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Liste des abréviations

CIVD : Coagulation IntraVasculaire Disséminée
CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques

IFI : Infections Fongiques Invasives

IST : Infection Sexuellement Transmissible
RPM : Rotation Par Minute

SIDA : Syndrome d'ImmunoDéficience Acquise

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine



Glossaire

Ces définitions sont extraites de Larousse, Le Robert et du CNRTL.
Tous les mots de ce glossaire seront retrouvés en gras dans ce manuscrit.

Agranulocytose : diminution importante du nombre de globules blancs

Anémie : diminution anormale du taux de globules rouges

Apothécies : réceptacle renfermant les corpuscules reproducteurs des lichens
Balanite : inflammation du gland du pénis

Blastospore : spore ronde ou ovale issue d’un bourgeonnement chez les champignons
Blépharite : inflammation de la paupiére et des cils

Commensal : hote habituel sans causer de dommage

Corticole : qui croit sur les écorces

Cystite : infection urinaire touchant la vessie

Dysgueusie : altération du godt

Dyspareunie : douleurs lors des rapports sexuels

Dyspepsie : sensation d’inconfort digestif apparaissant apres les repas

Dysphagie : trouble de la déglutition

Dyspnée : difficulté a respirer

Dysurie : difficulté a uriner

Endocardite : inflammation de 1’endocarde

Eosinophilie : augmentation du nombre de polynucléaires éosinophiles

Erythéme : 1ésion de la peau caractérisée par une rougeur pathologique de la peau
Eucaryote : regroupe les organismes qui se caractérisent par la présence d’un noyau
Excoriations : perte des couches superficielles de 1’épiderme

Fruticuleux : qui est petit et ligneux, qui forme un sous-arbrisseau

Gastralgie : douleurs localisées au niveau de 1’estomac

Glossite : inflammation de la langue

Hématurie : émission d’urines contenant du sang

Hyphe : filament allongé constitutif du mycélium de champignons et de lichens.
Hyposialie : production de salive diminuée

Isidie : petite excroissance (quelques dizaines de millimetres) élaborée par un thalle lichénique
Leucocytose : augmentation du nombre de globules blancs dans le sang
Leucorrhées : écoulement non sanglant provenant de I’appareil génital féminin
Mycélium : partie végétative d’un champignon

Neutropénie : taux anormalement faible de granulocytes dans le sang
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Nosocomial : infection contractée dans un établissement de santé

Pancytopénie : diminution du nombre des cellules dans les trois lignées de cellules du sang :
globules rouges, plaquettes, globules blancs

Papule : gonflement de la peau ne renfermant ni liquide ni pus

Perléche : inflammation de la commissure des lévres

Pétéchies : petites taches rouges sur la peau ne s’effagant pas sous la pression

Photophobie : sensibilité accrue a la lumiere

Pollakiurie : fréquence excessive des mictions

Prurit : démangeaisons de la peau

Pustule : Iésion de la peau correspondant a un bouton contenant un peu de pus

Pyélonéphrite : infection touchant le rein

Spondylodiscite : infection d’un disque intervertébral et des corps vertébraux adjacents
Stomatite : inflammation de la muqueuse buccale

Symbiose : association entre deux organismes différents, mutuellement bénéfique

Thalle : Tissu végétal composé de cellules non différenciées, dépourvu d'appareil vasculaire
ou I'on ne reconnait ni feuilles, ni tiges, ni racines

Thrombopénie : diminution du nombre de plaquettes dans le sang

Tumefaction : augmentation de volume ou gonflement d’une partie du corps

Vésicule : petite boursouflure de I'épiderme contenant une sérosité
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INTRODUCTION



L’incidence et la prévalence des infections fongiques invasives ont augmenté depuis
plusieurs décennies. Ces infections concernent souvent les patients immunodéprimés et/ou
hospitalisés pour des maladies graves (cancers, patients atteints du VIH)!. Les champignons
levuriformes du genre Candida représentent a eux-seuls environ 15% des cas de septicémie
contractées a I’hopital> et représentent la quatriéme cause d’infections microbiennes
sanguines®. Candida est présent naturellement chez I’homme qui I’héberge a I’état commensal.
Néanmoins, ce microorganisme posséde un pouvoir pathogéne s’exprimant dans certaines
conditions comme une défaillance de I'immunité (causée par des traitements ou une
pathologie), une rupture de la barriere cutanée ou bien la présence de matériels invasifs
(cathéters)*. Tout ceci conduit a des infections appelées candidoses®. Au sein du genre Candida,
c'est lI'espéce C. albicans qui est la plus fréquemment rencontrée dans le cadre d'infections.
Cette derniere est la plus fréquemment retrouvée lors d'infections fongiques situées sur les
muqueuses orales, vaginales et digestives, et est couramment a 1’origine d'infections
nosocomiales. Elle est isolée majoritairement (46%) lors de candidoses invasives 87,

Candida est un organisme capable de former des biofilms®°. Un biofilm se définit
comme une structure formée par un ensemble de microorganismes étroitement enchassés au
sein d’une matrice extracellulaire, et fixée a une surface biotique ou abiotique telle qu’un
dispositif médical implanté ou un tissu'C. Cette organisation en biofilm est impliquée dans la
résistance de ce genre fongique a certains médicaments existants et a engendré un besoin de
recherche de nouvelles molécules pour découvrir de nouveaux traitements antifongiques*'1213,

Les lichens, organismes symbiotiques composés de I’association d’un champignon et
d’un organisme photosynthétique (algue verte et/ou cyanobactérie), ainsi que les
microorganismes associés a ces lichens (champignons et bactéries vivants a la surface ou a
I’intérieur du thalle lichénique), produisent des métabolites originaux au potentiel notamment
antimicrobien®®. Ils peuvent constituer une source non négligeable de composés anti-biofilm?®,
Ainsi, j’ai pu étudier dans le cadre de mon stage d’initiation a la recherche, effectué au
laboratoire Ecologie et Biologie des Interactions (EBI), équipe Microbiologie De I'Eau (MDE)
de Poitiers du 17 mai au 17 juin 2016, I’effet antibiofilm de molécules issues de lichens et de
leurs champignons associés. Ce mémoire va vous en présenter les résultats.

Dans un premier temps, le genre Candida sera présenté : son épidémiologie, sa
morphologie, sa clinique, ainsi que les traitements existants en cas de candidoses. Puis, nous
nous intéresserons aux biofilms de Candida albicans ainsi qu’a leur formation. Ensuite, les

lichens et leurs champignons associés, objets de 1’étude réalisée, seront introduits.



La seconde partie de ce manuscrit sera consacrée a la présentation de ce travail de
recherche : ses objectifs, le matériel et les méthodes utilisées ainsi que les résultats obtenus.

Ces résultats seront discutés et nous finirons par les perspectives futures.



GENERALITES



I.  Legenre Candida

Le genre Candida fait partie du regne des champignons, classe des Saccharomycetes,

ordre des Saccharomycétales et famille des Saccharomycétacées?®.
A.  Epidémiologie

A travers le monde, I’incidence des infections fongiques ne fait qu’augmenter®’. Cette
augmentation peut notamment s’expliquer de par des modulations immunitaires plus fréquentes
de I’hote induites par exemple lors de greffes de cellules souches ou d’organes, ou lors de prise
de traitements jouant sur I'immunité comme les inhibiteurs des facteurs de nécrose tumorale
indiqués en cas de maladies inflammatoires chroniques *’.

Il a été rapporté que ces infections fongiques étaient responsables de 1 a 8% des
septicémies et environ la moitié de ces infections ont lieu dans des unités de soins intensifs!81°,
En service de réanimation, les infections fongiques représentent jusqu’a 15% des infections

nosocomiales?s,

Les champignons levuriformes du genre Candida sont couramment retrouvés chez
I’homme au niveau des muqueuses digestives et uro-génitales?®2*, Ce sont des microorganismes
commensaux qui sont cependant susceptibles de devenir pathogenes notamment en cas de
terrains immunodéprimés (patients ages, patients traités par chimiothérapie ou par
antibiothérapie large spectre, patients au stade SIDA...) ou de port de dispositifs médicaux
invasifs (tels que les cathéters intraveineux par exemple)?212223 | e genre Candida compte un
peu moins de 200 especes décrites et parmi celles-ci, une vingtaine ont été identifiées comme
responsables d’infections humaines?*#?°. Ces infections, appelées candidoses, peuvent étre
localisées ou généralisées et surviennent pour la plupart d’entre-elles dans un contexte
nosocomial®®. Les levures du genre Candida sont responsables de la grande majorité des
infections fongiques?®. Ainsi, une étude menée dans 7 pays européens a rapporté des taux de
candidémie allant de 0,2 a 0,38 pour 1000 admissions a I’hopital?’. Il a été rapporté que
I’incidence des invasions fongiques invasives (ou IFI) était d’environ 4,7 pour 1000 patients :
elle a été multipliée dans les dernieres années par cing environ et place Candida spp. entre le
quatrieme et le sixieme rang des infections les plus fréquentes dans les études Américaines et
Européennes'®?829, | es candidoses invasives sont responsables d’un fort taux de mortalité de

I’ordre de 36 4 63% dans différents groupes de patients®.
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De toutes les espéces de Candida recensées, ’espece la plus couramment impliquée
dans les infections fongiques humaines est Candida albicans (impliqué dans 66% des infections
fongiques) 3. On estime que 90% des infections fongiques invasives sont causées par C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilopsis, C. tropicalis et C. krusei'®®2. C. albicans est
responsable de la majorité des cas de candidoses orales et systémiques, mais est aussi

majoritairement responsable des candidoses communautaires et nosocomiales???,

Les colts de santé engendrés par ces infections sont trés élevés, estimés entre plusieurs

millions de dollars et un milliard de dollars concernant les seuls Etats-Unis#3334,

B.  Morphologie et reproduction

Les levures du genre Candida, qui sont des organismes eucaryotes, sont non
pigmentées et non capsulées. Ce sont des levures polymorphes qui se présentent sous

differentes formes (Figures 1 et 2):

- la forme blastospore correspondant a de petites cellules rondes allant de 2 a 4 um.

- la forme pseudomycélium (pseudohyphe), mesurant environ 600 um de longueur et de
3 a 5 um de largeur. Cette derniére est composée dun assemblage de cellules
ressemblant a un filament mycélien.

- la forme mycélium vrai (hyphe) qui est retrouvée en particulier chez C. albicans, C.
tropicalis et C. dubliniensis, consistant en la formation d’un tube germinatif puis d’un

filament mycélien,

Il existe une alternance morphologique réversible chez certaines espéces de Candida entre
la forme unicellulaire (blastospore) et les formes filamenteuses (hyphes et pseudohyphes)3®.

Des chlamydospores peuvent également étre observées. Il s’agit de grandes cellules a paroi
épaisse, se formant aux extrémités des hyphes et parfois de pseudohyphes, par des cellules
suspensives allongées®’28. Les chlamydospores sont spécifiques de certains champignons et
seules deux espéces de Candida sont capables de les former : C. albicans et C. dubliniensis®
(Figure 2).
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Figure 1 : Observation en microscopie électronique a balayage de Candida albicans :
A: blastospore ; B: pseudohyphe; C: hyphe. Photographie d’aprés Finkel et
Mitchell®®

Figure 2 : Dessin de Candida. L : blastospores et blastospores bourgeonnantes ; B : amas de
blastospores ; F : filaments mycéliens ; C : chlamydospores. Dessin d’aprés Segretain et coll.*°

La levure Candida est un microorganisme unicellulaire dont la cellule est formée

notamment d’une paroi qui constitue le premier élément fongique reconnu par les macrophages.
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Cette paroi est constituée en grande partie de polysaccharides (glucanes, chitine, mannanes), de
quelques protéines (mannoprotéines) et de lipides trés minoritaires*#2, Elle joue un role de

protection contre les attaques physico-chimiques de I’environnement*3.

Le role principal des glucanes réside dans la fonction structurale : I’inhibition de leur
synthese ou leur dégradation va donc entrainer des altérations morphologiques et une fragilité
cellulaire*t. La chitine quant a elle, se situe au niveau des couches internes de la paroi, proche
de la membrane plasmique (Figure 3)*. Les mannanes, polymeres de mannoses, se lient de
facon covalente a des protéines pour former les mannoprotéines.

Les mannoprotéines sont localisées dans les couches les plus externes de la paroi

cellulaire®.

La membrane plasmique est quant & elle constituée de deux feuillets membranaires et
assure un role de transport actif d’acides aminés, d’oses et de différents ions, ainsi qu’un role
passif dans le maintien de la pression osmotique*’*8. Elle est constituée notamment
d’ergostérol®® (Figure 3). La présence d'ergostérol en quantité adéquate est nécessaire au
fonctionnement normal de la membrane fongique ainsi qu’a sa croissance®®. Sa synthese fait
intervenir environ une trentaine d’enzymes et peut se décomposer suivant 3 temps : la
biosynthése du mévalonate puis la biosynthése du pyrophosphate de farnésyl qui aboutira a la

biosynthese de I’ergostérol®.

Figure 3 : Schéma d’une cellule de Candida et zoom sur les structures de la

membrane et de la paroi. D ‘aprés Bougnoux et coll®.
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Candida possede également un noyau et des organistes intracytoplasmiques comme un
appareil de golgi, un réticulum endoplasmique, des mitochondries 5! (Figure 4). Il présente
également une vacuole et des ribosomes. Les mannanes et autres polysaccharides présents dans
la paroi, sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi et seront

ensuite conjugués aux protéines de la paroi via la voie sécrétoire®!

