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Introduction générale

Les levures sont des champignons unie@iés eucaryotes se reproduisant par
bourgeonnement ou par scissiparité. Elles se trdguparmi trois classes de champignons,
caractérisés par leur mode de reproduction : lesogcetes, les Basidiomycetes et les
Champignons Imparfaits. Par ailleurs, les levurest des organismes eucaryotes les plus
simples ; leurs cellules comportent des envelopmulaires, un cytoplasme contenant des
organites et un vrai noyau, entouré d'une membranejui renferme des chromosomes
(Ribéreau-Gayost al., 2004).

Ces microorganismes sont mis en contribution daressisecteurs des biotechnologies et
de la recherche biomédicale. En effet, la levBaiecharomyces cerevisiae ainsi que d’autres
levures, ont été largement utilisées dans le doamaiédical puisque I'expression élevée de leurs
protéines constitue un avantage pour la product@protéines médicalement importantes telles
que les hormones, les facteurs de croissancentgsnes, etc. (Tureli, 2005).

D’autre part, de puissantes protéinésgoamgiques sont naturellement produites par divers
groupes d’'organismes comprenant des bactériesctdaapignons, des insectes, des vertébrés,
des invertébrés et des plantes (Vigalal., 2002 ; Tureli, 2005). De méme, de nombreuses
levures dites « killer » sécretent des substanohg@ptidiques ayant une action létale (protéines
killer) contre des souches « sensibles » appartenanmémes ou a d’autres especes de levures
y compris les especes pathogénes (Eua., 2010). Ces propriétés antilevuriennes conférent
donc aux protéines killer des potentialités d’agadion dans le domaine de la protection et du
traitement des infections par des levures pathagéran particulier, contre I'espéce
Candida albicans (Pommier, 2003 ; Lime & Tay, 2011).

Durant ces dernieres années, la fréqudeseinfections &andida a augmenté d’'une
maniere considérable, en particulier, chez leseptti immunodéprimés. AussGandida
albicans, parmi toutes les espéces du gebaadida, est responsable de la plupart des infections
fongiques systémiques. Cette levure pathogene peugit, attaquer tous les organes du corps
puisqu’elle est I'espece levurienne la plus commuerd isolée du sang (Tureli, 2005;
Lim & Tay, 2011). Les isolats no@andida albicans, tels queCandida glabrata, Candida
tropicalis et Candida parasilosis sont considérés comme de nouveaux agents pattsgene

émergents (Lim & Tay, 2011).
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De plus, la plupart de ces agents pathegeérésistent aux agents antifongiques
conventionnellement utilisés. Ces derniers sonitésnaux dérivés azotes, I'amphotéricine B et
le 5-fluorocytosine.

Cependant, de nombreux polypeptides aBtusemi-synthétiques et synthétiques sont
capables d’inhiber la croissance ou tuer une laggenme de champignons pathogénes
(Tureli, 2005).

Dans cette optique, le présent travaibarbjectif d’évaluer la production de protéines
killer, par des souches de levures, contre I'espati'ogené€andida albicans.

La premiere partie de ce mémoire est 8pethése bibliographique comprenant deux
chapitres. Le premier chapitre décrit le systemerkides levures, sa fréquence parmi les
especes, les caractéristiques, les bases genduagsegrétion et le mode d’action des protéines
killer ainsi que les différentes applications dstsyne killer. Le deuxieme chapitre représente
une description générale de la levure patho@amelida albicans : classification, habitat naturel,
reproduction, aspect macroscopique et microscopidaeteurs de virulence et pouvoir
pathogene.

La partie Matériel et Méthodes décrinsemble du matériel biologique et les techniques
utilisées lors des manipulations effectuées.

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

La conclusion générale sur le travaikprée cloture ce manuscrit.
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1. Introduction

En 1963, Bevan et Makover furent les peesna constater, chez les levures, que quelques
isolats de Saccharomyces cerevisiae pouvaient tuer d’autres souches de la méme espéce
(Bevan & Makover, 1963). Cet effet a été appeldénpmene killer » et la substance produite
« toxine Killer ». Les levures «killer » sécretatdans le milieu, des toxines polypeptidiques
(Schmitt & Reiter, 2008), appelées protéines ounts killer, ayant une action |étale contre
d’autres souches qualifiées de « sensibles » quaripnnent a la méme espéce ou a d’autres
especes de levures sans contact direct d’'une edldellule (interaction indirecte) (Pommier,
2003). De plus, les toxines killer de certainesches de levures peuvent inhiber aussi la
croissance de certaines bactéries pathogenes a fgaxstii et de champignons phytopathogéenes
(Tareli, 2005). Les souches sécrétrices d’'une ®xdonnée sont insensibles a celle-ci, mais
peuvent étre tuées par une toxine gqu’elles ne jwedtipas. Par ailleurs, d’autres souches dites
« neutres » ne produisent pas de toxines, maisrésigtantes a celle-ci. La plupart des protéines
killer sont glycosylées et leur production dépetrictement du pH et la température du milieu
(Hernandezt al., 2008). Dans les derniéres anneées, les levultes ¢t été ainsi classées en 11
groupes (K1- K11) en fonction de leur spectre ddarcet leur interaction avec d’autres souches
de levures (Ribéreau-Gayehal., 2006).

2. Fréquence du phénotype killer parmi les levures

Le phénotype killer est tres fréquentnuales levures et il peut étre trouvé a la fois
chez les isolats naturels de levures ou dans léscttons des souches de levures du laboratoire
(Hua et al., 2010). Jusqu’a présent, les levures productrieesogines killer sont distribuées
dans environs 100 especes appartenant a plus dge@@s de levures ascomycétes et
basidiomycetes (Tableau I.13¢lubev, 2006)

Plusieurs types de souches killer oétiéentifies chez certaines espedgsytococcus
laurentii, Issatchenkia orientalis, Pichia anomala, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces
cerevisiae) (Golubev, 2006 ; Lim & Tay, 2011)
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Tableau 1.1 —Espéces de levures dont I'activité killer a éténdatrée.

