peut étre parfois beaucoup plus
grande que la cellule elle-méme, mais certaines levures possédent une capsule de petit diametre

la rendant difficile a voir (Freney et al., 2009).
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Partie I. Synthése bibliographique Chapitre 2. Levures pathogenes : C. neoformans

Figure 1.3 - Visualisation par coloration a I’encre de Chine de la capsule polyosidique de

Cryptococcus neoformans (Laborlux x40) (Freney et all., 2009).
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4. habitat

Les 4 sérotypes de C. neoformans (A, B, C et D) ont une répartition géographique et un
pouvoir pathogéne différents : le sérotype A est ubiquitaire et majoritaire (Franzot et al.,
1999), le sérotype D est principalement retrouvé en Europe ou il est responsable de 20 % des
infections en France ( Dromer et al., 2007) et les sérotypes B et C sont isolés dans les régions
tropicales et subtropicales ( Litvintseva et al., 2005). De plus, une épidémie due a un clone
hyper-virulent de seérotype B a été récemment décrite & Vancouver et dans le nord ouest des
Etats-Unis (Datta et al., 2009) .

La levure Cryptococcus neoformans se retrouve dans le sol, les débris végétaux et les
excréments d’oiseaux principalement de pigeons (Casadevall A, 1998). Cryptococcus gattii
a été isolé des feuilles, des fleurs, d’écorces, des débris végétaux et de 1’air environnant de
plusicurs  espéces d’Eucalyptus  (Eucalyptus  camaldulensis, E. tereticornis et E.
gomphocephala) ( Randhawa et al., 2006) et aussi d’amandiers (Terminalia catappa) pour les
souches de sérotype C (Callejas et al., 1998). Mais il a été récemment démontré que le sol serait

le réservoir principal pour cette espece (Kidd et al., 2007).
5. Multiplication

Les souches de C. neoformans et de C. gattii sont généralement haploides. Elles se
multiplient de facon asexuée par bourgeonnement. Les 2 especes ont aussi une reproduction
sexuée hétérothallique c’est-a-dire nécessitant le croisement de deux cellules de « mating type »

(ou signe sexuel) opposé (MAT a et MAT alpha).

Les deux cellules fusionnent, formant un mycélium dicaryotique ce qui aboutit a la
production de basides. Apres caryogamie, méiose et mitoses successives la sporulation entraine

la production de basidiospores échinulées en chaines qui germeront pour donner des levures.

Mais ce mode de reproduction semble peu fréquent dans la nature du fait de la faible proportion
de cellules MAT a.

Toutefois, il existe un autre mode de multiplication observée uniquement chez les
levures MAT alpha : des levures haploides deviennent diploides aprés endoduplication ou fusion
de deux levures (same -sex mating) puis fructifient aprés méiose produisant ainsi des spores
haploides sans intervention directe de souches MAT a. Ce mode de fructification est aussi

appelé « haploid, monokaryotic ou homokaryotic fruiting » (Lin et al., 2005).
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Les basidiospores issues de fructifications monocaryotiques seraient les principaux
agents infectieux. Des croisements entre variétés et méme entre espéces sont aussi
possibles aboutissant notamment a des cellules hybrides de sérotypes AD le plus souvent,
mais aussi BD ou AB (Bovers, et al., 2008 ; Bovers et al., 2006 ; Lin et al.,2007 ; Viviani, et
al., 2006).