Membrane plasmique

| .. -
0y ! m
. . . .
.
L B o et
P B R

Ribosomes libres |

Appareil de Golgi |

Nt 7
:
| Réticulum endoplasmique |
R LN TR 1 | Membranes nucléaires avec pores |
e s T o . s :
AN R Ly & Mitochondrie
- . - . M
. K
Cicatrice de

bourgeonnement

Figure 4 : Représentation schématique d’une levure. D’apres le livre Mémento
technique de microbiologie de Jean-Paul LARPENT (1997)46

Le mode de reproduction du genre Candida est principalement asexué par

bourgeonnement multilatéral. Le bourgeonnement se définit par une duplication du matériel
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génetique (mitose) puis une division du cytoplasme de facon inégale, aboutissant finalement a

une cellule mére et une cellule fille identiques® (Figure 5).

Bourgeon -
Levure Noyau ()
A
[;} (s -
() - [ 2 » (v - \2)
Membrane

Figure 5 : Représentation d’un bourgeonnement (reproduction asexuée) d'une

levure 2,

C.  Physiopathologie et clinique

Les candidoses, infections induites par le genre Candida, présentent un large panel de
manifestations cliniques, et peuvent étre classées en candidoses superficielles, muqueuses ou

profondes selon leur localisation, étendue et gravité3?.

a. Les candidoses superficielles

Les candidoses superficielles, sont surtout localisées au niveau de la peau et des ongles®.
Elles sont fréquentes en milieu communautaire, le plus souvent bénignes, et surviennent chez

des personnes immunocompétentes comme immunodéprimées®,

(1) Les candidoses cutanées

Les candidoses cutanees aussi nommées intertrigos se traduisent par un érythéme
suintant, lisse avec sensation de brdlures, parfois douloureux, débutant au fond du pli puis

s'étendant. Les bords sont irréguliers, avec des papules ou pustules périphériques d’aspect «
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émietté ». Le fond du pli est parfois recouvert d’un enduit blanchatre et peut se fissurer®>%, Les
papules érythémateuses et prurigineuses peuvent parfois se surinfecter,
On va distinguer l'intertrigo des grands plis et celui des petits plis.

L’intertrigo des grands plis (plis inguinaux, axillaires, sous-mammaires, abdominaux,
inter-fessiers) est caractérisé par des Iésions partant du fond du pli puis qui atteint les deux
bords du pli pour former une plage érythémateuse et lisse, délimitée parfois par une collerette

desquamative blanche et des pustules® (Figure 6).

L’intertrigo des petits plis (c’est-a-dire D’intertrigo digito-palmaire et/ou digito-
plantaire) quant a lui se situe, en général, au niveau des orteils, des doigts ou du pli rétro-
auriculaire3®®. Concernant les pieds, tous les espaces peuvent étre atteints et peuvent déborder
sur la plante du pied. Quant aux mains, ce sont surtout les 3°™ et 4¢™¢ espaces inter-digitaux qui
vont étre touchés®.

Quelques facteurs favorisants les intertrigos sont a noter, tels que la macération,

I’humidité ainsi que la friction mécanique de la peau®®.

Figure 6 . Photographie d’un intertrigo sur les plis infra-mammaires d 'une femme. Metin et

al., 2018,

(2)  Les candidoses unguéales (onyxis et périonyxis)

Les candidoses unguéales concernent principalement les ongles des mains et sont plus

fréqguemment rencontrées chez la femme3®. Elles comprennent le périonyxis, qui associe une

-16 -



tuméfaction rouge douloureuse, un bourrelet inflammatoire péri-unguéal et un exsudat
transparent non purulent, ainsi que onyxis®. L’onyxis fait suite & un périonyxis avec
envahissement latéro-proximal unguéal, une coloration vert-jaunatre de 1’ongle gagnant le bord
libre ainsi qu’un décollement progressif de I’ongle® (Figure 7).

Outre les facteurs immunitaires, les facteurs favorisants ces candidoses unguéales
sont les contacts répétés et prolongés avec ’eau, un environnement humide et non respirant
(port de gants de protection par exemple), des microtraumatismes ainsi que les abus de soins

de manucure %8,

Figure 7 : Photographie d’un onyxis (Anofel©°)

(3) Les candidoses anales
Chez le nouveau-né, les candidoses anales sont caractérisées par une fissuration du pli
inter-fessier ainsi qu’un érythéme fessier du nouveau-né,

Chez I’adulte, une anite candidosique est souvent associée, et est caractérisée par un

prurit ainsi qu’une sensation de briilure anale®®.

b. Les candidoses des muqueuses

(1) Les candidoses oropharyngées

On estime que 30 a 60% des adultes en bon état de santé sont porteurs de facon

commensales et non pathologiques d’espéces de Candida dans la cavité buccale®. Cependant,
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lors de processus affaiblissant le systéme immunitaire de 1’hote par exemple, certaines especes
de Candida, telles que Candida albicans, vont proliférer causant une rupture de I’équilibre et
passent d’espéces commensales non pathologiques a espéces opportunistes responsables de

pathologies telles que les candidoses oropharyngées®©.61.62,

Il en existe de trois types :

- Lacandidose érythémateuse ou atrophique qui est présente sous forme aigué et souvent
secondaire a un traitement antibiotique, entrainant des lésions multifocales, une
inflammation et un érythéme buccal, une langue rouge vif et dépapillée (autrement
appelée glossite)®. Elle est aussi présente sous forme chronique, également appelée la
« stomatite des dentiers », entrainant un érytheme chronique des tissus dentaires, un

cedéme sous et autour de la prothése et des pétéchies inflammatoires®.

- La candidose pseudomembraneuse aigiie (ou muguet buccal) qui se présente sous la
forme de |Iésions blanche-jaunatres fermes, confluentes en granulations
pseudomembraneuses. Candida adhére alors aux mugueuses en prenant un aspect de
lait caillé et envahit la langue, les gencives, le palais et les faces internes des joues®.
Cette forme est retrouvée principalement chez les nouveau-nés, chez les patients
immunodéprimés, chez les patients atteints d’un diabéte non équilibré, atteints

d’hyposialie iatrogéne ou chez les patients sous corticoides en inhalation® (Figure 8).

- La candidose hyperplasique ou pseudotumorale qui est retrouvée au niveau jugal et
lingual sous forme de plaques blanche-jaunatres®. Ces plaques sont adhérentes,
difficilement détachables. Cette candidose est plus fréquente chez les fumeurs. Une

transformation maligne de ce type de Iésions est parfois observée.
Ces candidoses oropharyngées, en particulier le muguet, sont souvent accompagnées de

perleche (chéilite) angulaire correspondant a une inflammation de la commissure labiale

formant une fissuration érythémateuse, squameuse ou cro(teuse souvent bilatérale®>°,
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Figure 8 : Photographie d 'une candidose buccale. (Public Health Image Library)

(2)  Les candidoses digestives

(a) La candidose cesophagienne

La candidose cesophagienne est caractérisée par une dysphagie, des brllures rétro-
sternales (pyrosis) et un hoquet. Elle peut également étre la cause d’anorexie.

Cette candidose est souvent associée a une candidose oropharyngée. Elle est
fréguemment retrouvée chez les patients au stade SIDA ayant un taux de lymphocytes T CD4+
< 100/mm3, les patients atteints de cancers ou d’hémopathie maligne (en particulier la

leucémie)®.

(b) Les candidoses gastro-intestinales

Les candidoses gastro-intestinales associent diarrhées aqueuses et déshydratation,
flatulences et douleurs abdominales®. Elles concernent le tube digestif, de I’estomac au colon
et présentent un risque de perforation digestive et d’hémorragie. Elles peuvent étre associées a
une anite candidosique. Elles sont plutdt rares et principalement retrouvées chez le patient

immunodéprimé®?,
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(3) Les candidoses génitales

(@ Lacandidose vulvo-vaginale

Cette candidose est fréquente puisqu’elle touche a un moment dans leur vie 75% des
femmes et est récidivante dans un quart des cas3>646566_Cette pathologie touche en général des
femmes jeunes et actives sexuellement®4.

Les signes cliniques associés sont un prurit vulvaire intense, une dyspareunie, des
sensations de brdlures, une dysurie, des leucorrhées blanchatres grumeleuses abondantes
caillebottées, un érythéme et un cedéme de la vulve, parfois des fissures ou des excoriations
(Figure 9)%7.

L’origine de cette candidose est endogene : Candida, en particulier I’espéce albicans
(espece responsable de 80% de ces candidoses), passe du tube digestif vers la sphéere génitale.
Cette candidose n’est pas considérée comme une infection sexuellement transmissible (IST).
Elle est hormonodépendante et apparait fréquemment lors de la seconde partie du cycle
menstruel ou lors d’une grossesse (troisiéme trimestre)®. 1l existe aussi de nombreux autres
facteurs la favorisant tels que le port de vétements serrés, I’utilisation de savon acide lors de la
toilette intime, 1’utilisation de tampons vaginaux, de stérilets ou encore I’utilisation

d’antibiotiques, la présence d’un diabéte mal contr6lé, d’une immunodépression...3®

Figure 9 : Photographie d’une candidose vaginale (Anofel©°)

(b) Labalanite

Cette forme de candidose génitale retrouvée chez I’homme est plus rare, généralement
d’origine sexuelle®>%8, Elle associe un érytheme prurigineux de la muqueuse du gland et du

prépuce, une inflammation ainsi que des douleurs de la verge. De petites vésicules sont
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présentes a la surface du sillon balano-préputial ainsi que des papules accompagnées souvent

de plaques blanchatres®.

(@))] Les candidoses urinaires

(@ Lacystite a Candida

Cette forme concerne plutot les femmes ainsi que les patients diabétiques et ceux ayant
des malformations au niveau des voies urinaires®>%°, Comme les cystites bactériennes, les
symptomes associent pollakiurie, dysurie, des douleurs mictionnelles et une inflammation du

méat urinaire®. La fiévre n’est pas constante’°.

(b)  Lapyélonéphrite a Candida

Elle survient surtout chez les personnes agees, les patients sondes ou les patients sous
antibiothérapie au long cours®®. La pyélonéphrite a Candida tout comme une pyélonéphrite
classique, est considérée comme une urgence thérapeutique®®.

Elle se distingue de la cystite par ses signes cliniques, qui sont de la fievre accompagnée

de douleurs lombaires®.

(5) Les candidoses oculaires

Les candidoses oculaires sont rares et la plupart du temps bénignes®. Elles sont souvent
dues a I’utilisation d’un collyre antibiotique ou a la prise de corticoides®. Une apparition subite
de vision floue associée a une douleur et une photophobie sont les principaux symptémes
évocateurs’ . Les candidoses oculaires peuvent évoluer vers une blépharite si elles ne sont pas

correctement traitées?°.

(6) Les candidoses pulmonaires et bronchiques

Les candidoses pulmonaires et bronchiques sont dues a une dissémination de Candida
par voie hématogéne®. Cette forme de candidose reste une infection rare et est observée lors
de candidoses disséminées associant une utilisation prolongée d’antibiotiques ou a un état

d’immunosuppression’?. La clinique est peu spécifique (toux, fiévre)s.
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c. Les candidoses profondes

Les candidoses profondes sont des affections graves avec pour signes cliniques en
général une fiévre résistante aux antibiotiques a large spectre ainsi qu’une altération de 1’état
général™. Ces candidoses peuvent avoir deux origines, a savoir, endogéne (& partir d’un
foyer digestif par exemple) et exogéne (dispositifs médicaux (cathéter veineux central)... )",
Les candidoses profondes comptent les candidoses systémiques ainsi que la candidose

hépatosplénique (ou candidose chronique disséminée)’.

(1)  Les candidoses systemiques

Les candidoses systémiques représentent une cause de mortalité et de morbidité
importante’. Elles correspondent a la présence de Candida dans plusieurs sites non contigus
ce qui sous-entend une dissémination via le flux sanguin®. Aussi appelées candidémies, elles
sont principalement des co-infections chez les patients immunodéprimés (VIH, cancers...),
ainsi que chez les patients traités par des antibiotiques a large spectre, des immunosuppresseurs
lors de greffes d’organe ou des traitements anti-leucémiques®’. Il n’existe pas de
symptomatologie spécifique. Cependant, une fievre irréguliére résistante a une antibiothérapie
a large spectre de plus de 72h et une altération de I’état général est observée dans environ 80 %

des cas. Une leucocytose est également observée dans 50 % des cas®.

Dans ces candidoses systémiques, les Candida peuvent parfois se loger dans des
localisations particulieres telles que des localisations cardiaques (causant des endocardites),

ostéoarticulaires (responsables de spondylodiscites) ou neurologiques.