Especes de levures

Références

Bullera alba

B. hannae

B. unica

Candida albicans

C. glabrata

C. cacaoi

C. berthetii

Cryptococcus aerius

C. podzolicus

C. flavus

C. albidus

Curvibasidium pallidicorallinum

Cystofilobasidium bisporidii
Debaryomyces car sonii

D. occidentalis

D. castellii

Fellomyces penicillatus
Filobasidium capsuligenum
Hanseniaspora uvarum

H. vineae

H. valbyensis
Issatchenkia orientalis

|. scutulata

Kloeckera lindneri

K. polysporus

Pichia acacia

P. anomala

P. ciferrii

Rhodotorula glutinis

R. glutinis

Saccharomyces cerevisiae

S paradoxus

S. unisporus

Tilletiopsis albescens

T. flava

Williopsis pratensis

W. saturnus

Zygosaccharomyces bailii
Z. florentinus
Z. fermentati

Golubevet al. (1997a, b)
Golubevet al. (1996)
Golubev & Nakase (1998)
Rogers & Bevan (1978)
Sriprakash & Batum (1984)
Aguiar & Lucas (2000)
Buzzini & Martini (2000b)
Carreiroet al. (2002)
Golubev (1991a)

Buzzini & Martini (2000b)
Starmeret al. (1987)
Golubev (1992a)
Kulakovskayeet al. (1996)
Polonelliet al. (1987)
Chenet al. (2000)

Vustinet al. (1993)

Aguiar & Lucas (2000)
Golubev & Kuznetsova (1991)
Rosini & Cantini (1987).
Abranches et al. (2000)
Starmeret al. (1987)
Lehmannret al. (1987a)
Buzzini & Martini (2000b)
Abranchest al. (2000)
Kono & Himeno (1997)
Bolenet al. (1994)
Sawantt al. (1989)
Nomotoet al. (1984)
Aguiar & Lucas (2000)
Aguiar & Lucas (2000)
Wickner (1996).

Naumov (1985)
Nagornaya et al. (1989)
Golubev (1998b)

Golubev & Churkina (2001)
Vustinet al. (1991)
Kimuraet al. (1995); Komiyamaet al.
(1995)

Weiler & Schmitt (2003)
Aguiar & Lucas (2000)
Buzzini & Martini (2000b)
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3. Caractéristiques des protéines killer des levures
3.1. Poids moléculaire
Toutes les toxines killer qui sont étedigusqu’a présent possedent des poids moléculaires
variant de 5 — 10 jusqu’a 100 kDa ou plus élevés dartains cas (Meneghéhal., 2010).

3.2. pH optimal

Les toxines killer des levures ont un glction qui varie de 3 a 8, tandis que le pH
optimum se situe entre 4 a 5 (Golubev, 2006 ; Hatazet al., 2008 ; Huat al., 2010).

3.3. Température optimale

L’activité optimale des protéines killse situe entre 15°C et 25°C. Au-dela de 30°C,
la plupart des toxines sont totalement désacti@éeguse de leurs nature protéique (Pommier,
2003 ; Golubev, 2006).

3.4. Inhibiteurs

L’éthanol en concentration élevée attépadois I'effet killer. Aussi, le KCI présent en

quantité trop importante est aussi néfaste a lesgion de 'activité killer (Pommier, 2003).

3.5. Activateurs

Les cations métalliques et les sels con@ag, Mg>* et le NaCl sont susceptibles
d’augmenter I'activité de la protéine K1 (Pommi2f03 ; Hernandert al., 2008 ; Lopes &
Sangorrin, 2010).

3.6. Présence de composés spécifiques

La bentonite, les débris des parois tates et les polyphénols, possedent une capacité
d’adsorption des protéines killer et peuvent réslwonsidérablement la toxicité au sein des

milieux de fermentation (Pommier, 2003).
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4. Bases génétiques de I'expression du phénotype killehez les levures

Les déterminants du phénoméne killer sotd fois cytoplasmiques et nucléaires. Ainsi
donc la synthese des protéines Killer est assoitpa une information génétique portée sur des
molécules a ARN double (ARN db) brin soit sur uagphide linéaire a ADN double brin (ADN

db) ou bien sur un chromosome (Tureli, 2005).

4.1. ARN db

Les virus & ARN double brin (ARN db) sdes premiers agents, qui ont été étudies,
responsables de I'activité killer. L'infection dissures par les virus a ARN db n’est possible
que via la fusiortellulaire. Ces molécules d’ARN db se trouvent dansytoplasme et elles sont
entourées par une couche protéique ce qui lesfigudbinc des virus de levures. Les virus a
ARN db M sont responsables de la production dentori de 'immunité.

D’autre part, il existe trois types deug a ARN dbM: M1 M2 et M3 qui sont
responsables de la production des protéines KillelK2 et K3 respectivement (Tureli, 2005).

Par ailleurs, un autre ARN db nommé vinelper L-A, qui est trois fois plus grand que
M, est responsable de I'encapsidation et de lacatmn de '’ARN db M (Ttreli, 2005 ).

4.2. Plasmides a ADN db linéaire

Chez certaines levures killer, le canacteller est codé par des plasmides linéaires a
ADN db. Ces plasmides ont été identifies dans wfiss genres de levures tels que
Debaryomyces, Wingea, Kluyveromces et Saccharomyces. Le meilleur exemple est caractérisé
par les plasmides pGKL1 et pGKL2, Présents dfegveromyces lactis. La protéine killer de
K. lactis est codée par le plasmide pGKL1 et sa masse maiécest de 180 kD. Le plasmide
pGKL2 semble jouer un role dans la réplication @81 (Tureli, 2005).

4.3. Déterminants nucléaires

Chez certaines levures Kkiller, tellee das souches d®illiopsis, Pichia, Candida,
Debaryomyces et Torulopsis, le caractére killer n’est codé ni par des virsRN db ni par des
plasmides a ADN db, mais il est suggéré que leegeasponsables du caractére killer sont
situés sur le chromosome (Tureli, 2005). Ainsi datens, I'une des souches Kkiller de
Saccharomyces cerevisiae, le caractere killer se trouve codé par deux gelifé&rents qui sont
situés sur les chromosomes V et IX.

La base génétique de I'expression degpres killer chez différentes souches killer de

levures, est donnée dans le tableau (Tureli, 2005).
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Tableaul.2 - Bases génétiques de I'expression du phénotype Kiireli, 2005).

Levures killer Bases génétique
Saccharomyces cerevisiae ARN db

Zygosaccharomyces baillii ARN db

Pichia acaciae Plasmide linéaire a ADN db
Wiliopsis mrakii Chromosomique

Pichia anomala Chromosomique

5. Structure et sécrétion des protéines killer

Les voies de sécrétion des toxines sorfapament identifiees pour les toxines K1 et K28
qui sont, toutes les deux, sécrétées Pacerevisiae. Bien que ces deux protéines Kkiller
présentent une composition en acides aminés etadate mi'action différents, leur synthése, leur
transformation et leur sécrétion montrent des hogiek significatives. Les toxines K1 et K28
sont codées par des virus a ARN db et elles somtposées de deux sous-unitéset 3
(Breinig et al., 2006).