6. Mode de transmission

Les spores sont inhalées a I’extérieur, car I’organisme est présent dans le sol (Lin, X.
2009). L'infection est acquise par inhalation, et les personnes infectées peuvent afficher une
gamme de symptdmes allant de la colonisation des voies aériennes sans aucun symptéme a une
pneumonie sévere. Propagent dans le cerveau peut se produire, entrainant une méningo-
encéphalite, qui est mortelle si non traitée (Institute for International Cooperation in Animal
Biologics, 2005).
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Chapitre 2. Levures pathogenes : C. neoformans
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7. Les facteurs de virulence

Les facteurs de virulence augmenter le degré de pathogénicité d'un microbe. C.neoformans
a un certain nombre de facteurs de virulence comme la capsule et la production de mélanine.
Mais, il existe d’autres facteurs de virulence comme la capacité de croitre a température
physiologique de 37°C et la production de certaines enzymes (uréase, phospholipase,

protéinase).
7.1. La Capsule

La capsule, d'une épaisseur quelquefois supérieure au diameétre de la cellule, est formée
soit de microfibrilles enroulées, soit de points; le type “points” se trouve a la périphérie avec ou
sans filaments radiés de type ciliaire. Une zone claire sépare souvent la capsule de la paroi

cellulaire.

La Capsule est de nature polysaccharidique en réponse a de faibles niveaux de fer dans son
environnement et les niveaux physiologiques de CO », C. neoformans peut synthétise une capsule
polysaccharidique épaisse. La capsule interfére avec l'action de cellules spéciales du systéeme
immunitaire appelées macrophages qui dévorent les cellules qui envahissent, protégeant ainsi les

cellules de C. neoformans au systeme immunitaire.

En outre, si les macrophages parviennent a engloutir les cryptocoques, la capsule permet

de survivre et de reproduire a I'intérieur du macrophage (Simmer & Secko ,2003)
7.2. La mélanine

La mélanine est un pigment foncé qui est produit par la polymérisation de composés
appelés polyphénols. C’est un composé semblable a celui qui fait les taches de rousseur brun
foncé. Pour Cryptococcus, la mélanine offre une protection contre un processus appelé oxydation
meurtre. Dans les cellules immunitaires de I'nbte comme les macrophages, la destruction des
cellules étrangéres est accomplie en exposant les cellules engloutis étrangéres a des molécules
hautement réactives appelées radicaux libres, qui réagissent avec les molécules comme I'ADN et
les protéines. Ces réactions incontrdlées souvent fatales. La mélanine sert a protéger les cellules

de Cryptococcus en neutralisant les radicaux libres (Simmer & Secko, 2003).
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8. Pathogenicité

Les deux especes levuriennes: Cryptococcus neoformans et Cryptococcus gattii
provoquent une maladie opportuniste, répandue dans le monde entier, appelée Cryptococcose.

La contamination se fait essentiellement par voie respiratoire, en inhalant des levures
présentes dans 1’environnement (Dromer & Lortholary, 2003). Apres pénétration dans les
alvéoles pulmonaires, le pathogene entre en dormance, probablement dans les macrophages
alvéolaires et ce pendant de nombreuses années (Garcia-Hermoso et al., 2001). Lors de
I’apparition d’un déficit immunitaire, elles pourraient se « réveiller », se multiplier dans les
poumons provoquant une pneumopathie (Lortholary et al., 2004). Dans la majorité des cas, le
pathogene passe alors dans la circulation sanguine et dissémine dans 1’organisme provoquant une
méningo-encéphalite et I’infection d’autres tissus (peau, foie, reins, etc...) (Dromer et al., 2007).
Une méningite cryptococcique non traitée est fatale dans 100% des cas et méme apreés traitement,
le taux de mortalité reste de 10 a 15% (Drothée, 2010).
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique

Quatre souches de levures appartenant au genres : Cryptococcus sp., Meyerozyma
sp., Pichia sp., et Saccharomyces sp., sont utilisées pour le test de la production des toxines
Killer. Les souches sont obtenues a partir d’un isolement du sol de la région de Constantine
(Nord-est algérien), au niveau du laboratoire de Génie Microbiologique et Applications,
Universite MENTOURI — Constantine.

Une souche levurienne pathogéne appartenant a 1’espéce Cryptococcus neoformans, est
également utilisée dans ce travail pour tester sa sensibilité vis-a-vis de I’action killer des
quatre souches levuriennes. La souche pathogéne est récupérée aupres du Centre Hospitalo-
universitaire (CHU) BENDADIS de Constantine.