(2)  Les candidoses hépatospléniques

Cette forme de candidose est rare’®. Pour une grande partie des patients, elle se manifeste
aprés une neutropénie sévere et prolongée (induite par chimiothérapie)’®’"7® . Elle concerne 3
a29% des patients atteints de leucémie aigué’. Les symptomes ne sont pas spécifiques: on note
des douleurs abdominales, une hépato- et/ou splénomégalie, des diarrhées, nausées,

vomissements, et une fiévre résistante a une antibiothérapie a large spectre’®7°,
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D. Traitements existants

Les classes d’agents antifongiques principalement utilisées dans les infections a
Candida correspondent aux azoles, polyénes, antimétabolites, échinocandines et allylamines.
Ces antifongiques présentent différents modes d’action. Certains agissent sur la paroi cellulaire
par inhibition de la formation de cette dernicre, d’autres sur la membrane plasmique en inhibant
la synthése de I’ergostérol, ou encore en interagissant directement avec 1’ergostérol
membranaire. D’autres encore agissent en inhibant la division cellulaire®8.,

Voyons ci-dessous ces principaux traitements.

a. Lesazolés

Les agents antifongiques azolés vont cibler ’enzyme 14-o-déméthylase qui est une
enzyme permettant la conversion du lanostérol en ergostérol. Les azolés vont donc inhiber la
synthése de 1’ergostérol provoquant une accumulation de précurseurs toxiques ainsi qu’une
déplétion en ergostérol qui est un constituant essentiel de la membrane fongique®?.

Peuvent étre distingués les antifongiques azolés a usage systémique (fluconazole,
voriconazole) de ceux a usage topique (kétoconazole). On distingue également les
antifongiques imidazolés (kétoconazole) (Figure 10) des triazolés (fluconazole, itraconazole)
(Figure 11). Ces derniers peuvent étre de 1¢ génération (fluconazole, itraconazole) ou de 2%

génération (voriconazole, posaconazole)®.
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Figure 10 : exemple de structure chimique d’imidazolé (kétoconazole)
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Figure 11 : exemple de structure chimique de triazolé ( fluconazole)

Le fluconazole (BEAGYNE®, TRIFLUCAN® par voie orale) est indiqué en cas de
candidoses oropharyngées, oesophagiennes, urinaires et systemiques, ainsi qu’en prophylaxie
des candidoses (ou de la méningite a cryptocoques) chez les patients VIH ou affectés d’une
neutropénie prolongée®?.

Les effets indésirables recensés du fluconazole sont des nausées, douleurs abdominales,

céphalées ainsi que des diarrhées, vomissements, vertiges, anémie, épilepsie...2.

L’itraconazole (SPORANOX® par voie orale et buvable) est indiqué dans les
candidoses oropharyngeées et/ou oesophagiennes. Il est aussi indiqué dans d’autres affections
fongiques telles que I’aspergillose bronchopulmonaire et pulmonaire nécrosante, la keratite
fongique ou le pytiriasis versicolor,

Pour les traitements de moins d’un mois d’itraconazole, des nausées, douleurs
abdominales, céphalées, dyspepsies ont été rapportées. Pour les traitements prolongés, des

nausées, gastralgies, hépatites toxiques, insuffisance cardiaque ont été rapportées®.

Le voriconazole (VFEND® par voie orale et injectable) est indiqué dans les
candidémies du patient non neutropénique, les candidoses invasives graves résistantes au
fluconazole ainsi qu’en prophylaxie des infections fongiques invasives chez les receveurs d’une
allogreffes de cellules souches hématopoiétiques (CSH) a haut risque®?. Son absorption
digestive est diminuée par les aliments (la prise se fait donc 2 heures avant ou aprés les repas)®?.

L'apparition d'effets indésirables est tres fréquente. Les effets indésirables les plus

souvent observés sont une modification des ongles ainsi qu’une alopécie®?. Des hépatites,
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thrombopénies, purpura, pancytopénie, hématurie, allongement de I’intervalle QTc etc. sont
des effets indésirables qui sont fréquents, de I’ordre de 1 a 10%, et plus rarement, des réactions
anaphylactiques, une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), une agranulocytose, une

éosinophilie ont été rapportés®?.

Le posaconazole (NOXAFIL® par voie orale et injectable) est indiqué dans les
infections fongiques invasives chez les patients adultes réfractaires/intolérants a
I’amphotéricine B, a I’itraconazole ou au fluconazole, dans la prophylaxie des infections
fongiques invasives chez les patients sous chimiothérapie d’induction (LAM) ou recevant un
traitement immunosuppresseur ainsi que dans les candidoses oropharyngées chez les patients
immunodéprimés®,

Les effets indésirables rapportés de cette molécule sont sensiblement identiques aux
autres molécules de cette classe, a savoir céphalées, nausées, anorexie, douleurs abdominales,

etc.82,

Le miconazole (DAKTARIN®, LORAMYC® par voie orale) est utilise dans le
traitement des candidoses buccales (muguet, perléche, glossite, gingivite, stomatite)®?. Ses
effets indésirables sont des troubles digestifs tels que nausees, diarrhées voire vomissements,
ainsi que, plus rarement, des éruptions cutanées allergiques, une augmentation des

transaminases et une dysgueusie®?.

Il faut aussi noter que ces antifongiques sont des inhibiteurs puissants du cytochrome
P45082, 11 existe donc des interactions possibles avec de nombreux médicaments, ainsi qu’une

potentielle hépatotoxicité.

Les résistances acquises aux azolés sont nombreuses. Parmi les mécanismes de
résistance, on peut citer une diminution de la concentration intracellulaire en azolés par
surexpression des pompes a efflux, une modification de la cible par mutation génétique ou une
surexpression de la cible, une modification de la composition en stérol de la membrane
fongique®® ... (Figure 12). Ces mécanismes de résistance induisent une diminution voire une

disparition de I’effet de ces azolés.
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Figure 12 : Schéma de différents exemples de mécanismes de résistance aux azolés. 1) Mutation
au niveau de la cible des azolés (ici, ERG11) 2) surexpression de la cible des azolés; 3)

surexpression des pompes a efflux ou des transporteurs. D'apres Lee et coll. (2021)3
b. Les polyenes

Les principaux polyénes antifongiques sont I’amphotéricine B (FUNGIZONE® par
voie orale ou injectable) (figure 13) et la nystatine (MYCOSTATINE® par voie orale) (Figure
14).
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Figure 13 : Structure chimique de I’amphotéricine B

Figure 14 : Structure chimique de la nystatine

Ces deux polyenes ont pour cible I’ergostérol. Ils vont se lier a I’ergostérol présent dans

la membrane fongique et ainsi, vont provoquer une discontinuité de celle-ci.

Utilisés per os, ils sont indiqués en cas de mycoses cutanéo-muqueuses (notamment
digestives) ou pour la prévention des candidoses chez des sujets dits a trés haut risque (tels que
les prématurés, patients sous chimiothérapie ou immunodéprimés)®?. Lorsque I’amphotéricine

B est utilisée par voie injectable, cette derniere est indiquée en cas de mycoses systémiques a

-27-



germes sensibles et opportunistes (notamment Candida), ainsi qu’en cas d’infections a d’autres
organismes tels que la méningo-encéphalite amibienne ou les leishmanioses®.

Les effets indésirables de ’amphotéricine B et de la nystatine par voie orale sont des
troubles digestifs tels que des vomissements ainsi que des manifestations allergiques®?. Pour
optimiser au maximum l'effet thérapeutique, il est recommandé¢ d’utiliser les suspensions
buvables en dehors des repas, en bain de bouche, puis de les avaler en cas de candidose

digestive®?.

Les effets indésirables liés a I’utilisation de I’amphotéricine B injectable comptent une
fievre dose-dépendante avec frissons, crampes, ceéphalées lors de la perfusion, une
néphrotoxicité dose-dépendante, une anémie, une hématotoxicité avec thrombopénie,
potentielle agranulocytose...8283,

Deux autres formes d’amphotéricine B existent actuellement : I’amphotéricine B
complexée avec des phospholipides (ABELCET®) et [’amphotéricine B liposomale
(AMBISOME®). La premiere est une forme a libération différée : I’amphotéricine B est
incorporée dans une matrice de deux phospholipides qui une fois dans I’organisme vont étre
dégradés par des enzymes phagocytaires (phospholipases) libérant ainsi I’amphotéricine B &3,
La seconde forme incorpore 1’amphotéricine B dans de petits liposomes lamellaires®. Cette
derniére forme, tres largement utilisée en clinique, présente moins de toxicité rénale que
I’amphotéricine conventionnelle 8. Elle présente également une excellente pénétration
intracellulaire, dans le liquide céphalo-rachidien ou I’ceil par exemple, o beaucoup d’autres
thérapeutiques échouaient jusqu’alors’™,

Ces deux produits (ABELCET® et AMBISOME®) sont indiqués chez les patients
atteints de mycoses systémiques a germes sensibles et opportunistes (dont C. albicans), ayant
développé une insuffisance rénale sous amphotéricine B conventionnelle ou ceux qui possédent

une insuffisance rénale préexistante et persistante®?.
La résistance a la classe des polyénes est assez rare. Elle résulte de mutations dans le

gene ERG3 qui est un géne codant pour une enzyme impliquée dans la synthése de 1’ergostérol,

diminuant ainsi sa concentration dans la membrane fongique®®.
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c. Les antimétabolites

Parmi les antimétabolites, seule la flucytosine est utilisée en cas de candidoses. Elle peut
étre employée par voie orale ou injectable (ANCOTIL®)®.

La flucytosine est un antifongique de synthese, dérivé fluoré de la cytosine, possédant une
biodisponibilité et diffusion élevées (y compris dans le LCR, I’humeur aqueuse et les sécrétions

bronchiques), ainsi qu’une toxicité inférieure a celle de I’amphotéricine B&#3 (Figure 15).

NH, NH,,
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Figure 15 : Structures chimiques de la flucytosine (& gauche) et de la cytosine (a droite)

Elle agit en inhibant la synthése d’ARN et d’ADN fongique. La flucytosine entre dans la
cellule via des cytosine-perméases, puis, une fois arrivé a I’intérieur du cytosol, cette derniére
va étre désaminée par une enzyme spécifique aux champignons (la cytosine-désaminase), afin
de générer du 5-fluorouracile (5-FU)8#’. Le 5-FU nouvellement généré va étre phosphorylé
par une autre enzyme (l'uridine phosphoribosyl transférase) pour donner du 5-fluorouridine
monophosphate (ou 5-FUMP)®, Puis, le 5-FUMP, par action de kinases va former du 5-
fluorouridine triphosphate (ou 5-FU triphosphate) et, sous I’action a nouveau de 1’uridine
phosphoribosyl transférase, va donner le 5-fluoro désoxyribouridine monophosphate. Le 5-FU
triphosphate est ensuite incorporé dans I’ARN a la place de 1’uracile et entraine donc un ARN
frauduleux ainsi que des erreurs de lecture du code génétique®?. Le 5-fluoro désoxyribouridine
monophosphate quant a lui, forme un complexe ternaire avec I’acide folinique et la thymidilate
synthase (enzyme impliquée dans la voie de biosynthése de la thymidine, un des précurseurs de
I’ADN), entrainant une inhibition de la synthése de la thymidine et de I’ ADN® (Figure 16).
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Figure 16 : Schéma du métabolisme et mécanisme d'action de la flucytosine

La flucytosine est indiquée, en association avec 1’amphotéricine B injectable, en cas de
candidoses urinaires, digestives, respiratoires, ainsi que lors d'endocardites et de septicémies a
Candida. Elle est également indiquée dans les cryptococcoses et certaines formes
d’aspergillomes®?. La flucytosine n’est jamais utilisée en monothérapie car de nombreuses
résistances acquises ont déja été observées. Ces résistances se traduisent par une augmentation
de la sélectivité des perméases (enzymes permettant normalement I'entrée de la flucytosine dans
la cellule) limitant ainsi sa concentration intracellulaire®®. Des modifications au niveau des
enzymes responsables de la transformation de la flucytosine en 5-FU puis en 5-FUMP sont

aussi impliquées dans ces mécanismes de résistance.

Les effets indésirables de la flucytosine sont : une toxicité hématologique dose-dépendante
(leucopénie, thrombopénie, anémie voire risque d’aplasie médullaire), des troubles digestifs
dose-dépendants (par transformation en fluoro-uracile toxique : nausée, diarrhée...), une
atteinte hépatique avec élévation des transaminases parfois réversibles a I’arrét du traitement®?,
Son association avec I’amphotéricine B est une association synergique. Associée au

kétoconazole, I'effet est alors additifs2,
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d. Les échinocandines

Cette classe est plus récente que les autres précédemment présentées. En effet, la
premiere échinocandine a été hémi-synthétisée en 1974. 1l s'agit de I’anidulafungine. Puis la
caspofungine a été découverte en 1989 puis la micafungine en 2000. Il s'agit de lipopeptides
semi-synthétiques qui sont utilisés en thérapeutique depuis les années 20008328, On peut citer
trois molécules, utilisées en cas de candidoses, actuellement sur le marché : la caspofungine, la

micafungine et I’anidulafungine (Figure 17).
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Figure 17 : Structures chimiques de a) la caspofungine ; b) [’anidulafungine; c) la

micafungine

Les échinocandines vont inhiber de fagon non compétitive I’enzyme 1,3-R-D-glucane
synthétase. Ce systéme enzymatique est nécessaire a la production du 3-(1,3)-D-glucane,
constituant indispensable de la paroi fongique®?8. Une diminution de la synthése des glucanes
et ainsi, une perte d’intégrité de la paroi fongique sera donc observée®8, || est a noter que leur
action est sélective car 1’enzyme que ces molécules blogquent est une enzyme qui est absente
des cellules de mammiféres®®. Les échinocandines constituent une alternative face a la
recrudescence des infections mycosiques séveres et leurs résistances ou intolérances aux

traitements conventionnels®s,
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La caspofungine (CANCIDAS® par voie injectable) est indiquée dans les candidoses
invasives de la population adulte et pédiatrique ainsi que dans les cas d'aspergillose invasive
adulte ou pédiatrique, réfractaires ou intolérants a I’amphotéricine B2,

L’¢élévation des phosphatases alcalines et des transaminases sont des effets indésirables
tres fréquents (>10%) de la caspofungine. On note aussi potentiellement 1’apparition d’un rash
cutané, de fievre, nausées ou encore plus rarement, de chocs anaphylactiques et d'accidents

cutanés graves®?.