Les toxines Kkiller sont d'abord convertiea pré-pro-toxine qui subit ensuite des
modifications post-traductionnelles dans le rétioul endoplasmique et l'appareil de Golgi,
jusqu'a ce gu’elle soit finalement sécrétées sound d’'une toxine protéique hétérodimérique
(oo et B) (Breinig et al., 2006). En effet, la pré-pro-toxine pénetre ddasréticulum
endoplasmique a l'aide d’'un peptide signal hautérhgdrophobe au niveau de son extrémité
N-terminale. Ensuite, la séquence hydrophobe lesdlgt un clivage par une enzyme peptidase
et la sous-unit est glycolysée au niveau de réticulum endoplagen(dureli, 2005).

Dans l'appareil de Golgienzyme Kex2p qui est le produit du géne KEX2pare
la pro-région et supprime la séquence intramoléeula (Figure 1.1). Ensuite, une
carboxypeptidase Kex1p, qui est le produit du geBX1, supprime la région di-peptidique de
I'extrémité C-terminal de la sous-unité Ainsi donc, la toxine mature est transférée a une

vésicule de sécrétion et sécrétée a I'extériela dellule (Tureli, 2005).
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T

T plasma membrane }—___

4
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Figure 1.1 - Voie de sécrétion de la toxine killer K28 ch8zcerevisiae (Tureli, 2005).

D’autre part, la levure killer est en métamps protégée, d’'une maniére efficace, contre sa
propre toxine. Mais, le mécanisme détaillé de I'umité reste inconnu. En effet, il peut résulter
de la fixation d’'une séquence immunitaire aux rémegs toxine de la cellule productrice
(Schmitt & Breinig, 2002).

6. Mode d’action des toxines killer

L’activité killer des protéines de levsirkiller s’effectue en deux étapes. Bien que les
mécanismes réels de l'action létale de ces toxawesre les cellules sensibles montrent des
différences significatives, elles utilisent toutles composés de la paroi cellulaire comme
récepteurs. Ainsi donc, la liaison de la protéiitlerkkau récepteur de la paroi cellulaire, constitu
la premiére étape de cette activité killer. Cetapé est rapide et indépendante de I'énergie
(Schmitt & Breinig,2003).

D’autre part, la paroi cellulaire dessdees (Figure R) présente quatre classes de
macromolécules et elle est principalement compdséaannoprotéines qui sont retrouvées dans
la couche externe. La couche interne, constituéglufdeurs sous-couches, est majoritairement

8
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composée de deux classes fdglucanes, le3-(1,3) et lep-(1,6) glucanes avec une quantité
mineure de chitine. En plus, il a été montré que diférents composants servent comme des
sites de liaison primaire et de récepteurs cetiegapour les toxines killer (Basmaji, 2005).

Les toxines Killer des levur&sebaryomyces hansenii, Hanseniaspora uvarum, Pichia
membranifaciens et S. cerevisiae (K1, K2) se fixent aux résidug-(1-6) glucanes de la paroi
cellulaire de la cellule sensible, tandis que tesnies deS. cerevisiae (K28), Schwanniomyces
occidentalis et Zygosaccharomyces bailii se lient aux mannoprotéines. Deux autres toxiikes k
sécrétées paP. acaciae et Kluyveromyces lactis utilisent les résidus de chitine comme

récepteurs (Pommier, 2003).

samoproiéing GPL Ancher pl-3 gcane  Proféine pl-dglucone  Chitin
40 A% transmembranalre 8% &

Figure 1.2- Représentation schématique de la structure moiéeulde la paroi cellulaire chez

Saccharomyces cerevisiae (Basmaji,2005).

L'étape réelle donc de I'action létalesdexines a lieu aprés leur fixation aux récepteurs
de la paroi cellulaire. Les toxines killer tuens leellules sensibles par différents mécanismes.
Par exemple, la toxine Killer de type K5, prodyste la levureP. anomala, inhibe la croissance
des cellules microbiennes sensibles par I'hydrotiserincipal composé de la paroi cellulaire,
les résidusp-(1,3) glucanes, ce qui se traduit par I'éclatemdat la cellule microbienne
(izgii et al., 2006 ; Santoset al., 2009). Un autre mécanisme qui affecte la paroi celtalaes

cellules fongiques est I'inhibition de I'enzynfie(1,3) glucanes synthétase, qui est nécessaire

9
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pour la synthese dis(1,3) glucanes. La protéine killer de la levtitansenula mrakii provoque

la formation de pores par l'inhibition de la syrdbéleB-1,3-D-glucanes, ce qui se traduit par la
fuite du matériel cellulaire et éventuellement laorim de la cellule sensible
(Santost al., 2009).

D’autre part, I'action des protéineséilsur la membrane cellulaire est due a la formatio
de canaux ioniques non-sélectifs, ce qui se trgshiitia fuite soudaine des ions Kt d’ATP.
Ces canaux ioniques, modifient le gradient de lanbrane cellulaire ce qui aboutit & la mort
soudaine de la cellule (Santeisal., 2009). Aussi, la toxine killer produite pRrkluyveri exerce
son action létale sur les cellules microbiennes seesilplar la formation d’'un canal ionique.
L’état énergétique des cellules cibles est pamiteint modifié et celles-ci finissent par mourir
(Pommier, 2003).

Par ailleurs, les cellules levuriennestées dans leur phase S par certaines toxines Kill
comme celle d&. lactis, ne se diviseront pas, bien qu’elles completemt dgcle cellulaire. En
effet, la taille de cellules augmente car les @ésvmétaboliques continuent et elles s’arrétent
dans la phase G1 (Tureli, 2005 ; Saretca., 2009).

Certaines autres toxines inhibent lalss¢ d’ADN, comme il a été observé pendant la
division cellulaire, ou ’'ADN n’a pas été transféagx spores des cellules sensibles exposées a la
toxine. La toxine killer K28 produite p& cerevisiae cause l'arrét des cellules sensibles a la
phase G2, ce qui aboutit a des cellules filles dépes de molécules d’ADN (Breinig al.,
2006 ; Santost al., 2009).