1.2. Milieux de culture

Le milieu YPGA (1.0% extrait de levure, 1.0% peptone, 2.0% glucose et 2.0% agar) est
utilisé pour la culture et la maintenance des souches de levures étudiées (Figure 11.1).

Le milieu YPGA-BM (1.0% extrait de levure, 2.0% peptone, 2.0% glucose, 2.0% agar,
0,003% bleu de méthyléne, tamponné a pH 4,5 avec un tampon citrate-phosphate 0.1 M)
est utilisé pour le test de la mise en évidence de I’activité killer sur boites de Pétri
(Lim & Tay, 2011).

L’extrait de levure et la peptone apportent a ces milieux de culture des sources d’azote,
de carbone, de vitamines, de minéraux et d’acides aminés. Quant au glucose, il constitue a la
fois une source d’énergie et de carbone.

Concernant le bleu de méthylene, celui-ci constitue un colorant spécifique pour les

cellules levuriennes mortes dans le milieu YPGA-BM.
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Figure 11.1 — Aspect macroscopique des souches de levures étudiées apres culture sur milieu
YPGA a 25°C pendant 24 heures. (A) : Cryptococcus sp. ; (B) : Meyerozyma sp. ; (C) : Pichia
sp. ; (D) : Saccharomyces sp. ; (E) : Cryptococcus neoformans.
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1.3. Tampon

Le tampon citrate — phosphate 0.1M, pH 4,5 est composé de ’acide citrique (CeHgO7)
0,1 M et du phosphate di-sodique (NazHPO4) 0,2 M.

e Préparation du tampon

- Solution A : 0,1 M acide citrique, anhydre 19,2 g/L
- Solution B : 0,2 M Na2HPOg4, anhydre 28,4 g/L

1. Mélanger 270 ml de la solution A avec 230 ml de la solution B.
2. Verifier le pH (4,5) et ajuster le.

3. Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a un volume total de 1 L.

2. Méthodes

2.1. Maintenance des souches de levures

Les différentes souches de levures utilisées dans ce travail de mémoire sont cultivées et

maintenues sur milieu YPGA a 4°C.

2.2. Mise en évidence de ’activité killer contre Cryptococcus neoformans

Les cellules de la levure pathogéne Cryptococcus neoformans, potentiellement
sensibles, sont cultivées a 25°C sur milieu YPGA pendant 24 heures ensuite, elles sont
suspendues dans 1’eau distillée stérile pour obtenir une suspension de cellules avec une
densité d’environ 10° cellules/ml (Hua et al., 2010). Aprés, 100 pl de cette suspension est
mélangé parfaitement avec 20 ml du milieu YPGA — BM, qui est maintenu fondu a une
tempeérature de 45°C dans un bain-marie puis coulé dans une boite de Pétri (100 x 15 mm).

Aprés la solidification du mélange gélose — suspension, les souches des levures
potentiellement killer, Cryptococus sp., Meyerozyma sp., Pichia sp., et Saccharomyces sp.,
sont ensemencées en spots a la surface du milieu de culture aprés avoir été cultivées sur
milieu YPGA pendant 24 heures et a 25°C.
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Les quatre souches étudiees sont ensemencées dans une méme boite de Pétri
(Figure 11.2). Les cultures sont incubées a 25°C pendant 5 jours avec une observation
quotidienne. Aprés croissance, 1’apparition d’une zone claire d’inhibition entourée par de
petites colonies bleues autour des cultures des souches potentiellement Kkiller, révele la

production d’une activité killer contre la levure pathogéne Cryptococcus neoformans.

Figure 11.2 - Test de la mise en évidence de [Iactivité killer des souches
Cryptococcus sp. (A) ; Meyerozyma sp. (B) ; Pichia sp. (C) et Saccharomyces sp. (D), contre

Cryptococcus neoformans.