La micafungine (MYCAMINE® par voie injectable) est indiquee dans les candidoses
invasives, tout 4ge confondu, dans les candidoses oesophagiennes (pour les adolescents > 16
ans) et dans la prévention des infections a Candida chez les patients bénéficiant d’une allogreffe
de cellules souches hématopoiétiques (CSH) ou chez les patients ayant une neutropénie
attendue > 10 jours®?.

Les effets indésirables fréquents de la micafungine sont des troubles hématologiques
tels qu’une leucopénie ou une anémie, ainsi qu’un risque de phlébites, céphalées, dyspnées,
nausees, vomissements et, plus rarement, une réaction allergique avec éruption cutanée et

frissons ou une hémolyse®?,

L’anidulafungine (ECALTA® par voie injectable) est indiquée dans les candidoses
invasives de I’adulte®?. Parmi les effets indésirables fréquents, on note des troubles digestifs
(nausées, diarrhées), une hypokaliémie, des céphalées, prurits, convulsions, coagulopathie, et

plus rarement une hypertension, des bronchospasmes ou un choc anaphylactique®.
La résistance aux échinocandines s’explique par des phénomeénes de mutation de

certains genes impliqués dans la sous-unité catalytigue de 1’enzyme 1,3-B-D-glucane

synthétase®.
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e. Les allylamines

Une seule molécule appartenant a cette classe est utilisée contre Candida : la
terbinafine®283, Elle est utilisée par voie orale (LAMISIL®, FUNGSTER®) ou par voie
locale (LAMISIL®). Tout comme la flucytosine, la terbinafine est un antifongique de
synthése®3, Sa structure chimique est présentée dans la figure 18. C’est un antifongique a
large spectre, avec une bonne absorption digestive (donc avec une prise préférentiellement

pendant le repas pour la voie orale).
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Figure 18 : Structure chimique de la terbinafine

La terbinafine posséde une action fongicide en bloquant la synthese de la membrane par
inhibition de la squaléne-époxydase, enzyme intervenant dans la synthése de l'ergostérol

membranaire82:83,

Elle est indiquée, pour la voie orale, dans les candidoses cutanées résistantes aux
traitements locaux du fait de I'étendue des lésions ou de la résistance aux traitements
antifongiques habituels. Pour la voie locale, elle est indiquée dans certaines candidoses cutanéo-
muqueuses telles que les intertrigos candidosiques, perléche, vulvite et balanite®?.

Plusieurs effets indésirables sont a énumérer concernant la voie orale, tels que des

troubles digestifs avec nausées, anorexie, diarrhées, une agueusie ou dysgueusie, des céphalées,
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myalgies, arthralgies, imposant I’arrét du traitement en cas d’élévation des enzymes hépatiques
(rares cas d’hépatites dont des cas mortels), exanthéme, urticaire, angioedéme, syndrome de
Lyell®,

Pour la voie locale, les effets indésirables comptent des érythemes, des démangeaisons

ou encore un eczéma de contact qui imposera par la suite I’arrét du traitement®?,

II. Biofilma C. albicans

A. Définition d'un biofilm

Les biofilms sont des amas structurés de cellules microbiennes, enrobées d’une matrice
polymérique et attachées a une surface®. Cette organisation protege les microorganismes
notamment des agressions extérieures, leur permettant de survivre dans des conditions
environnementales hostiles®. Elle leur permet de résister au systéme immunitaire de ’hote et
leur confére une certaine résistance aux traitements antimicrobiens. De plus, les cellules
libérées par les biofilms peuvent migrer dans la circulation sanguine et causer des infections
systémiques a mortalité élevée.

Ainsi, ces biofilms ont un impact important en terme de santé publique.

B.  Epidémiologie des biofilms a C. albicans

Candida albicans est I’une des espéces fongiques la plus associée a la formation de
biofilms impliqués dans des pathologies humaines328%9, Les biofilms de cette espece de
Candida se développent notamment sur presque tout type de dispositifs médicaux et en
particulier sur les matériaux médicaux invasifs, tels que les cathéters, les pacemakers, les
prothéses etc23289,

Le risque, chez les patients possédant un cathéter intraveineux, de développer un
biofilm a Candida albicans a été estimé a 30%*.

Le codt annuel pour les thérapies antifongiques liées a ces infections a biofilm de
Candida albicans a été estimée a 2,6 milliards de dollars aux Etats-Unis par an®.

Les biofilms de Candida formés sur les cathéters veineux centraux et autres matériaux
invasifs constituent le principal facteur de risque de candidémie. L’incidence des candidémies
impliquant des biofilms ainsi que la mortalité liée a augmenté depuis quelques années, ce qui

est notamment lié a la recrudescence de I’utilisation des dispositifs intravasculaires®%, Et
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malgré les thérapies antifongiques actuellement disponibles, le taux de mortalite lié a ces
candidémies invasives avoisine les 40%%.
En comparaison aux cellules planctoniques, les levures se dispersant a partir de biofilms
matures seraient plus virulentes et avec une plus grande capacité d’adhérence aux surfaces®.
C’est cet ensemble qui fait que la forme biofilm représente 1’un des principaux facteurs

de virulence de C. albicans, contribuant a la pathogeneése des candidoses®-°2,

C.  Cycle de vie du biofilm de C. albicans

Le biofilm de C. albicans se forme en plusieurs étapes : une premiere phase dite
d’adhérence, suivie par une phase de développement puis une phase de maturation. La phase
de détachement ou dite de dissémination est la derniere phase du cycle de vie du biofilm%4
(Figure 19).
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1) Premiére phase : adhérence des levures

2) Deuxiéme phase : développement
—> formation de la monocouche

3) Troisiéme phase : maturation du biofilm

Biofilm mature

4) Quatriéme phase : détachement

Figure 19 : Cycle de vie d’un biofilm a Candida albicans. Adapté de Chandra J. et al,
2008°%; PMA : polymethylmethacrylate , ECM : matrice extracellulaire

-37 -



a. Premiére phase : l'adhérence

En premier lieu, les cellules fongiques sous la forme de blastospores vont adhérer
individuellement et de fagon réversible & une surface biotique ou abiotique (comme une
prothése en polymethylmethacrylate)® (Figure 19) . Ces cellules vont proliférer et former des
microcolonies. Des interactions non spécifiques (comme des liaisons hydrophobes,
électrostatiques, ou de Van der Waals etc.) puis spécifiques (ligands-récepteurs) permettent
cette adhérence®%. Des molécules d’adhérences, nommées adhésines, permettent ensuite aux
levures d’adhérer de facon irréversible. Cette étape peut durer jusqu’a 11 heures et est

nécessaire pour la phase suivante de développement du biofilm®4,

b. Deuxiéme phase : le développement

Les microcolonies vont ensuite former des macrocolonies par bourgeonnement et vont ainsi
former une monocouche basale a confluence sur le support®’. Cette phase intermédiaire dure
entre 12 et 30 heures. La filamentation des blastospores intervient lors de cette phase : les
blastospores vont former des saillies allongées lors de leur différenciation en hyphes® (Figure
20). Cette différenciation en hyphe permet de renforcer la structure du biofilm®*°. La production

de matrice extracellulaire est également initiée lors de cette phase®.

Figure 20 : Photographies sous microscopie a contraste de phase de C. albicans.
Gauche : forme blastospore.

Droite : forme hyphe (et quelques blastospores). Anofel’©
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c. Troisieme phase : la maturation

Cette étape se déroule entre 31 et 72 heures apreés 1’étape d’adhérence initiale des
levures®®%, Le biofilm nouvellement formé va continuer de croitre. Parallelement, la
production par les cellules de matrice polysaccharidique extracellulaire s’intensifie®®%. Cette
matrice est composée principalement de protéines, glucides, lipides et d’acides nucléiques®®%,
Le biofilm mature présente ainsi des cellules fongiques sous forme de blastospores et hyphes

englobées dans la matrice formant ainsi une couche épaisse®.

d. Quatrieme phase : le détachement

L’¢tape finale du cycle de vie d’un biofilm est le détachement et la dispersion des
cellules fongiques. Elle survient au-dela de 48 heures®. Cette derniere étape joue un role clé
dans la dissémination du biofilm dans 1’organisme, mais aussi dans la propagation de I’infection
. les levures sous forme blastospores non adhérées au substrat peuvent se détacher du biofilm,
se disperser de fagon isolée ou en amas et peuvent coloniser d’autres surfaces pour former de
nouveaux biofilms®9°7 Elles peuvent étre alors a ’origine de candidémies invasives par
dissémination dans les tissus de I’hote®. Il peut étre noté que ces cellules détachées voient leurs
propriétés phénotypiques modifiées : leurs capacités de filamentation, de formation de biofilm

ainsi que leur pathogénicité sont augmentées®.

D. Résistances induites par le mode de vie biofilm

Ce mode de vie biofilm confere aux levures C. albicans une résistance a plusieurs
classes de médicaments se traduisant par la nécessité de concentrations d'antifongiques jusqu’a
1000 fois supérieures aux concentrations efficaces contre les cellules planctoniques (non en
mode de vie biofilm)8%93.100,

Cette résistance est due a plusieurs mécanismes*. Il peut tout d’abord étre cité le
métabolisme ralenti des cellules au coeur du biofilm, du fait de I’accés limité aux ressources.
Cet acces limité s'explique par une densité tres forte en cellules et la présence de matrice
extracellulaire entrainant des gradients a I’intérieur du biofilm. En effet, les cellules les plus
extérieures auront un acces simplifié a I’oxygene et aux nutriments, contrairement aux cellules
les plus internes, qui auront un métabolisme ralenti et donc une sensibilité réduite aux

antimicrobiens (Figure 21)%01.102,
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Figure 21 : Représentation des gradients d oxygeéne et de nutriments présents

au sein des biofilms. D aprés Flemming et coll. (2016)1%2,

D’autres facteurs peuvent étre cités tels que le pH, la température ou le stress
environnemental qui sont susceptibles de modifier I’architecture du biofilm et donc sa
sensibilité aux antifongiques®’. La surexpression des cibles des antifongiques conventionnels
ou l'activation des pompes a efflux réduisant alors la concentration intracellulaire en
antimicrobiens, en particulier en traitements azolés sont d'autres mécanismes qui ont également
été observés#100,:103,104,

Enfin, il existe une sous population de cellules appelées persisters ou cellules
persistantes se trouvant a I’intérieur d’un biofilm et présentant une sensibilité réduite a quelques
classes thérapeutiques telles que les polyénes et azolés®1%, Le mécanisme de transition reste
incomplétement connu, mais il semblerait que cette transition impliquerait des modifications
de leurs paroi et membrane cellulaire'®.

La figure 22 résume ces différents mécanismes de résistance des biofilms fongiques.
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Figure 22: Résumé des différents mécanismes de résistance des biofilms
fongiques. Schéma d’aprés Taff et coll. (2013)*%

En outre, la résistance aux traitements induite par le biofilm est multifactorielle et rend

ainsi les pathologies impliquant des biofilms telles que les candidoses systémiques
difficilement traitables.
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E. Traitements utilisés contre le biofilm de Candida albicans

Actuellement, seules les échinocandines telles que la caspofungine, la micafungine ou
I’anidulafungine ainsi que les formulations lipidiques de I’amphotéricine B (sous forme
liposomale et a complexes de phospholipides), précédemment décrites, ont montré une activité
significative contre les biofilms de C. albicans in vitro, sans toutefois parvenir a totalement
éradiquer un biofilm déja formé (notamment d0 a certains mécanismes de résistance évoqués
plus haut). Ces traitements sont utilisés notamment dans les candidémies invasives impliquant

la formation de biofilm?74:106,

En conclusion, il n’existe que tres peu de traitements a I’heure actuelle actifs contre les
biofilms de C. albicans. La recherche de nouvelles alternatives est donc indispensable.
Certaines recherches se tournent actuellement vers des molécules produites par les lichens. En
effet, certains lichens sont utilisés par les populations pour leurs propriétés médicinales et
notamment leurs propriétés antimicrobiennes. Ces organismes formés par la symbiose entre un
champignon et un organisme photosynthétique sont la source de composés originaux aux
activités prometteuses. Ils présentent donc un fort potentiel dans la découverte de nouvelles

molécules actives contre les biofilms. Nous allons les présenter ci-dessous.