7. Principales applications des levures killer

Les levures killer sont étudiées en vlee leurs exploitations pour des applications

potentielles dans différents domaines :

* Dans les industries alimentaires et de fermentatpmur la lutte contre les levures
indésirables de contamination (Lim & Tay, 2011).

* Dans le domaine de la conservation des aliments pogmenter la durée de vie et
préserver la qualité des aliments en inhibant teglses indésirables de contamination
(Meneghinet al., 2010).

» Dans la protection des plantes contre les champgmhytopathogéenes (Ciadi al.,
2009).
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» Les propriétés antifongiques et antilevuriennes pfestéines Kkiller, leur conferent
également des potentialités d’application dans denaine de la protection et du
traitement des infections fongiques humaines emalais, en particulier les infections
a Candida albicans (Cianiet al., 2009 ; Lim & Tay, 2011).

8. Usage médical du systeme killer des levures

L’incidence des infections fongiques augmente aithme élevé avec le défi des thérapies.
Cette augmentation est directement reliée a lassaoce de la population des patients
immunodéprimés a cause de la chimiothérapie intensi

Les infections fongiques superficielles semment dans la plupart des cas a I'extérieur des

couches de la peau, des ongles, des cheveux etudpguses (Wingard, 1995 ; Ttreli, 2005).

* Les dermathophytes, en particulisticrosporum spp., et Epidermophyton spp. Sont
responsables de la plupart des infections fongiguesrficielles, bien que les levures et
certaines moisissures non-dermathophytes peuvextérégnt étre des agents causatifs
(Garber, 2001). Ces infections ont été d'abordtées par des agents antifongiques
toxiques tels que les dérives azotés ou I'amplwtériBdepuis qu’ils infectent la couche
externe de la peau (HarteSal., 1999).

* les toxines des genrddansenula, Pichia et Kluyveromyces ont une large gamme de
I'action killer contre les chompignons pathogéned’ldomme et d’animaux (Magliart
al., 1997).

» Certaines souches de levures killer possédent ethaté@ inhibitrice de la croissance de
bactéries pathogenes gram positives tellesp@ptococcus pyogenes, Bacillus subtilis,
Sarcina lutea et Saaphylococcus aureus (Izguet al., 1999).

* Nouveaux agents antimicrobiens dans le traitem@nfedtions humaines et animales
(Buzziniet al., 2004 ; Xianghongt al., 2007).
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1. Introduction

Les levures pathogenes sont des champignons microscopiques, commensaux de la peau
et des muqueuses. Ce sont des microorganismes opportunistes qui ne deviennent pathogenes
que lorsqu’il y a des conditions favorables au développement chez 1’héte. En conséquence,
chez un sujet sain, Les levures peuvent étre présenté dans certains prélevements (selles,
sécrétions vaginales) mais elles sont toujours en trés petites quantités (Cardinale, 2001).

Le genre Candida apparait actuellement comme un groupe complexe, hétérogene,
rassemblant selon les auteurs un nombre variable de champignons lévuriformes.

Les champignons lévuriformes sont des espéces «opportunistes» c'est-a-dire
normalement saprophytes et inoffensives mais qui peuvent devenir pathogenes lorsque
I'organisme héte présente des conditions favorables (intrinseques ou extrinséques) (Guignard
J.Letal., 1989).

Candida albicans n'est pas un germe cutané saprophyte de la peau saine. Il n'existe a
I'état endosaprophyte que sur les muqueuses genitales et digestives qui en constituent le
réservoir principal dés les heures qui suivent la naissance. C. albicans est un saprophyte
exclusif des muqueuses. C. albicans est susceptible de persister en équilibre écologique avec
la flore vaginale pendant des mois, voire des années, sans manifestations cliniques
(saprophytisme). On le trouve chez 15 a 30 % des sujets sains au niveau des cavités
naturelles: bouche, bronches, jejunum, iléon, selles, vagin. Pour de nombreux auteurs, environ
20 % des femmes hébergent Candida albicans au niveau vaginal sans symptdome (Cardinale,
2001).

2. Classification de C. albicans

Les Candida sont des micromycétes, c’est-a-dire des champignons microscopiques. Ce
sont des organismes eucaryotes appartenant au regne des champignons, au phylum des
Eumycotae, au sous-phylum des Deuteromycotina, (Ce phylum regroupe en fait, tous les
champignons pour lesquels on ne connait pas la reproduction sexuée, soit qu'elle ait disparu
au cours du temps, soit que les conditions de culture ne permettent pas de I'obtenir), de la
classe des Blastomycete, de I’ordre des Saccharomycétales, et du genre Candida, 1’espéce
Albicans (Beucher, 2007).
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Le genre Candida comprend environ 200 especes dont les plus rencontrées en
pathologie humaine sont : C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii,
C. parapsilosis, C. kefyr et C. dubliniensis (Tableau 1.3) (Beucher, 2007).

Tableau I. 3 - Classification de C. albicans (Barnett, 2000).

Regne Fungi,champignons, mycétes
Division Eumycota
Sous-division Deuteromycotina
Classe Blastomycéte
Ordre Saccharomycetales
Famille Candidaceae
Genre Candida
Espéces

Candida albicans

Candida dubliniensis

Candida glabrata

Candida guilliermondii

Candida kefyr

Candida krusei

Candida parapsilosis

3. Description et habitat naturel de C. albicans

C. albicans est une levure de forme allongée a ronde, qui se reproduit par
bourgeonnement. Elle vit de facon commensale dans le tube digestif de I’homme, des
mammiféres et des oiseaux. C’est un opportuniste lors dun déséquilibre digestif, d’une
mauvaise hygiéne corporelle, d’une prise de médicaments provoquant un déséquilibre
hormonal ou des personnes en immunodéficience. Son pouvoir pathogéne peut provoquer des
Iésions cutanées, des septicémies lors de gestes chirurgicaux (Beucher, 2007).

La levure C. albicants vit a I'état naturel sur la peau, dans la bouche et dans le tube
digestif de I'étre humain. On le retrouve chez 80 % de la population, et il n'entraine
habituellement aucune maladie ou symptéme en particulier. C'est un organisme commensal
saprophyte (Murielle, 2006).