22



PARTIE Il. Matériel et Méthodes

2.3. Effet de la concentration du NaCl sur Pactivité killer

La mise en évidence de I’activité killer des souches contre Cryptococcus neoformans
est testée en absence du NaCl et en sa présence avec des concentrations de 1% et de 3% afin
de tester 1’effet de 1’absence ou de la présence du NaCl sur la production de 1’activité killer

contre Cryptococcus neoformans.
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Figure 111.1 — Test de I’expression du phénotype killer contre Cryptococcus neoformans sur
milieu YPGA-BM (pH 4,5) aprés 5 jours d’incubation a 25°C. (I): 0% NacCl ; (I1): 1% NaCl ;
(111): 3% NaCl. (A): Meyerozyma sp. ; (B): Pichia sp. (Z) : Zone d’inhibition.
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Résultat et discussion

Cette étude est menée dans le but de tester le potentiel killer de quatre souches levuriennes
contre une souche clinique pathogéne, Cryptococcus neoformans. Les quatre souches testées sont
isolées a partir du sol de la région de Constantine (Nord-est Algérien), au niveau du laboratoire
de Génie Microbiologique et Applications, Universit¢t MENTOURI — Constantine.

La mise en évidence de cette activité est réalisée par la technique de culture mixte des
souches levuriennes, qui est une méthode de diffusion en milieu gélosé. Pour cela, un milieu de
culture, YPGA-BM, tamponné a pH 4,5 avec un tampon citrate-phosphate (0,1 M) est utilisé
dans ce travail. Le test de la production de I’activité anti-C. neoformans est également réalisé en
présence des concentrations de 1% et 3% de NaCl afin d’évaluer son effet sur 1’expression du
phénotype killer.

Le résultat de ces tests montre qu’aprés 5 jours d’incubation a 25°C, les isolats
appartenant aux genres Meyerozyma et Pichia développent une zone claire d’inhibition entourée
par de petites colonies bleues. Cette zone d’inhibition devient plus claire en présence des
concentrations de 1% et de 3% de NaCl dans le milieu (Figure 111.1). Les souches Meyerozyma
sp. et Pichia sp. Produisent donc une activité killer contre C. neoformans.

Cependant, les souches Cryptococcus sp. et Saccharomyces sp. ne développent aucune

zone d’inhibition et par conséquent, elles n’expriment pas un phénotype killer (Tableau I11.1).

Tableau I11.1 - Activité killer des quatre isolats de levures sur milieu YPGA-BM,

en présence des concentrations de 0%, 1% et 3% de NaCl.

Souches de levures | Expression du phénotype killer contre C. neoformans.

testées 0% NaCl 1% NacCl 3% NaCl

Cryptococcus sp. - - -

Meyerozyma sp. + + +

Pichia sp. + + +

Saccharomyces sp. - - -
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Différents travaux de recherche (Boekhout & Scorzetti, 1997 ; Crizeo et al., 1999 ; Cenci
et al., 2004 ; Fuentefria et al., 2005 ; Dubash et al., 2010) rapportent I’expression du caractére
Killer contre des isolats cliniques de C. neoformans chez des souches de levures.

Selon Fuentefria et al., (2006), des souches levuriennes, HB55 et HB88, appartenant a
I’espéce Pichia ohmeri sont capable de produire une activité killer contre toutes les souches
testées de C. neoformans (vars. neoformans, grubii et gatii). De plus, Dubash et al., (2010)
révélent qu’une souche levurienne appartenant a 1’espéce Pichia anomala montre un effet killer
imporatnt contre C. neoformans.

D’autre part, Marquina (1997), Golubev (2006) et Hernandez (2007) affirment que 1’action
antifongique des toxines Killer produites par certaines levures halotolérantes (Candida,
Debaryomyces et Pichia spp. etc.) peut étre renforcée en présence du NaCl ce qui concorde avec
nos résultats. Aussi, Llorente et al., (1997) rapportent que I’activité killer de Pichia anomala, qui
est testée en présence 0%, 3% et 6% du NaCl augmente avec I’augmentation de la concentration
du NaCl. Ceci s’accorde donc avec notre résultat.