I1l. Les lichens

A. Définition

Les lichens sont définis comme des organismes symbiotiques correspondant a
I’association entre un champignon (mycobionte) et un organisme photosynthétique
(photobionte), comme par exemple une algue dans 85% des cas ou une cyanobactérie dans 10%
des cas voire les deux (5% restant)!4107.108.109 Tjg représentent ’un des mode de vie symbiotique
les plus anciens et diversifiés des champignons!®. Cette symbiose, association a bénéfices
réciproques, se traduit par un apport de matiére organique nécessaire au développement du
lichen par I’organisme photosynthétique via la photosynthése, et une protection structurale par
I'élément fongique qui permettra également 1’ancrage du lichen!1112,

Ces organismes sont formés d’un thalle, et n'ont par conséquent ni feuilles, ni tige, ni
racines'3, L’identité du mycobionte étant utilisée comme base pour leur classification, la

plupart des lichens sont classés dans le groupe des Ascomycétes!4115116

-42 -



Environ 10% de la surface terrestre est recouverte par les lichens et ces derniers
représentent plus de 20% de la biodiversité fongique mondiale, comptant plus de 20 000 especes
identifiées'417118 |Is sont présents dans divers habitats naturels; ils sont observables par
exemple a la surface de rochers, d'écorces, de tiges ou de feuilles d'arbres ou au sol18:119.120,

Concernant leur reproduction : elle peut étre sexuée ou asexuée.

La reproduction sexuée est assurée par le champignon qui via diverses structures va
émettre des spores dans l'air qui germeront et se développeront aprés la rencontre avec
I'organisme photosynthétique.

La reproduction asexuée s’effectue par fragmentation du thalle ou au moyen de boutures
naturelles. Ces fragments sont souvent disséminés par le vent ou les animaux et permettent ainsi

une colonisation d’autres milieux1,

B.  Les lichens : une source de composés d'interét

Depuis longtemps, les lichens sont utilisés comme aliments, colorants (teinture) voire
comme traitement en medecine traditionnelle du fait de leurs contenus en métabolites
d'intérét!18121.122.123 par exemple, les lichens Parmelia sulcata et Lobaria pulmonaria étaient
utilisés pour les maladies pulmonaires et craniennes. Peltigera aphtosa était utilisé, comme son
nom latin l'indique, pour soigner les aphtes ou Parmelia saxatilis était employé en cas
d'épilepsie, etc.*?.

Environ 700 substances lichéniques ont été dénombrées jusqu'a maintenant'?. Ces
métabolites sont classés en deux groupes : les métabolites primaires et secondaires?6127,

Les métabolites primaires des lichens vont contribuer au métabolisme cellulaire et a la
structure du lichen et sont produits par le mycobionte et le photobionte!?. Les plus retrouvés
sont les acides aminés, vitamines, polyols, pigments, chitine et polysaccharides®!?.

Le mycobionte est responsable de la synthése des métabolites secondaires, et le
photobionte peut avoir une influence sur ce métabolisme!'®. Les métabolites secondaires ne
sont pas essentiels pour la survie et le développement du lichen, et leur contribution n’est pas
entierement connue : ils pourraient intervenir dansla protection du thalle contre les
agents/agressions extérieurs (tels que les animaux, les UVs qui induisent la génération de
radicaux libres) ou encore avoir un impact sur les interactions biotiques et abiotiques du lichen
avec I’environnement*,

Plusieurs classes chimiques y sont retrouvées telles que les anthraquinones, les depsides,
les depsidones ou dibenzofuranes, des composés aromatiques, ainsi que des xanthones (plus de

100 xanthones ont été isolées de lichens en 2016)14126:128.129 Ces différentes classes ont montré
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des actions diverses et sont notamment responsables d' activités pharmacologiques, telles
qu’une activité antioxydante, anti-microbienne, antivirale, cytotoxique!4116:130.131,132.133 par
exemple, certaines xanthones lichéniques ont déja démontré des activités antimycobactériennes
comparables aux effets des traitements utilisés pour la tuberculose, ainsi que des activités
antibiotiques contre Bacillus subtilis'?1%*, Les dibenzofuranes (comme I’acide usnique par
exemple) ont, quant a eux, démontré des propriétés antimicrobiennes, antivirales, anti-
inflammatoires et antiprolifératives'®. Les anthraquinones (telle que I’émodine) ont présenté
des activités antitumorales, antibactériennes, diurétiques, vasorelaxantes,

antiprolifératives!3136.137,

C. Les lichens étudiés

L'étude portant sur cing lichens, leur présentation va étre faite ci-dessous.

a. Evernia prunastri

Evernia prunastri est un lichen répandu en Europe et en Asie®38. Il appartient a l'ordre
des Lecanorales et a la famille des Parmeliaceae®®. Il est communément appelé « mousse des
chénes » car principalement collecté sur les troncs et branches de chénes ainsi que des frénes,
saules, pins et parfois sur des rochers!40-14L,

Son thalle est fruticuleux a structure foliacée*®. Ses lobes sont souvent blancs en
dessous et nervurés au-dessus*8, Sa couleur vire du vert au blanc verdatre lorsque le lichen est

sec, ainsi que du vert foncé au jaune lorsqu’il est humidifié*® (Figure 23).

Figure 23 : Photographie d'Evernia prunastri, (©Mambu L., 2016)
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Plusieurs métabolites sont retrouvés chez E. prunastri, dont les principaux sont 1’acide
évernique (appartenant a la classe des depsides), I’acide usnique (dibenzofurane) et I’atranorine
(depside)?2142, D’autres composés, hon majoritaires, ont été retrouvés chez ce lichen comme
I’acide physodique et la chloroatranorine qui font respectivement partis de la classe des
depsidones et des depsides!!®143,

Concernant ses activités pharmacologiques, Evernia prunastri a déja démontré des
activités antibactériennes contre plusieurs bactéries comme Bacillus mycoides, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, des activités
antifongiques (contre Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Penicillium purpurescens et
Penicillium verrucosum) et anti-oxydante 118142144 T °acide évernique, usnique et I’atranorine
sont connus pour étre des inhibiteurs puissants de certaines enzymes liées au métabolisme des
polyamines, telles que I’arginine décarboxylase par exemple ou encore 1’ornithine
décarboxylase qui sont deux enzymes intervenant dans le métabolisme des acides
amingst18122.144145 1 >atranorine aurait de plus des effets photoprotecteurs!#4.

Ce lichen a été beaucoup utilisé en cosmétique, notamment en parfumerig!4>146,
L'extrait de ce lichen, appelé aussi "absolue de mousse de chéne", fait partie de la composition
de parfums. Cependant il s’est révélé tres allergéne pour la peau. En effet, cet extrait a une
composition complexe et parmi cette composition figure I’atranorine et les acides évernique et
usnique désignés comme responsables de dermatites allergiques'*’1#8. Ainsi, la présence de cet
extrait doit étre indiquée dans la liste des ingrédients lorsque sa concentration est supérieure:

- 20,001 % dans les produits sans rincage,

- 20,01 % dans les produits a rincer.

b. Nephroma laevigatum

Nephroma laevigatum est un lichen appartenant a I'ordre des Peltigerales et a la famille
des Nephromataceae'®°. 1l croit principalement dans les foréts humides, sur des troncs couverts
de mousse ainsi que sur des murs et rochers des régions proches de I’océan®®. Il a pour
partenaire photosynthétique une cyanobactérie!®. Il possede un thalle foliacé, a lobes arrondis.
Sa face supérieure est lisse, gris bleuté a brun, et sa face inférieure est un peu ridée ou sillonnée,

glabre et brun clair a la marge et un peu plus foncée vers le centre#%150.151 (Figure 24).
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Figure 24 : Photographie de Nephroma laevigatum (© Mambu L., 2016)

Le genre Nephroma compte plus de 40 espéces, se ressemblant sur de nombreux points
morphologiques mais différant sur la nature des métabolites secondaires qu’ils produisent®®?,
En effet, certaines espéces vont produire par exemple majoritairement des anthraquinones, alors
que d’autres majoritairement des triterpénoides®®2.

Les métabolites de N. laevigatum décrits actuellement sont peu nombreux : il a été
identifié plusieurs anthraquinones telles que 1’émodine, la 7-chloroémodine et d’autres dérivés
chlorés, ainsi qu’une mycosporine décrite récemment53.154,

L’émodine et ses dérivés chlorés ont montré une activité anti-virale et notamment une

activité anti-HS\/1153155.156

Des extraits de N. laevigatum (obtenus par extraction avec de 1’acétone) ont déja
démontré des activités antiprolifératives modérées sur cellules humaines cancéreuses
colorectales (HT-29) ainsi que des activités antibiofilm modérées sur une souche de C. albicans.
Une absence d'effet antibiofilm de ces extraits sur S. aureus, et Pseudomonas aeruginosa a

également été décrit®"1%8,

c. Lasallia pustulata

Lasallia pustulata est un lichen qui appartient a I’ordre des Umbilicariales et a la famille
des Umbilicariaceae (Figure 25)'%. Il est retrouvé le long des cotes du sud de la Scandinavie

sur des falaises, ou encore en France, plutot en zone continentale, sur des rochers!>®60, C’est
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une grande espéce foliacée a thalles arrondis attachés centralement®6l. Elle présente des
pustules convexes visibles sur sa face supérieure, blanchatres souvent pruineuses (d'ou le
nom de "pustulata”)'61:162, Par temps sec, ce lichen est brun a gris blanchatre et brunatre a
vert/jaune par temps humide avec de rares apothécies et des marges d’isidies noires qui

croissent sur ou entre les pustules vers la périphérie (Figure 25 et 26)61.162,

-
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Figure 25 : Photographie de Lasallia pustulata, (©Gonnet Olivier, 2005)62
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pustules

Figure 26 : Photographie de Lasallia pustulata : Focus sur les pustules et isidies (©Gonnet
Olivier, 2005)162

En ce qui concerne sa composition chimique, Lasallia pustulata comporte notamment de
’acide gyrophorique, de 'umbiciline, du pustulan, de 1’arabitol, du mannitol, du saccharose,
du tréhalose, des enzymes ainsi que des acides aminés'6l. Cependant, il n’existe que trés peu
de données quant a ses activités pharmacologiques. Une étude de 2016 avec un extrait
méthanolique de ce lichen a montré que ce dernier possédait un pouvoir antioxydant et une
activité antimicrobienne modérée sur les souches testées de B. subtibilis, B. cereus et S. aureus
(activité plus faible que celle de I’acide ascorbique, le kétonazole et la streptomycineutilisés
comme contréles ). Cependant aucun effet génotoxique ou anticancéreux sur les lymphocytes
humains in vitro n'a été observé®6l. Une autre étude de 2007 a montré que L. pustulata possédait
une activité antimicrobienne significative contre des bactéries Gram + (Bacillus mycoides, B.
subtibilis, S. aureus) et Gram — (Enterobacter cloaceae, Klebsiella pneumoniae) a I’exception

d’Escherichia coli qui s’était montrée résistante!®s,

d. Cladonia uncialis

Cladonia uncialis est un lichen appartenant a 1’ordre des Lecanorales et a la famille des

Cladoniaceael®. Il est retrouvé sur le sol, I'numus, les mousses, les rochers, dans les landes
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a bruyeres ou les bois, principalement dans les lieux bien éclairés. 1l est commun en Europe,
en Amérique du Nord et en Asie'®41%5, Son thalle est jaune-vert voire verdatre avec des
sommets pointus bruns®® (Figure 27).

& ~
aud Delhidume

Figure 27 : Photographie de Cladonia uncialis (©Delhoume Arnaud, 2018)

Ce lichen produit des dibenzofuranes tels que 1’acide usnique ainsi que des depsides
comme I’acide squamatique et I’acide thamnolique'®®. Un extrait de C. uncialis a déja démontré
une activité antibactérienne contre une souche de S. aureus et une activité antifongique contre
C. albicans mais cette derniére restait tout de méme inférieure a 1’activité de 1’amphotéricine
B. Ces activités ont été expliquées par la présence de I'acide usnique, composé majoritaire dans

I'extrait et reconnu pour ses activités antibiotique et antifongique6>168,

e. Pleurosticta acetabulum

Ce lichen appartient a ’ordre des Lecanorales et a la famille des Parmeliaceae®®’.

Pleurosticta acetabulum est corticole c'est a dire poussant sur les écorces de troncs
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principalement. On le retrouve sur les écorces de feuillus, sur des arbres isolés en bord de
route, dans les vergers, les patures ou encore en foréts claires'®’. C’est un lichen foliacé. Sa
surface supérieure est de couleur brun-vert'®8, Ses apothécies sont Iégerement pédicellées,

de grande taille et de couleur rouge-brun®s8167 (Figures 28 et 29).

Figure 28 : Photographie de Pleurosticta acetabulum (©Daniéle Lacoux, 2010)*67
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Figure 29 : Photographie des apothécies de Pleurosticta acetabulum

(©Gavériaux Jean-Pierre, 2008)67

P. acetabulum produit plusieurs métabolites dont les deux plus communs sont I’acide
norstictique et 1’acide connorstictique. D’autres métabolites plus minoritaires ont été décrits
tels que la cytochalasine E, I’atranorine, la chloratranorine, I’acide salazinique, 1’acide a-
méthylestersalazinique et I’acide stictique'®®. Un extrait de Pleurosticta acetabulum a démontré
des propriétés anti-prolifératives sur des cellules cancéreuses colorectales humaines HT-29.