13


http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fungi
http://fr.wikipedia.org/wiki/Division_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
http://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetes
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetales
http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Candida_albicans
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Candida_dubliniensis&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Candida_glabrata
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Candida_guilliermondii&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Candida_kefyr&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Candida_krusei&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Candida_parapsilosis&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Commensal
http://fr.wikipedia.org/wiki/Saprophyte

PARTIE I. Synthese bibliographique Chapitre 2. Levures pathogenes : C. albicans

4. Caractéres morphologiques de C. albicans
C. albicans peut exister sous quatre stades morphologiques différents:

4.1. Les blastospores ou blastoconidies
Elles se présentent sous forme de petites cellules ovoides de 3,5 a 6 micrometres sur 6 a
10 micrometres. C'est la forme la plus courante de multiplication de C.albicans saprophyte.
Cette cellule peut émettre un bourgeon qui donnera une cellule fille identique a la cellule mere
(Guignard J.L et al., 1989).
4.2. Le pseudo — mycélium
Il se forme par croissance tubulaire a partir du bourgeon de la blastospore. Le pseudo -
mycelium restera attaché a la cellule mére et les deux cellules seront individualisées par une

zone d'étranglement sans cloison vraie (Figure 1.4) (Cardinale, 2001).

R a2

C| ¥

(A)- Bourgeonnement, (B)- Pseudomycelium (C)- mycelium

blastoconidies ou pseudohyphe
Figure 1.3 - Représentation des caractéres morphologique de C.albicans (Cardinale, 2001).
4.3. Le mycélium
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 (Figure 1.5) (Cardinale, 2001).
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Figure 1.4- Blastospores et tubes germinatifs (Murielle, 2006).

4.4. Chlamydospores (= Chlamydoconidies = chromispores de Vuillemin)

Ce sont de volumineuses cellules (10 a 15 micrométres), sphériques, a double paroi,
réfringentes, le plus souvent terminales, mais pouvant étre latérales. Elles sont particulieres a
I'espéce Candida albicans. Les chlamydospores ont la particularité d'étre acidophiles et acido-

résistantes.
In vitro, on les obtient facilement, apres 48 heures de culture sur un milieu pauvre en
éléments nutritifs (PCB). Du fait de leur spécificité a I'espece albicans, leur recherche sert au

diagnostic de I'espéce (Figure 1.6) (Cardinale, 2001).

Terminal (h'.uh'\'dﬂ\pn"‘s\\

Pseudohyphae

R!)\-‘(K'nn;(lb

Figure 1.5- Chlamydospores de Candida albicans (Murielle, 2006).

5. Caractéres biologiques de C. albicans

5.1. Milieu de vie
Toutes les especes du genre Candida sont aérobies. Il vit exclusivement sur les

mugqueuses, mais il peut cependant survivre dans le Milieu extérieur: 7 a 8 semaines sur le
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sable des plages, méme arrosé d'eau de mer. Mais il est détruit par le lavage du linge, la
stérilisation du matériel médical et des Cathéters (Guignard J.L et al., 1989).

5.2.PH

In vivo, I'acidité gastrique ou vaginale n'altére pas sa vitalité. En effet, la croissance est
possible pour des pH allant de 3 & 7. En revanche, en milieu alcalin, I'assimilation des
nutriments par les Candida est Inhibée (Cardinale, 2001).

5.3. Température

Croissance entre 20°C et 30° C pour la majorité des levures. Les espéces pathogenes
sont capables de croitre a 37 ° C (Guignard J.L et al., 1989).

5.4. Nutrition

Les champignons sont des organismes hétérotrophes, c'est a dire qu'ils sont incapables
de synthétiser leurs molécules carbonées a partir du dioxyde de carbone atmosphérique. Ils
vivent donc aux dépens de la matiére organique préformée. Le passage des substances se fait
par absorption (Cardinale, 2001).

* Besoin en carbone

Il utilise le carbone du glucose, du maltose, du saccharose, du galactose, du xylose, du
tréhalose, du 2-cétogluconate, du méthyl-glucoside, et de la N-acétylglucosamine. Les
capacités d'assimilation difféerent selon les espéces et servent ainsi pour leur détermination.
L'auxanogramme du carbone permet donc d'identifier une espéce selon sa capacité a assimiler
certains sucres comme seule source de carbone (Cardinale, 2001).

* Besoin en azote

Il a besoin d'une source d'azote. Pour apprécier les besoins du champignon en dérives
azotés, on réalise l'auxanogramme de N ou la source est un sel d'ammonium autre que le
nitrate (Cardinale, 2001).

* Besoin en vitamines

Les vitamines du groupe B (notamment la biotine = vit B8 = vit H) mais aussi la
thiamine (vit Bl), et la vitamine B5, sont indispensables a la croissance et sont souvent
incorporées dans les milieux de croissance (Cardinale, 2001).

* Besoin en fer

C'est un élément indispensable a la croissance du Candida. En effet, comme chez toute
cellule vivante, le fer et d'autres métaux lourds, constituent chez les champignons un facteur
de croissance essentiel. Une surcharge en fer a été décrite au cours d'infections bactériennes
mais aussi fongiques (Cardinale, 2001).
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6. Examen macroscopique et microscopique de C. albicans

6.1. Aspect des colonies

C.albicans : colonies blanches, crémeuses, lisses brillantes.

Figure 1.6- Observation macroscopique de C.albicans (Cardinale, 2001).
6.2 Examen au microscope optique

On distingue Candida albicans par la présence de levures ovoides a bourgeonnement
multilatéral mesurant de (3-6) x (6-10) um. Apres 5 a 15 jours, on voit la présence de
pseudofilamentation et de vraie filamentation (Guignard J.L et al., 1989).
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Figure 1.7- Observation microscopique de C.albicans (Cardinale, 2001).

7. Reproduction de C. albicans

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 (Beucher,
2007).

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 mycélium vrai chez C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis. Ce deuxiéme mode de
multiplication végétative 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 (Beucher,
2007) (Figure 1.8).
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Figure 1.8- Reproduction par bourgeonnement pseudomycelium (Cardinale, 2001).
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8. Facteurs de virulence de C. albicans

A I’inverse des pathogenes hyperspécialisés qui expriment un facteur majeur et unique
de virulence, le champignon pathogéne opportuniste C. albicans exprime de nombreux

facteurs qui contribue a sa virulence. Parmi lesquelles (Murielle, 2006):

8.1. Adhésines

Elles permettent a C. albicans de se fixer a de nombreuses cellules comme les cellules
épithéliales, les plaquettes ou les leucocytes ; a des protéines comme le complément, le
fibrinogéne, le collagéne ou 1’hémoglobine ou a des corps étrangers en formant des biofilms.
(Murielle, 2006).