Par ailleurs, les résultats négatifs qui sont trouvés dans ce présent travail trouvent une
explication dans les travaux de recherche de Dubash et al., (2010) qui nous informent que la
production du phénoméne Kkiller chez les levures peut dépendre de certaines caracteres
écologiques tels que la région et I’habitat a partir duquel les levures killer sont collectées. En
effet, les fruits semblent étre I’habitat le plus important pour la production du phénomene killer
au sein des communautés de levures. Cet habitat est caractérisé par un pH faible et une
concentration élevé en sucres. De plus, les travaux de recherche de Cabral et al., (2009)
rapportent que le sol peut constituer aussi un réservoir pour les levures Killer puisque les fruits
pourris tombant dans le sol ainsi que les insectes vecteurs visiteurs des fruits peuvent jouer un
grand role dans la propagation des souches killer dans le sol.

Dans cette optique, les souches, Meyerozyma sp. et Pichia sp. utilisées dans ce travail et
qui sont trouvées productrices d’une activité killer, sont collectées a partir d’un sol agricole de la
région de Constantine (Nord-est algérien), qui est riche en arbres fruitiers. Tandis que les
souches Cryptococcus sp. et Saccharomyces sp. sont isolées a partir d’un sol forestier qui est
riche en couvert végétal mais reste pauvre en arbres fruitiers.

Ces résultats negatifs peuvent étre également expliqués par 1’absence de récepteurs
spécifiques aux toxines Killer sur la paroi cellulaire de C. neoformans (Musthaq et al., 2010).

Par ailleurs, le milieu de sélection de ’activité killer, YPGA-BM, utilisé dans ce travail est
largement employé et recommandé par la plupart des auteurs (Golubev, 2006 ; Sangorrin et al.,

2007 ; Hernandez et al., 2008). En effet, la composition du milieu ainsi que la solution tampon
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(tampon citrate-phosphate) utilisés peuvent affecter la sensibilité du test. Cependant, les
conditions optimales peuvent ne pas garantir 1’efficacité du test car la caractéristique principale
des toxines killer est la spécificité de leur action toxique. Par conséquent, le choix de la souche
cible est donc essentiel pour la détection des levures killer (Golubev, 2006).

Selon De Oliva Neto et al., (2004) I’effet killer dépend également de la concentration en
toxine dans le milieu et pour provoquer la mort d’une levure sensible, il est nécessaire qu’un
nombre minimum de molécules de toxine soit fixées sur ses parois.

En conclusion, nous pouvons dire que I’activité killer exprimée contre la souche pathogene
C. neoformans prédispose les souches productrices, Meyerozyma sp. et Pichia sp. a des
applications médicales. Cependant des études plus profondes sont nécessaires afin de réaliser des
investigations sur la possibilité d’appliquer les toxines synthétisées comme nouveaux agents

antifongiques.

27



Conclusion générale

Conclusion générale

L’objectif principal de ce travail est la recherche d’une activité anti-Cryptococcus
neoformans, produite par des souches de levures isolées a partir du sol de la région de
Constantine (Nord-est algérien). Les souches testées pour I’expression de 1’activité killer sont :
Cryptococcus sp., Meyerozyma sp., Pichia sp. et Saccharomyces sp.

Le test de la mise en évidence de I’activité Killer contre C. neoformans sur le milieu
YPGA-BM en présence des concentrations de 0%, 1% et 3% de NaCl a révélé que seules les
souches Meyerozyma sp. et Pichia sp. expriment un phénotype killer. Tandis que les souches
Cryptococcus sp. et Saccharomyces sp. n’en posseédent pas.

Ceci nous permet de dire que Meyerozyma sp. et Pichia sp. sont des souches
halotolérantes et la présence du NaCl dans le milieu peut renforcer la production de leur
caractéere Killer.