Cette activité est attribuée a la cytochalasine E présente dans I'extrait®®8.
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V. Les micro-organismes associes aux lichens

A. Une diversité microbienne associée

En plus de cette association mycobionte/photobionte formant le lichen, un ensemble
d'organismes d'origines bactérienne et fongique vivent associés a ce lichen. La découverte de
ce consortium a entrainé chez certains auteurs une évolution de la définition du lichen incluant
alors aussi ces microorganismes associés*?%. Ainsi pour certains, les lichens seraient apparus au
deébut de la vie terrestre et ce, a partir d’une association de cyanobactéries, champignons, et

d’autres microorganismes s'organisant a la maniére d'un biofilm?68,

Ces microorganismes sont retrouvés a I’intérieur et/ou a 1’extérieur du lichen et sont
alors qualifiés d'endolichéniques ou d'épilichéniques (ectolichéniques)
respectivementt6%170.17L.172_ Ces organismes sont encore assez méconnus et étudiés depuis peu.
Ils semblent contribuer a la symbiose lichénique en augmentant la résistance du lichen au stress
environnant, en contribuant a I’apport en nutriments, en détoxifiant les métabolites et en
éliminant les anciennes parties du thalle. Ils pourraient étre aussi impliqués dans la défense du

lichen contre ses pathogénes!!0:173,

B. Les bactéries associées aux lichens

Les bactéries peuvent étre présentes en grande quantité associées aux lichens. Il a été
démontré que leur densité totale sur un lichen pouvait étre 1000 fois plus élevée que celle
trouvée a la surface d'une feuille. La diversité bactérienne peut également étre importante. 1l a
par exemple été observé chez le lichen Lobaria pulmonaria une association avec plus de 800
especes bactériennes'®,

Les especes bactériennes les plus représentées semblent appartenir a la classe des
Alphaproteobacteria, suivie des classes des Actinobacteria, Firmicutes, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria et Gammaproteobacterial’®. Elles ne sont pas systématiquement
spécifiques aux lichens et peuvent ainsi, pour certaines, étre retrouvées dans d'autres milieux**>.

Ces bactéries associées aux lichens sont capables de produire une large gamme de
composés et certains de ces composés ont d’ores et déja démontré des activités
thérapeutiques’®. Par exemple, il est connu que les actinomycetes (ou Actinobacteria)

produisent un grand nombre de métabolites secondaires potentiellement actifs. En effet, une
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étude rapporte que sur 22 500 métabolites microbiens bioactifs analysés, presque la moitié
d’entre eux sont dérivés d’actinomycétes, et en particulier du genre Streptomyces*!s. Une étude
de 2005 évoque la production d'une cytokine appelée 1’uncialamycine par Streptomyces
uncialis (bactérie isolée du lichen Cladonia uncialis). Cette molécule a montré une activité
antibactérienne contre une souche de S. aureus, E. coli et Burkholderia cepacia'>'74, Une autre
étude de 2010 rapporte la production de nouvelles aminocoumarines antibiotiques : les
coumabiocins A-F par Streptomyces sp. L-4-4 isolé du lichen Cladonia gracilis. Streptomyces
sp. L-9-10 isolé du lichen Platismatia glauca est la source de quatre nouveaux analogues

d'herbicidine aux propriétés antibactériennes'®>.

Cependant, on peut remarquer que les activités, la diversité ainsi que les réles
fonctionnels des métabolites secondaires provenant des bactéries associées aux lichens ne sont
que peu élucidées. Il est vrai qu'a I'heure actuelle, la majorité des métabolites secondaires de la
sphére lichenique décrits dans la littérature sont le plus souvent attribués au mycobionte ou au

champignon endolichénique!®®.

Dans les paragraphes suivants, nous allons donc détailler les champignons
endolichéniques, étant 1’objet de mon travail de recherche lors de mon stage d'initiation a la

recherche effectué au sein du laboratoire EBI.

C.  Les champignons endolichéniques

Il existe plus de 13 500 especes de champignons endolichéniques recensées!’. Ces
champignons appartiennent pour la plupart aux Ascomycetes comme leurs homologues
endophytes!’®. Ils sont non pathogénes pour le lichen et sont physiologiquement et

taxonomiquement différents des mycobiontes!?6:177.178.179,

Bien qu'encore peu étudies, les champignons endolichéniques sont une source
potentielle de métabolites actifs qui mériterait d’étre plus profondément explorée!®. Les
métabolites décrits actuellement sont des alcaloides, composés phénoliques, stéroides,
terpénoides, peptides dont certains ont déja démontré des activités biologiques d'intérét'&,

Par exemple concernant les terpénoides: des tricycloalternarenes, des diterpénoides, des
sesquiterpenes et des sesterterpenes ont déja été décrits'81182.183.184 Certains de ces métabolites
ont démontreé une activité cytotoxique, des effets inhibiteurs modérés du Bacille de Calmette et

Guérin (BCG) et une activité inhibitrice de C. albicans planctonique!8183.184,
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Les alcaloides produits par des champignons endolichéniques identifiés dans la
littérature sont peu nombreux. Peuvent étre cités la chaetoglobosine Y (alcaloide extrait du
champignon endolichénique Chaetomium globosum isolé du lichen Everniastrum nepalense)
dépourvue d'activité anticancéreuse sur les lignées de cellules cancéreuses humaines HCT-116
et le variécolortide (alcaloide extrait du champignon endolichénique Eurotium sp. isolé du
lichen Cladonia grisea) pourvu d'une activité inhibitrice de la caspase-3 (protéase jouant un

role dans 1’apoptose)!80.185.186,187

Les nodulisporistéroides et la déméthoxyviridine sont des stéroides isolés de
champignons endolichéniques du genre Nodulisporium sp.1818°  Ces composés ont été testés
dans le cadre de la maladie d’Alzheimer et ont montré pour certains une activité proche de la

mémantine (médicament anti-Alzheimer de référence)%,

Concernant les composés phénoliques, les principaux issus de champignons endophytes
sont des furanones, pyrones, quinones (anthraquinones) et xanthones!8®191.192.193  Deyx
anthraquinones (8-O-méthylversicolorine A et B) extraites du champignon endolichénique
Aspergillus versicolor ont montré une faible activité cytotoxique contrairement aux
phaeosphaerines A a F (autres anthraquinones) isolées du champignon endolichénique
Phaeosphaeria sp. qui ont démontré une activité cytotoxique sur différentes lignées de cellules

cancéreuses®.194,

Une nouvelle naphtalénone et une isocoumarine isolées du champignon endolichénique
CR1546C de la famille des Xylariaceae sp. ont révélé une activité antifongique contre C.
albicans 1%,

Enfin, concernant les peptides, seulement deux composés ont été isolés de champignons
endolichéniques. I1 s’agit de deux pentapeptides cycliques isolés de champignons du genre
Xylaria sp. Un des deux composés a démontré une activité antifongique contre C. albicans en

synergie avec le kétoconazole'®.
Au regard de cette littérature et des précédents résultats obtenus au laboratoire, il

semblait donc pertinent de s'intéresser aux champignons endolichéniques de deux des cing

lichens étudiés: E. prunastri et N. laevigatum.
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D.  Leschampignons endolichéniques issus des lichens E. prunastri et N.

laevigatum

A I'heure actuelle, peu d’études évoquent les différents champignons endolichéniques
retrouvés dans le lichen E. prunastri. Une de ces études datée de 2018 décrit la présence de
Sordaria fimicola, Preussia persica, Coniochaeta lignicola, Nemania serpens ainsi que

Nemania aena, Anthostomella pinea, Xylaria longipes et Trametes versicolor!!4,

Coniochaeta lignicola, Xylaria longipes, Sordaria fimicola, Nemania serpens et aena
ainsi que Anthostomella pinea font partis de la classe des Sordariomycetes, Trametes versicolor
fait partie de la classe des Basidiomycetes, et Preussia persica appartient aux Dothideomycetes.
In fine, la plupart des champignons endolichéniques retrouvés dans E. prunastri font partis de

la classe des Sordariomycetes!!,

Quelques études rapportent des effets pharmacologiques de certains de ces champignons
endolichéniques. Par exemple, le genre Preussia a précédemment démontré une activité
antimicrobienne contre S. aureus résistant a la méticilline ainsi qu’une activité antifongique

contre C. albicans!4,

Concernant N. laevigatum, les champignons endolichéniques retrouvés en majorité sont
Nemania serpens et Nemania aenea var. aureolatum'®’. Sont retrouvés, en plus du genre
Nemania, les genres Daldinia, Coniochaeta, et Peziza'®’. Ces derniers font partis de la classe
des Sordariomycetes pour les genres Daldinia et Coniochaeta et Pezizomycetes pour le genre

Peziza. Le genre Nemania est le plus représenté dans le lichen N.laevigatum®®’.

Concernant des activités pharmacologiques décrites dans la littérature, I'espéce
Nemania serpens a déja démontré une activité antiproliférative intéressante contre des cellules
humaines cancéreuses colorectales HT-29 et HCT-116 et contre des cellules humaines

cancéreuses prostatiques PC-3 et DU145%7,
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Ainsi, deux de ces champignons endophytes : Nemania serpens et Nemania aenea var.
aureolatum et les cing lichens précédemment présentés ont été l'objet de I'étude a laquelle je
me suis attelée lors de mon stage d'initiation a la recherche réalisé du 17 mai au 17 juin 2016.

Cette étude va vous étre présentée dans le chapitre suivant.

-56 -



PARTIE EXPERIMENTALE
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I.  Travaux antérieurs et objectifs

J'ai donc intégré le laboratoire EBI, équipe MDE dans le cadre de mon stage d’initiation
a la recherche réalisé du 17 mai au 17 juin 2016. Ce stage avait pour objectif de poursuivre des
travaux commencés quelques temps auparavant en collaboration avec des chercheurs du
laboratoire de pharmacognosie de Limoges, spécialistes des lichens et de leurs champignons
endophytes. Avant mon arrivée, un screening des effets de 40 extraits lichéniques acétoniques
a été réalisé contre différentes étapes de développement du biofilm de Candida albicans. Parmi
ces 40 extraits, plusieurs ont démontré des activités anti-biofilm significatives dont les extraits
issus de deux lichens en particulier : Evernia prunastri (concentration inhibitrice a 50 % (Clso)
anti-développement du biofilm =50 pug/mL) et Nephroma laevigatum (Clso anti-développement
= 6,25 pg/mL).

De ces premiers résultats, 3 axes de poursuite ont alors été déduits et réalisés a Limoges:

- La confection d'extraits a partir d'autres solvants d'extraction des deux lichens les plus
actifs afin de voir I'impact du solvant d'extraction sur I'activité biologique. Il m'a donc
été confié la tache d'évaluer l'activité anti-développement du biofilm de C. albicans
d'extraits méthanolique et dichlorométhane de Nephroma laevigatum (et d'utiliser

I'extrait acétonique comme témoin de réference).

- Laculture, Iisolement et I'extraction des champignons associés a ces deux lichens. Le
champignon endophyte Sordaria fimicola a alors été isolé du lichen Evernia prunastri,
et les champignons Nemania serpens (deux genotypes) ainsi que Nemania aena var
aureolatum (quatre génotypes) ont été isolés du lichen Nephroma laevigatum. Afin
d'obtenir les composes chimiques produits par ces champignons, ceux-ci ont été placés
sur différents milieux de culture puis ces milieux ont été extraits a I'acétone aboutissant
a I'obtention de six extraits pour Sordaria fimicola, deux extraits pour Nemania serpens
et quatre extraits pour Nemania aena var aureolatum . Mon objectif a été d'évaluer

I'activité anti-développement du biofilm de ces extraits fongiques.

- Enfin l'isolement de composés purs a partir des extraits lichéniques actifs mis en
évidence lors du screening. Ainsi cing molécules ont été obtenues: I’acide
pseudoévernique, I’acide gyrophorique, 1’acide norstictique, 1’acide thamnolique et

I’acide usnique. Mon objectif a alors été d'évaluer I’activité anti-développement du
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biofilm de C. albicans et hémolytique (afin de vérifier une absence de toxicité cellulaire)

de ces composés.

Je me suis donc appliquée a la réalisation de ces 3 objectifs.

Il. Matériels et méthodes

A. Extraits et composés issus de lichens et de champignons

endolichéniques

Tous les extraits ont été obtenus par les chercheurs du laboratoire de pharmacognosie
de Limoges puis envoyes au laboratoire EBI de Poitiers pour évaluation biologique. Pour I' axe
1, trois extraits ont été réceptionnés a Poitiers : les extraits méthanolique, dichlorométhane et
acétonique de Nephroma laevigatum. Ces extraits ont été obtenus par macération de poudre du
lichen dans les différents solvants puis évaporation a sec a I'évaporateur rotatif.

Concernant l'axe 2, six extraits issus de Sordaria fimicola (champignon endophyte
présent dans le lichen Evernia prunastri) ont été réceptionnés. Ces six extraits ont été obtenus
par développement du champignon sur six milieux de culture différents: MEA (Malt Extract
Agan), Mix, PDA (Potato Dextrose Agar), Sabouraud, CMA (Corn Meal Agar) et Riz pendant
25 jours. Puis ces milieux ont été extrait par de I'acétate d'éthyle puis les extraits obtenus ont
été évaporés a sec a l'aide d'un évaporateur rotatif.