8.2. Enzymes hydrolytiques : protéases, phospholipases et lipases

Les enzymes lytiques sécrétées par C. albicans contribuent a la virulence en facilitant
I’adhésion aux cellules hotes, I’hydrolyse des membranes et la résistance aux mécanismes de
défense (Murielle, 2006). La famille des protéines Sap (secreted aspartic proteinase) regroupe
10 protéines (Sapl-Sapl0) responsables de [I’activité protéolytique de C. albicans.
(Murielle, 2006).

9. Pouvoir pathogene de candida albicans

Chez I'Homme, les levures de candida sont susceptibles de devenir pathogénes et
d'envahir les tissus superficiels ou profonds sur certains terrains immunodéprimés comme
chez les individus agés, ou encore ceux traités par chimiothérapie, ou souffrant de désordre
hématologique (HIV-positif, leucémie), ou chez les sujets ayant un traitement antibiotique a
large spectre ou un déséquilibre endocrinien (diabete, grossesse) (Beucher, 2007).

Cette levure peut également affecter les nouveaux nés, les patients ayant subi une
chirurgie profonde viscérale, ayant une alimentation parentérale ou bien ayant subi une
radiothérapie (Beucher, 2007).
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Le passage de I'état commensal a I'état pathogene est donc le plus souvent lié & une
défaillance des systemes de défense de I'néte. C. albicans est capable de survivre comme
commensal dans plusieurs sites anatomiques, chacun présentant ses propres pressions
environnementales. Ceci explique les manifestations cliniques tres diverses causées par ce
champignon. Sur le plan clinique, il est habituel de distinguer les candidoses superficielles,

invasives et allergiques (Figures 1.9) (Beucher, 2007).

Candidose buccale : muauet Intertrigo interdigital a

Intertriao Candidose unguéale

Figures 1.9- Infections liées a C.albicans (Cardinale, 2001).

10. Sensibilité de Candida albicans aux antifongiques

C. albicans est généralement sensible a tous les antifongiques de contact préconisés
pour traiter les mycoses (Fluconazole, Itraconazole, Voriconazole, Flucytosine,

Amphotericine B, Echinocandins) (Cardinale, 2001).
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1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Quatre souches de levures appartenantgeaues : Candida sp., Meyerozyma sp.,
Pichia sp., etSaccharomyces sp., sont utilisées pour le test de la producties toxines Kkiller.
Les souches sont obtenues a partir d'un isolemersiotide la région de Constantine (Nord-est
algérien), au niveau du laboratoire de Génie Miglogiqgue et Applications, Université
MENTOURI — Constantine.

Une souche levurienne pathogene apparténbespéceCandida albicans, est également
utilisée dans ce travail pour tester sa sensibiigéa-vis de I'action killer des quatre souches
levuriennes. La souche pathogéne est récupéréesadprCentre Hospitalo-universitaire (CHU)
BENDADIS de Constantine.

1.2. Milieux de culture

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

Le milieu YPGA-BM (1.0% extrait de levur2,0% peptone, 2.0% glucose, 2.0% agar,
0,003% bleu de méthyléne, tamponné a pH 4,5 avetampon citrate-phosphate 0.1 M)
est utilisé pour le test de la mise en évidenceldetivité Kkiller sur boites de Pétri
(Lim & Tay, 2011).

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

Concernant le bleu de méthylene, celwaietistitue un colorant spécifique pour les cellules

levuriennes mortes dans le milieu YPGA-BM.
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Figure 1.1 — Aspect macroscopique des souches de levures aeretagrés une culture
sur milieu YPGA a 25°C pendant 24 heures. (AJandida sp.; (B): Meyerozyma sp. ;
(C) :Pichiasp. ; (D) :Saccharomyces sp. ; (E) :Candida albicans.
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1.3. Tampon

Le tampon citrate — phosphate 0.1M, pbl &t composé de I'acide citriquesHsOy;)
0,1 M et du phosphate di-sodique (NRO,) 0,2 M.

* Préparation du tampon

- Solution A: 0,1 M acide citrique, anhydre 9,2g/L

- Solution B : 0,2 M NaHPQ,, anhydre 28,4 g/L
1. Mélanger 270 ml de la solution A avec 230 ml dedhution B.

2. Verifier le pH (4,5) et ajuster le.

3. Compléter avec de I'eau distillée jusqu’a un voluwotal de 1 L.
2. Méthodes

2.1. Maintenance des souches de levures

Les différentes souches de levures égbsdans ce travail de mémoire sont cultivées et
maintenues sur milieu YPGA a 4°C.

2.2. Test de la mise en évidence de I'activité kgl contre Candida albicans

Les cellules de la levure pathoge@andida albicans, potentiellement sensibles,
sont cultivées a 25°C sur milieu YPGA pendant 2drég ensuite, elles sont suspendues dans
'eau distillée stérile pour obtenir une suspensdm cellules avec une densité d’environ
10° cellules/ml (Lim & Tay, 2011). Aprés, 100 pl detteesuspension est mélangé parfaitement
avec 20 ml du milieu YPGA — BM, qui est maintennda a une température de 45°C dans un
bain-marie puis coulé dans une boite de Pétri {105 mm).

Apres la solidification du mélange milida culture — suspension, les souches des levures
potentiellement killers,Candida sp., Meyerozyma sp., Pichia sp. et Saccharomyces sp.,
sont ensemencées en spots a la surface du milieultee aprés avoir été cultiveées sur milieu
YPGA pendant 24 heures et a 25°C.

Les quatre souches étudiées sont enséeeans une méme boite de Pétri (Figure 11.2).
Les cultures sont incubées a 25°C pendant 5 jous ane observation quotidienne. Aprés
croissance, l'apparition d'une zone claire d’inkitm entourée par de petites colonies bleues
autour des cultures des souches potentiellemdet,ki€véle la production d’'une activité killer
contre la levure pathogé@andida albicans.

23



PARTIE II. Matériel et Méthodes

Figure 1.2 — Test de la mise en évidence de l'activité killess dsouche€andida sp. (A) ;

Meyerozyma sp. (B) ;Pichia sp. (C) etSaccharomyces sp. (D), contréCandida albicans.

2.3. Effet du NaCl sur la production de I'activité killer

La mise en évidence de I'activité kiltlrs souches contfgandida albicans est testée en
absence du NaCl et en sa présence avec des caticaistide 1% et de 3% afin de tester I'effet
de I'absence ou de la présence du NaCl sur la ptiothude I'activité killer contreCandida

albicans.
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1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Quatre souches de levures appartenant au genres: Candida 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, Université
MENTOURI — Constantine.