Enfin, nous pouvons dire que le potentiel Killer des souches Pichia sp. et Meyerozyma sp.
exprimé contre la souche pathogene C. neoformans semble étre intéressant et peut qualifier les
souches productrices a des applications médicales.

Cependant, des études plus profondes sont nécessaires afin de réaliser des investigations
sur la possibilit¢ d’appliquer les protéines killer synthétisées comme nouveaux agents

antifongiques.
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Théme : Mise en évidence d’une activité anti-Cryptococcus neoformans chez des
souches de levures

Résumé

Quatre souches de levures, isolées a partir du sol dans la région de Constantine (Nord-est
Algérien), au niveau du laboratoire de Génie Microbiologique et Applications, Universit¢ MENTOURI
— Constantine et qui appartiennent aux genres : Cryptococcus, Meyerozyma, Pichia et Saccharomyces,
sont testées pour leur potentiel Killer contre une souche pathogéne de 1’espéce Cryptococcus
neoformans.

Le test de la mise en évidence de I’activité Killer est réalisé sur le milieu YPGA-BM, tamponné a
pH 4,5 avec un tampon citrate-phosphate (0,1 M), en présence des concentrations de 0%, 1% et 3% de
NaCl afin d’évaluer son effet sur I’expression du phénotype killer. Le résultat du test montre qu’aprés 5
jours d’incubation a 25°C les isolats appartenant aux genres Meyerozyma et Pichia développent une
zone claire d’inhibition entourée par de petites colonies. Cette zone d’inhibition devient plus claire en
présence des concentrations de 1% et de 3% du sel. Les deux isolats de levures testées produisent donc
une activité killer contre C. neoformans, tandis que les souches Cryptococcus sp., et Saccharomyces sp.
n’en possedent pas. Aussi, le maintien de I’expression du phénotype killer chez Meyerozyma sp. et
Pichia sp., en présence du sel, montre que ces derniéres sont des levures Killer halotolérantes.

En conclusion, nous pouvons dire que le potentiel killer des souches Meyerozyma sp., et Pichia
sp. exprimé contre la souche pathogene C. neoformans semble étre intéressant et peut qualifier les
souches productrices a des applications médicales. Cependant, des études plus profondes sont
nécessaires afin de réaliser des investigations sur la possibilit¢é d’appliquer les protéines killer

synthétisées comme nouveaux agents antifongiques.
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- Abstract

Four yeast strains, isolated from soil in the Constantine region (North-eastern Algeria), in
the laboratory of Microbiological Engineering and Applications, University Mentouri -
Constantine and belonging to the genera Cryptococcus, Meyerozyma, Pichia and
Saccharomyces, are tested for their potential killer against a pathogenic strain of the species
Cryptococcus neoformans.

The test of the identification of the killer activity is carried on YPGA- BM buffered to pH
4.5 with citrate-phosphate buffer (0.1 M) in the presence of concentrations of 0%, 1% and 3%
NaCl to assess its effect on the expression of the Killer phenotype. Result the test shows that after
5 days of incubation at 25 ° C isolates belonging to the genera Pichia Meyerozyma and develop a
clear zone of inhibition surrounded by small colonies.

This inhibition zone becomes clearer in the presence of concentrations of 1% and 3% salt.
The two yeast isolates tested thus produce a killer activity against C. neoformans, while strains
Cryptococcus sp., and Saccharomyces sp. have none. Also, the maintenance of killer phenotype
in Meyerozyma sp. and Pichia sp. in the presence of salt, shows that they are halotolerant killer
yeasts.

In conclusion, we can say that the potential killer strains Meyerozyma sp., And Pichia sp.
expressed against the pathogenic strain C. neoformans appears to be interesting and may qualify
the producing strains for medical applications. However, deeper studies are needed to carry out
investigations on the possibility of applying the killer protein synthesized as new antifungal

agents.

Keywords: Yeast, killer phenomenon, test, anti-Cryptococcus neoformans.
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