Deux extraits de Nemania serpens (génotypes 1 et 2) et quatre extraits de Nemania aena var.
aureolatum (génotypes 1, 2 , 3 et 4) (champignons endophytes présents dans le lichen
Nephroma laevigatum) ont été également recus. Ils ont été obtenus par culture des champignons
pendant 21 jours en milieu PDA puis extraction du milieu a l'acétate d'éthyle et évaporation a

sect?’,

Concernant I'axe 3, cing composés purs ont été réceptionnés:
- L’acide pseudoévernique et I'acide évernique isolé du lichen Evernia prunastri
- L’acide gyrophorique isolé¢ du lichen Lasallia pustulata
- L’acide usnique isolé du lichen Cladonia uncialis

- L’acide norstictique isolé du lichen Pleurosticta acetabulum

Ces composés ont été obtenus par précipitation ou fractionnement chromatographique!®.
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B.  Evaluation de I'activité anti-developpement du biofilm de C. albicans

a. Organisme et conditions de culture

(1)  Souche utilisée

La souche de Candida albicans ATCC 28367® provenant de I’American Type Culture
Collection (a Manassas aux Etats-Unis) a été utilisée.

(2)  Conditions de culture

Les cultures de C. albicans ont été réalisées sur milieu gélosé de Sabouraud supplémenté
en chloramphénicol et incubées a 37°C pendant 24h.

Pour obtenir le biofilm, des colonies de levures provenant de cette culture apres
incubation ont été prélevées puis transférées dans 30mL de milieu YNB (Yeast Nitrogen Base)
enrichi de 50 mM de glucose (YNB-GIc). Cette suspension a ensuite été incubée a 37°C pendant

une nuit.

b. Préparation du fluide buccal

Du fluide buccal non stimulé prélevé sur 12 volontaires sains a été rassemblé, traité par
du dithiothréitol (2,5 mmol/L), agité dans la glace pendant 10 min, centrifugé pendant 20 min
a 3000 g et 4 °C, dilué dans trois volumes d'eau distillée (25 %) et enfin filtré a travers une

membrane de 0,45 um. Cette solution mére a été stockée a -80°C.

c. Test anti-développement

Apreés incubation d'une nuit, la suspension de levures précédemment préparée a été
centrifugée a 2000 RPM pendant 10 minutes a 25°C. Le surnageant a été éliminé, et le culot a
été lavé avec du PBS. Apres une seconde centrifugation dans les mémes conditions, le
surnageant a, a nouveau, été éliminé et le culot obtenu a été re-suspendu dans du milieu YNB-
Glc. Cette culture ainsi obtenue a été portée a une concentration de 1.107 cellules/mL apres

comptage sur cellules de KOVA.
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Des microplaques 96 puits non traitées ont ensuite été prétraitées par 200 pL de fluide
buccal humain a 2%, obtenu par dilution de la solution mére dans de I'eau distillée, incubées 1
h a 37 °C, puis entiérement aspirées avant production de biofilms ; ce prétraitement a pour role
notamment de recréer le revétement présent sur les parois buccales (des biofilms de Candida
pouvant étre retrouvés dans la bouche, sur des prothéses dentaires) et surtout de favoriser
I’adhérence des levures au fond des puits. Apres aspiration, 200 pL de culture de C. albicans a
1.107 cellules/mL ont été ajoutés dans les puits et les microplaques ont a nouveau été incubées
2ha 37°C.

Pendant ce temps, une autre microplaque 96 puits a été utilisée pour la préparation des
dilutions des produits a tester. Pour cela ont été ajoutés 194 puL de YNB-GIc dans la premiére
colonne de la microplaque, et 110 pL de YNB-GIc dans tous les autres puits de la microplaque.
26,5 pL de produits (a partir d'une solution stock a 10 mg/mL dans du DMSO de chaque extrait
de lichens, de champignons endolichéniques ou composé isolé a tester) ont ensuite €té ajoutés
dans la premiere colonne de la microplaque. Des dilutions en série au %2 ont été effectuées afin
d'obtenir des concentrations finales allant de 200 pg/mL a 0,09 pg/mL. A noter que des lignes
de puits sont réservés pour des contréles négatifs (contenant uniquement de la culture non
traitée), et un contréle avec du DMSO 2% est également réalisé afin de vérifier son innocuité.

Apreés 2h d'incubation, les microplaques contenant les cultures subissent des lavages
successifs au PBS afin d’éliminer les levures non adhérentes et les déchets présents dans le
milieu. 250 uL de YNB-glucose ont ensuite été ajoutés dans chaque puits ainsi que 50 pL de
chaque dilution de produit a tester. Les microplaques ont ensuite été incubées pendant 24h ou
48h a 37°C (Figure 30, 1)).

Apres 24h ou 48h d'incubation, le milieu de culture est aspiré et plusieurs lavages au
PBS sont effectués afin d’¢liminer les levures planctoniques et déchets présents dans le milieu.
Les microplaques sont ensuite observées au microscope inverseé avant de quantifier le biofilm
a l'aide de I'essai métabolique basé sur la réduction d'un sel de tétrazolium (XTT). Ainsi, 300
mg/L de XTT et 0,13 mM de ménadione ont été ajoutés dans 200 uL de PBS dans chaque puits.
Les plaques ont été incubées pendant 2h30 & 37 °C sans agitation. Le XTT sous l'action des
enzymes mitochondriales se transforme en formazan dont l'absorbance est mesurée par
colorimétrie a 450 nm et a 620 nm. De ce fait, seules les levures qui possédent une activité
métabolique sont mises en évidence (Figure 30, 2)). Tous les tests ont été effectués en dupliqua
dans au moins deux expériences distinctes. La concentration qui a inhibé 50% du
développement du biofilm (Clas50) a été déterminée pour chaque échantillon testé en
construisant une courbe dose-réponse et en sélectionnant la plus proche valeur de concentration

testée superieure ou égale a 50 % d'inhibition.
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Figure 30 : Schéma récapitulatif du test anti-développement du biofilm de C. albicans.

C.  Evaluation de I’activité hémolytique

Dans un premier temps, 980 pL de sérum physiologique ont été ajoutés a 20 pL
d’échantillon a tester (solutions stocks précédentes a 10 mg/mL dans du DMSO) dans un tube
Eppendorf pour constituer le premier point de gamme. Puis dans les 9 autres tubes, 500 pL de

sérum physiologique ont été ajouté et une dilution en série est effectuée au %.

Dans un second temps, 20 pL de sang EDTA ont été mis en contact de 480 uL de la
gamme précédemment réalisée dans des tubes Eppendorf (hématocrite a 4%, concentrations
finales 100 pug/mL a 0,78 pg/mL). Deux autres tubes ont été réservés pour mettre en contact 20
pL de sang EDTA a 480 pL d’eau distillée (témoin 100% hémolyse) ou 480 pL de sérum
physiologique (témoin 0% hemolyse). Les tubes sont incubés 1h a 37°C. Aprés incubation, ces

derniers sont centrifugés a 14 000 g. 200 uL de surnageant de chaque tube est transvasé dans
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une microplaque 96 puits et I'absorbance est mesurée au spectrophotométre a 450 nm (Figure
31). Le pourcentage d'’hémolyse est ensuite déterminé. Chaque test n'a été réalisé qu'une seule
fois.

500 pL de sérum physiologique
— I .
-~ I
1 2 4 5 6 7 8 9 10

A

500 pL ...

C0 =980 pL sérum physiologique + 20 pL
d’échantillon

AR RRAR R A

12

Incubation 1h & 37°C

Centrifugation puis lecture 4 450 nm

Figure 31 : Schéma récapitulatif du test de mesure de I'activité hémolytique
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I1l. Résultats

A.  Activité anti-développement du biofilm de C. albicans

a. Extraits du lichen Nephroma laevigatum

Afin de voir si un changement de solvant d'extraction améliore I'activité anti-développement
précédemment observée avec l'extrait acétonique de Nephroma laevigatum, deux autres extraits
ont été évalués sur 24h et 48h. L'extrait acétonique sert ici de contrdle. Les résultats sont
résumés dans le tableau 1.

Extraits testés Clad 50 (ng/mL)
24h 48h
Extrait méthanolique 12,5 6,25
Extrait dichlorométhane 6,25 6,25
Extrait acétonique 50 50

Tableau 1: Concentration inhibitrice anti-développement a 50% (Clag50) des extraits de
Nephroma laevigatum apres 24h ou 48h de traitement (n=2)

Tout d'abord on peut noter que I'extrait acétonique semble moins actif lors de ces tests
puisque les précédents résultats démontraient une activité a 24 et 48h de 6,25 pg/mL alors qu'ici
les Claa50 sont de 50 pg/mL. Cela pourrait s'expliquer par plusieurs éléments comme le
changement de manipulateur ou une dégradation éventuelle de I'échantillon.

Les deux autres extraits inhibent a 50% le développement a des concentrations entre
6,25 et 12,5 pg/mL donc plus faibles que celles de I'extrait acétonique de cette expérience. Les
effets sont observables dés 24h et perdurent a 48h.

Deux conclusions sont donc possibles:

- En tenant compte de l'activité précédente de I'extrait acétonique, on peut observer que
I'activité est conservée quel que soit le solvant utilisé. Un changement de solvant
n'améliore pas l'activité.

- En ne tenant compte que des résultats présents, il semblerait qu'une extraction par le

méthanol ou le dichlorométhane pourrait améliorer l'activité probablement par
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I'entrainement d'autres composés actifs ou l'augmentation de la concentration au sein

des extraits des composés responsables de l'activité.

Mais pour confirmer cela, une répétition de ces manipulations est nécessaire ainsi que

I'analyse de la composition chimique de ces extraits pour étudier leurs différences et similitudes.

b. Extraits du champignon endophyte Sordaria fimicola

Les extraits du champignon endophyte Sordaria fimicola (champignon isolé du lichen
Evernia prunastri) aprés culture sur six milieux différents ont été évalués contre le
développement du biofilm de C. albicans. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous
(tableau 2).

Extraits testés Clad50 (ug/mL)
24h 48h
PDA 200 12,5
MEA >200 25
Riz 200 200
Mix >200 50
Sab 25 6,25
CMA >200 50

Tableau 2 : Concentration inhibitrice anti-développement a 50% (Clad50) des extraits de

Sordaria fimicola aprés 24h ou 48h de traitement (n = 3)

Seul I'extrait obtenu apres culture sur milieu de Sabouraud (Sab) présente une activité
inhibitrice a faible concentration (Clas50=25 pg/mL) des 24h de traitement. Son activité
s'ameliore méme aprés 48h de traitement (Clad50=6,25 pg/mL).

Quatre autres extraits (PDA, MEA, Mix et CMA) ont démontré une activité inhibitrice
apres 48h de traitement (Clag50 entre 50 pg/mL et 12,5 ug/mL) le plus actif étant I'extrait PDA
(Clag50=12,5 pg/mL). Ces extraits nécessitent donc un temps de contact plus long pour exercer
leur effet inhibiteur. L'extrait Riz présente une activité a des concentrations plus élevées

(Clag50= 200 pg/mL) quel que soit le temps de traitement.
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c. Extraits des champignons endophytes Nemania sp.

Les extraits des champignons endophytes Nemania aena var aureolatum et Nemania
serpens (champignons isolés du lichen Nephroma laevigatum) ont été évalués contre le
développement du biofilm de C. albicans. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous
(tableau 3).

Extraits testés Clad50 (ug/mL)

24h 48h

Nemania aena var aureolatum (génotype 1) 200 50
Nemania aena var aureolatum (génotype 2) 50 200

Nemania serpens (génotype 2) 200 50
Nemania serpens (génotype 2) >200 200
Nemania serpens (génotype 3) 200 200
Nemania serpens (génotype 4) >200 >200

Tableau 3 : Concentration inhibitrice anti-développement a 50% (Clag50) des extraits de

Nemania aena var aureolatum et de Nemania serpens aprés 24h ou 48h de traitement (n = 3)

L'extrait de Nemania aena var aureolatum génotype 2 présente une Clag50 de 50 pg/mL
dés 24h puis l'activité diminue a 48h de traitement (Clag50 = 200 pg/mL). Les extraits de
Nemania aena var aureolatum génotype 1 et de Nemania serpens génotype 2 nécessite un
temps de contact d'au moins 48h pour exercer un effet a une concentration plus modérée (Clag50
de 50 pg/mL a 48h versus 200 pg/mL a 24h). Cependant on peut remarquer que ces activités
sont globalement modérées, les Clag50 n'étant pas inférieures a 50 pg/mL.

Les autres extraits de Nemania serpens n’ont pas démontré d’activité remarquables
apres 24 ou 48 h de contact (Clag50 >200 pg/mL).
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d. Composés lichéniques isolés

Dans le temps imparti au stage, seuls 3 composés parmi les 5 réceptionnés ont pu étre testés
contre le développement du biofilm de C. albicans. Les résultats sont présentés dans le tableau
ci-dessous (tableau 4)

Composés testés Clag50 (pg/mL)

24h 48h

Acide gyrophorique?
dyrophonq >200 100

Acide pseudoévernique®
100 6,25

Acide évernique? 200 12,5

Tableau 4 : Concentration inhibitrice anti-développement a 50% (Cla¢50) des composés

lichéniques isolés; a: (n=3), b: (n=2)

L'acide pseudoévernique et évernique, isomeéres I'un de l'autre, présentent des activités
du méme ordre: Clag50 de 100 et 200 pg/mL respectivement apres 24h de traitement puis 6,25
et 12,5 pg/mL respectivement apres 48h. 48h de traitement sont donc nécessaires pour atteindre
un effet a faibles concentrations.