Une souche levurienne pathogéne appartenant a 1’espece Candida albicans, 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 a étudier apres une culture
sur milieu YPGA a 25°C pendant 24 heures. (A): Candida sp.; (B): Meyerozyma sp.;
(C) : Pichia sp. ; (D) : Saccharomyces sp. ; (E) : Candida albicans.
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1.3. Tampon

Le tampon citrate — phosphate 0.1M, pH 4,5 est composé de 1’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 NaHPO4, anhydre 28,4 g/L
1. Meélanger 270 ml de la solution A avec 230 ml de la solution B.
2. Vérifier 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. Test de la mise en évidence de I’activité killer contre Candida albicans

Les cellules de la levure pathogéne Candida albicans, potentiellement sensibles,
sont cultivées a 25°C sur milieu YPGA pendant 24 heures ensuite, elles sont suspendues dans
I’eau distillée stérile pour obtenir une suspension de cellules avec une densité d’environ
10° cellules/ml (Lim & Tay, 2011). Apreés, 100 pl de cette suspension est mélangé parfaitement
avec 20 ml du milieu YPGA — BM, qui est maintenu fondu a une température de 45°C dans un
bain-marie puis coulé dans une boite de Pétri (100 x 15 mm).

Apreés la solidification du melange milieu de culture — suspension, les souches des levures
potentiellement killers, Candida sp., Meyerozyma sp., Pichia sp. et Saccharomyces sp.,
sont ensemenceées en spots a la surface du milieu de culture apres avoir été cultivées sur milieu
YPGA pendant 24 heures et a 25°C.

Les quatre souches étudiées 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 killer, révele la production d’une activité killer

contre la levure pathogéne Candida albicans.
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PARTIE Il. Matériel et Méthodes

Figure 11.2 — Test de la mise en évidence de 1’activité killer des souches Candida sp. (A) ;

Meyerozyma sp. (B) ; Pichia sp. (C) et Saccharomyces sp. (D), contre Candida albicans.

2.3. Effet du NaCl sur la production de ’activité killer

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

albicans.
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Conclusion générale

L’objectif principal de ce travail est techerche d’'une activité arffiandida albicans,
produite par des souches de levures isolées ar mhrtisol de la région de Constantine
(Nord-est algérien).

Les souches testées pour I'expressiobadgvité killer sont : Candida sp., Meyerozyma
sp.,Pichia sp. etSaccharomyces sp.

Le test de la mise en évidence de l'aéiviller contre C. albicans sur le milieu
YPGA-BM a révélé que seule la soudiieyerozyma sp. exprime un phénotype killer en absence
du NaCl. Cependant, en présence des concentrakeoh%o et 3% de NaCl, les soucl@mdida
sp. etPichia sp. développent également une zone claire d’ifibibivis-a-vis deC. albicans, a
coté deMeyerozyma sp. qui garde toujours son phénotype killer.

Ceci montre quMeyerozyma sp. et en particulierCandida sp. etPichia sp. sont des
souches halotolérantes et la présence du NaClleangieu peut renforcer la production de leur
caractere Kkiller.

Enfin, nous pouvons dire que le poteritider des souche€andida sp., Pichia sp. et
spécialementMeyerozyma sp. exprimé contre la souche pathogéhealbicans semble étre
intéressant et peut qualifier les souches prodigsra des applications médicales.

Cependant, des études plus profondesrem@ssaires afin de réaliser des investigations
sur la possibilité d'appliquer les protéines killsynthétisées comme nouveaux agents

antifongiques.
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PARTIE lll. Résultats et Discussion

Figure Ill. 1 - Test de l'activité killer de la souchileyerozyma sp. apres cing jours
d’'incubation a 25°C sur milieu YPGA-BM en absence skls (0% NaCl).Z) : zone
d’inhibition.
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PARTIE Ill. Résultats et Discussion

1. Recherche de 'activité killer contreCandida albicans

Cette étude est menée dans le but de tester latigbt&iller de quatre souches
levuriennes isolées a partir du sol de la régioCdastantine (Nord-est Algérien), au niveau
du laboratoire de Geénie Microbiologique et Applicas, Universite MENTOURI -
Constantine.

La mise en évidence de cette activité@&alisée par la technique de culture mixte des
souches levuriennes, qui est une méthode de diffussh milieu gélosé. Pour cela, un milieu
de culture, YPGA-BM, tamponné a pH 4,5 avec un @amgtrate-phosphate (0,1 M) et sans
addition de NaCl est utilisé dans ce test.

Le résultat de ce test montre qu'aprgsuss d’incubation a 25°C seule la souche
Meyerozyma sp. (Figure l1.1), développe une zone claire diiition entourée par de petites
colonies bleues. Elle présente donc un effet kitlemtre Candida albicans, tandis que les

souchesCandia sp.,Pichia sp. etSaccharomyces sp. n’en possedent pas (Tableau Ill.1).

Tableau Ill.1 — Résultat du test de la sélection de I'activitdekildes souches levuriennes
contreCandida albicans sur milieu YPGA-BM en absence du NacCl.

Souches de levures testéesExpression du phénotype killer conti@andida albicans
sur milieu YPGA-BM, en absence de sels.

Candida sp. -

Meyerozyma sp. +

Pichia sp. -

Saccharomyces sp. -

Différents travaux de recherche rapportBexpression du caractére Kkiller contre
C. albicans chez diversesouches de levures. Ainsi, Hodgsaral., (1995) affirment que la
levure ascomycetajlliopsis mrakii, présente une intense activité killer contre drsckes
de C. albicans, isolées a partir de spécimens cliniques. Alors iduaet al., (2010) détectent
que la levure psychrotolérantdrakia frigida, est capable de produire une toxine killer active

contreC. albicans etC. tropicalis.
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PARTIE lIl. Résultats et Discussion

Figure 1ll. 2 - Test de la production l'activité killer contr€. albicans, aprés 5 jours
d’incubation a 25°C sur milieu YPGA-BM a pH 4,5est présence des concentrations de 1%
et 3% de NaCl.A) : Candida sp. ; B) : Meyerozyma sp. ; C) : Pichia sp. (): 1% NacCl ;
(I1): 3% NaCl. g): Zone d’inhibition.
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PARTIE Ill. Résultats et Discussion

De plus, les souches de I'espdeaasenula anomala sont capables de tuer plus de 97%

des souches testées@aealbicans (Vadkertiova & Slavikova, 2006).