Bien que s’améliorant avec le temps, I’activité de ’acide gyrophorique reste faible (Clad50>100

pg/mL).
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B.  Activité hémolytique

Dans le temps imparti au stage, seule I'activité hémolytique de 3 composés parmi les 5
réceptionnes a pu étre déterminée. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous
(tableau 5).

Composés testés Activité hémolytique (%) a 100 pg/mL
Acide gyrophorique
gyropnoriq 05
Acide usnique 0
Acide norstictique 0,7

Tableau 5 : Activité hémolytique a 100 pg/mL des composés purs obtenus a partir d’extraits

lichéniques (n=1)

Ces 3 composés n'ont pas induit (0 %) ou ont induit une trés faible hémolyse (0,5 et

0,7%) des globules rouges a la plus forte concentration testée (100 pg/mL).

IV. Discussion et perspectives

a. Extraits du lichen Nephroma laevigatum

Des résultats contradictoires ont été obtenus avec I'extrait acétonique utilisé comme
contrble ne permettant pas de conclure simplement. Selon si on tient compte ou non des
résultats précédemment obtenus avec cet extrait, le solvant d'extraction pourrait avoir un impact
sur les activités anti-développement observées (les extraits méthanolique et dichlorométhane
du lichen Nephroma laevigatum sembleraient plus actifs que l'extrait acétonique) ou au
contraire n'aurait pas d'effet d' amélioration d'activité (mais maintiendrait quand méme une
activité du méme ordre). Ainsi n‘ayant procedé qu'a deux répetitions, il est donc nécessaire de
répéter cette manipulation afin de confirmer ces résultats et d'étudier la composition chimique
de ces extraits (réaliser des profils chimiques par chromatographie liquide haute performance
seule et/ou couplée a de la spectrométrie de masse) afin de comprendre les différences

d'activités observées. Dans tous les cas, il serait intéressant de poursuivre la recherche de
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molécules actives a partir des extraits ayant une Clad 50 a 6,25 pg/mL en procédant a leur
fractionnement et purification.

On peut noter que dans la littérature, il a déja été démontré un impact du solvant
d'extraction sur les activités biologiques. Par exemple une étude datant de 2016 a démontré
I’importance du choix des solvants d’extraction par rapport au rendement et a l'activité
antioxydante : les rendements varient d’un rapport de 3 selon le solvant choisi et l'activité
antioxydante est plus importante avec I'extrait acétone 70% qu'avec les extraits acétone ou

méthanol purs, faisant des solvants une variable a prendre en compte!®°,

b. Extraits des champignons endophytes Sordaria fimicola et Nemania sp.

Concernant les extraits de Sordaria fimicola testés, seul 1’extrait obtenu aprés culture

sur milieu de Sabouraud semble présenter une efficacité des 24h de traitement et a plus faibles
concentrations. Ce milieu semble permettre la production par le champignon des composés les
plus actifs. Il faudrait donc par la suite le sélectionner et réaliser des cultures a grande échelle
afin d'obtenir suffisamment d'extrait pour étudier sa composition chimique et isoler les
compos¢s responsables de I’activité.
Les extraits du lichen Evernia prunastri dont a été isolé ce champignon, ont précédemment
démontré une activité anti-développement Clag50 de 25 pg/mL a 24h et 1,56 pg/mL a 48h . On
peut donc noter des résultats d'activité proches entre le lichen et son champignon associé. Le
champignon pourrait étre a l'origine des composés responsables de I'activité retrouvée dans
I'extrait lichénique. L'étude de la composition chimique de I'extrait Sabouraud précédemment
évoquée pourrait donner des pistes afin de confirmer ou d'infirmer cette hypothése.

Une autre piste de perspective serait de tester I’extrait Sabouraud sur un biofilm mature
afin de déterminer si I’extrait est aussi bien actif sur un biofilm en développement que sur un

biofilm déja forme.

Les extraits de Nemania sp. présentent en globalité une activité modérée d’inhibition.
De plus, on peut remarquer que ces extraits de champignons semblent moins actifs que les
extraits du lichen Nephroma laevigatum dont sont issus ces derniers (Cl a¢50 [200-50] versus
[50-6,25] pg/mL). On peut donc en déduire que la présence de ces champignons ne semblent
pas expliquer completement I’activité retrouvée avec le lichen. Au vu des résultats obtenus, il
serait plus intéressant de se tourner vers d'autres champignons isolés de Nephroma afin d'étudier

leur potentiel anti développement du biofilm de C. albicans.
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c. Evaluation des activités anti développement et hémolytique des composés lichéniques

isolés

Concernant les composés lichéniques testés, 1’acide pseudoévernique et 1’acide
évernique semblent étre les composés les plus actifs contre le développement du biofilm de C.
albicans avec des Clag50 de 6,25 et 12,5ug/mL respectivement a 48h de traitement. 1l serait
intéressant de voir si cet effet est retrouvé également contre un biofilm mature, plus difficile a
traiter. Des tests sur d'autres souches de Candida albicans, notamment des souches cliniques,
sont a envisager avec ces deux composes. Si les activités sont retrouvées, des observations en
microscopie électronique et a balayage pourront donner des compléments d'information sur les
mécanismes d'action de ces composés. Actuellement, la littérature rapporte pour l'acide
évernique une potentielle capacité d’inhibition des systémes de quorum sensing de la bacteérie
Pseudomonas aeruginosa. D'autres effets biologiques lui sont également attribué comme des
effets antioxydants ou antiprolifératifs!8200,

Les deux autres composés n'ayant pas pu étre testés contre le développement du biofilm
de C. albicans lors de mon stage I'ont été apres mon départ. Ainsi, l'acide usnique et I'acide
norstictique n‘ont pas présenté d'activité anti développement a faible concentration (Clas50
>200 ug/mL pour 24h et 48h).

Enfin, les 3 composés testés n'ont pas entrainés d’hémolyse lors du test hémolytique ou
alors a des taux tres faibles (<1%). Ces tests n'ayant été effectués qu'une seule fois, ils ont été
répétés ultérieurement et les résultats ont permis de confirmer I'absence d'effet hémolytique de
ces 3 composés. Les deux composés non évalués lors de ce stage I'ont été par la suite et n‘ont
également présenté aucune activité hémolytique (0% d'hémolyse pour I’acide pseudoévernique
et I'acide évernique). Ainsi aucun des 5 composés isolés n'‘ont présenté d'activité toxique sur
cellule sanguine. Il serait maintenant intéressant de les tester sur d’autres cellules telles que les
cellules Hela afin de confirmer leur absence de toxicité cellulaire dans un contexte d'usage en

thérapeutique.

En croisant avec les résultats des tests anti développement, il convient donc de retenir
I'acide évernique et pseudoévernique pour des expériences complémentaires sur le biofilm de
C. albicans étant donné que l'acide gyrophorique, norstictique et usnique n'ont pas présenté

d'effets anti développement a faible concentration.
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En perspective a plus long terme, des tests de synergie de l'acide évernique et
pseudoévernique avec des antifongiques conventionnels pourraient étre envisagés en fonction

des mécanismes d'action observés.
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CONCLUSION
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Le champignon levuriforme Candida albicans est un commensal de I'homme mais il
peut devenir dans certaines conditions un pathogene a l'origine de candidoses pouvant étre plus
ou moins graves. Ce microorganisme a la capacité de former des biofilms sur des surfaces
biotiques (organes par exemple) ou abiotiques (comme des dispositifs médicaux). Cette forme
de vie est un facteur de résistance aux thérapeutiques actuelles, conduisant a des échecs
thérapeutiques de plus en plus fréquents. C’est pourquoi la recherche de nouvelles stratégies

afin de pallier a ce probléme de santé publique est nécessaire.

Les lichens, organismes symbiotiques, ainsi que leurs microorganismes associés,
constituent une source importante de composés. Ces composés ont déja demontré des effets
antimicrobiens et pourraient alors constituer une autre voie de traitement alternatif a

développer.

Durant mon stage d’initiation a la recherche, j’ai donc été amenée a m'atteler a trois
objectifs, c'est a dire : I’évaluation de I’activité anti développement du biofilm de Candida
albicans i) de différents extraits du lichen Nephroma laevigatum, ii) de différents extraits de
champignons endolichéniques isolés des lichens Evernia prunastri et Nephroma laevigatum, et
enfin iii) de differents composés lichéniques isolés d'extraits de lichens. Pour cette derniére
partie, j’ai également eu comme objectif de tester I’activité hémolytique des composés

lichéniques isolés afin de vérifier I'absence de toxicité cellulaire.

Parmi les extraits et produits testés et présentés dans ce rapport, deux extraits de
Nephroma laevigatum : I’extrait dichlorométhane et I’extrait méthanolique, se sont montrés
efficaces. Ces deux extraits seront a lI'avenir obtenus en plus grosse quantité afin d'étudier leur

composition chimique et de mettre en évidence les composé responsables de l'activité.

Parmi les extraits du champignon endolichénique Sordaria fimicola qui ont été testés,
seul DI’extrait obtenu aprés culture sur milieu Sabouraud (Sab) a présenté un effet anti
développement a faible concentration et ce des 24h de contact.

Ces résultats suggerent :

- Que le milieu Sabouraud est le plus optimum pour I'obtention des métabolites actifs

- Que les milieux de culture influencent la production des métabolites

- Que les activités anti développement observées chez le lichen pourraient étre liées a ce
champignon endolichénique. Une étude de la composition chimique des extraits

lichéniques et fongiques pourrait permettre de confirmer ou d'infirmer cette hypothése.
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Les extraits des champignons endolichéniques du genre Nemania sp. ont quant a eux

démontré une faible activité anti développement. Leur étude ne sera donc pas poursuivie.

Enfin, les produits isolés d’Evernia prunastri : 1’acide pseudoévernique et ’acide
évernique, ont démontreé un effet anti développement de C. albicans a faible concentration. Ces
deux produits ont été testés aprés mon départ pour leur activité hémolytique et n’ont montré
aucune activité d’hémolyse. Ainsi ils semblent donc prometteurs et ont été sélectionnés pour
des tests complémentaires dans un but de constituer une alternative thérapeutique possible aux
traitements conventionnels face aux biofilms de Candida. Les autres composés isolés ne
semblent pas actifs contre le développement du biofilm mais ne présentent pas non plus
d'activité hémolytiqgue ce qui pourrait permettre de les valoriser contre d'autres cibles

biologiques.

Ce stage m’a permis de découvrir une autre facette du métier de pharmacien, c'est a dire
le volet recherche et développement de nouveaux médicaments. J’ai beaucoup apprécié ces
quelques semaines d'initiation a la recherche, et remercie encore 1’équipe MDE du laboratoire

EBI de Poitiers de m’avoir permis d’effectuer ce stage.
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Résumeé

Candida albicans est une levure commensale et un pathogéne opportuniste responsable
d’infections fongiques plus ou moins graves. Cette espéce est capable de former des biofilms,
qui sont définis comme des communautés microbiennes structurées, attachées a une surface et
enfermées dans une matrice extracellulaire. De par leur organisation, les biofilms empéchent la
diffusion de certains traitements et augmentent ainsi considérablement la résistance aux agents
antifongiques. La découverte de nouvelles molécules antibiofilm est donc nécessaire.

Les lichens, correspondant a une association symbiotique entre un champignon et un

organisme photosynthétique, et leurs champignons endolichéniques associés, sont une source
de nouveaux composés aux activités biologiques intéressantes.
C'est dans ce contexte que 3 objectifs m'ont été confiés lors de mon stage d’initiation a la
recherche effectué au laboratoire EBI de Poitiers : I’évaluation de I’activité anti développement
du biofilm de C. albicans i) de différents extraits du lichen Nephroma laevigatum, ii) de
différents extraits de champignons endolichéniques isolés des lichens Evernia prunastri et
Nephroma laevigatum, et enfin iii) de différents composés lichéniques isolés d'extraits de
lichens. L'activité hémolytique des composés lichéniques isolés a également été déterminée.

Ainsi les extraits dichlorométhane et méthanolique du lichen Nephroma laevigatum se
sont montrés efficaces a faible concentration contre le développement du biofilm de C. albicans
(Clag50 = 6,25 pg/mL a 48h). Seul I’extrait du champignon endolichénique Sordaria fimicola
(champignon isolé du lichen Evernia prunastri) obtenu apres culture sur milieu Sabouraud a
présenté un effet anti développement a faible concentration et ce des 24h de contact (Clag50=25
pg/mL). Les extraits des champignons endolichéniques du genre Nemania sp. (champignon
isolé du lichen Nephroma laevigatum) ont quant a eux démontré une faible activité anti
développement. Enfin, les composes isolés d’Evernia prunastri : 1’acide pseudoévernique et
I’acide évernique, ont démontré un effet anti développement de C. albicans a faible
concentration (Clag50 = 6,25 et 12,5 pg/mL respectivement a 48h) et une absence d'activité
hémolytique.

Les résultats obtenus semblent donc prometteurs et contribuent a la découverte

d'alternatives pour la prise en charge des biofilms a C. albicans.

Mots-clés : Candida albicans, lichens, champignons endophytes, biofilm
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