2. Effet du NaCl sur la production des toxines killer

L’activité killer des quatre isolaBandida, Meyerozyma, Pichia et Saccharomyces est
également testée en présence des concentratid¥s de3% du NaCl dans toujours le milieu
YPGA-BM, pH 4,5. Aussi, les cultures sont incub&e®5°C et aprés 5 jours la lecture des
boites montrent qu’en plus deyerozyma qui garde toujours son phénotype kill€gndida
et Pichia commencent a développer une légere zone claindilition en présence de 1% de
NaCl. Cette zone devient plus claire dans le mikeatenant 3% de NaCl (Figure 1l1.2).
Cependant, la souche qui appartient au gedmaharomyces ne présente aucune zone
d’inhibition et elle ne présente pas donc une @étkiller contreC. albicans. (Tableau I11.2).

Tableau Ill.2 - Activité killer des quatre isolats de levures suilieu YPGA-BM,

en présence des concentrations de 1% et 3% de NacCl.

Souches de levures testées  Expression du phéenotipker contre C. albicans.

1% NacCl 3% NaCl
Candida sp. + +
Meyerozyma sp. + +
Pichia sp. + +
Saccharomyces sp. - -

Ces résultats s’accordent avec ceux deina (1997) et Golubev (2006) qui révelent
gue l'action antifongique des toxines Killer pragsi par certaines levures halotolérantes

(Candida, Debaryomyces et Pichia spp. etc.) est évoquée et renforcée en présendadu
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PARTIE Ill. Résultats et Discussion

Par ailleurs, Liorent al., (1997) rapportent que la souchaecharomyces cerevisiae
CYC 1115 n’exprime pas de phénotype killer en présale concentrations de 0%, 3% et 6%
de NaCl ce qui concorde avec notre résultat. Ds, plernandeet al., (2007) déduisent que
la production de I'effet killer chez les levures présence de différentes concentration de
NaCl dépend des souches. Ceci explique donc lérdifte entre les résultats trouvés.

D’autre partles résultats négatifs qui sont trouvés dans ceeptéravail trouvent une
explication dans les travaux de recherche de Bu&zMartini (2001) qui nous informent de
I'existence des souches @& albicans qui sont résistantes vis a vis d'un large specte d
protéines killer des levures.

Ces résultats négatifs peuvent étre égaié expliqués par I'absence de récepteurs
spécifiques aux toxines Killer sur la paroi celitdade C. albicans. De plus, la présence des
conditions optimales ne garantie pas l'efficaciételst parce que la caractéristique principale
des protéines killer est la spécificité. Par consét, le choix de la souche cible est donc
essentiel pour la détection des levures killer (BeV, 2006).

Selon De Oliva Netet al., (2004) I'effet killer dépend également de la @amtration
en toxine dans le milieu et pour provoquer la nbune levure sensible, il est nécessaire
qu’un nombre minimum de molécules de toxine sgiéds sur ses parois.

En conclusion, nous pouvons dire quetivaé killer exprimée contre la souche
pathogene testée dg&. albicans prédispose les souches productrices a des appfisat
meédicales. Cependant des études plus profondes rem@ssaires afin de réaliser des
investigations sur la possibilité d’appliquer legihes synthétisées comme nouveaux agents

antifongiques.
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Résumés

- Résumé

Quatre souches de levures, isolées & parsol dans la région de Constantine (Nord-est
Algérien), au niveau du laboratoire de Génie Miwtdgique et Applications, Université
MENTOURI — Constantine et qui appartiennent auxrgenCandida, Meyerozyma, Pichia et
Saccharomyces, sont testées pour leur potentiel killer contre souche pathogene de I'espéce
Candida albicans.

Le test de la mise en évidence de I'@éétililler sur le milieu YPGA-BM, tamponné a
pH 4,5 avec un tampon citrate-phosphate (0,1 M)treoqu’apres 5 jours d’incubation a 25°C
seule la souchBleyerozyma sp. développe une zone claire d’inhibition vis-a-@eC. albicans,
tandis que les souch&Sandia sp., Pichia sp. et Saccharomyces sp. n’en possedent pas.
Cependant, en présence des concentrations de 3% ele NaCl, les souch&andida sp. et
Pichia sp. développent également une zone claire d’itibibvis-a-vis deC. albicans, a coté de
Meyerozyma sp. qui garde toujours son phénotype killer. Cemntre que ces souches,
potentiellement Kkiller, sont des levures halotaléea et la présence du NaCl dans le milieu
favorise I'expression de leur phénotype Kkiller.

En conclusion, nous pouvons dire queotkemtiel killer des souche&Sandida sp.,Pichia
sp. et spécialemeMeyerozyma sp. exprimeé contre la souche pathog€nelbicans semble étre
intéressant et peut qualifier les souches prodigsra des applications meédicales. Cependant,
des études plus profondes sont nécessaires afi@atieer des investigations sur la possibilité
d’appliquer les protéines killer synthétisées conmogveaux agents antifongiques.

Mots clés :Levures, mise en évidence, activité abdndida albicans, potentiel killer.
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Résumés

- Abstract

Four yeast strains, isolated froml $oi the Constantine region (North-eastern
Algeria), in the laboratory of Microbiological Emggering and Applications, University
Mentouri - Constantine and belonging to the gene@andida, Meyerozyma, Pichia and
Saccharomyces, are tested for their potential killer againstahmgenic strain of the specie
Candida albicans.

The test demonstrated the activitthe killer YPGA BM, buffered to pH 4.5 with
citrate-phosphate buffer (0.1 M) shows that aftela§s of incubation at 25 ° Kleyerozyma
only strain sp. develops a clear zone of inhibitisa-visC. albicans, while straingCandia
sp., Pichia sp. andSaccharomyces sp. have none. However, in the presence of concémtsat
of 1% and 3% NacCl, the strair@andida sp. andPichia sp. also develop a clear zone of
inhibition vis-a-vis C. albicans, next to Meyerozyma sp. who always keeps his Kkiller
phenotype. This shows that these strains, potgnkdler, are halotolerant yeasts and the
presence of NaCl in the medium promotes the exjessf their killer phenotype.

In conclusion, we can say that the piaekiller strains ofCandida sp., Pichia sp.
and especiallyMeyerozyma sp. expressed against the pathogenic sttaibicans appears to
be interesting and may qualify the producing stdor medical applications. However,
deeper studies are needed to carry out investigaba the possibility of applying the killer

protein synthesized as new antifungal agents.

Keywords: Yeast, highlighting, antCandida albicans, potential killer.
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