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Abréviations

5-FU : 5-Fluorouracile

ADN : Acide désoxyribonucléique

Als : Agglutinin like sequences

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du
travail

CHU : Centre hospitalier universitaire

CLHP : Chromatographie liquide haute performance
CLSI : Clinical Laboratory Standards Institute

CMA : Concentration minimale anti-adhérente

CMB : Concentration minimale anti-biofilm

CMI : Concentration minimale inhibitrice

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO : Densité optique

DTT : Dithiothreitol

INRA : Institut national de la recherche agronomique
LCSN : Laboratoire de chimie des substances naturelles
MEC : Matrice extracellulaire
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RICM : Recherche et Innovation en Chimie Médicinale
RPM : Rotations par minute

Saps : Aspartyl protéases sécrétées

SIDA : Syndrome immunodéficient acquis
UFC : Unité formant colonie

UMR : Unité mixte de recherche

UVs : Ultra-violets

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

YNB-Glc : Yeast Nitrogen Base Medium — Glucose
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Glossaire

Asthénie : Fatigue

Astringent : Substance qui asseche et resserre les tissus

Axillaire : Point de jonction entre la queue d'une feuille et sa tige

Balanite : Inflammation aigué du gland et du sillon situé entre le gland et le prépuce

Biofilm : Communauté microbienne adhérant a une surface organique ou non et englobée
dans une matrice extracellulaire

Blastospores ou blastoconidies : Cellules arrondies formées aprés le bourgeonnement d'une
levure

Candidose hépato-splénique : Forme particuliere de candidose systémique évoluant de
facon chronique

Chitine : Polysaccharide azoté synthétisé par de nombreuses especes animales et végétales
notamment les champignons

Commensal : Se nourrit de matiéres organiques sur son hote sans le nuire

Cystite : Inflammation aigué ou chronique de la muqueuse vésicale

Drupe : Fruit charnu dont I'endocarpe lignifi¢ forme un noyau contenant I'amande
Dyspareunie : Douleurs survenant chez la femme lors des rapports sexuels

Dysphagie : Trouble de la déglutition li¢ a la difficulté du passage des aliments de la bouche
vers 1'estomac

Elliptique : Se dit d'une feuille élargie dans sa partie centrale et dont les deux extrémités sont
effilées

Endocardite : Inflammation de I'endocarde, tunique interne du cceur

Hématurie : Présence de sang dans l'urine

Hyphes : Filaments allongés

Inflorescence : Disposition des fleurs d'une plante les unes par rapport aux autres
Leucorrhée : Ecoulement vaginal non sanglant ou pertes blanches

Macule : Toute tache cutanée non saillante souvent de couleur rouge

Mésocarpe : Partie médiane des tissus du fruit

Miction : Emission naturelle d'urine par évacuation de la vessie

Mycélium : Ensemble de filaments ou hyphes plus ou moins ramifiés

Opportuniste : Se dit d'un micro-organisme qui ne devient pathogéne que lors d'une
diminution des défenses immunitaires

Ostéoarthrite : Arthrite compliquée de Iésions osseuses des surfaces articulaires



Papule : Lésion cutanée séche sans contenu liquidien plus ou moins saillante

Pédoncule : Ramification terminale de la tige portant la fleur

Pétéchie : Petite 1ésion rouge vif ou bleutée de la peau et des muqueuses

Planctonique : Non organisée en biofilm

Plis nasogéniens : « rides du sourire », rides se formant sur le c6té du nez pour descendre au
coin de la bouche

Polyphénol : Composé ayant plusieurs fonctions phénol et présentant des propriétés anti-
oxydantes

Polysperme : Contenant une importante quantité de graines

Pustule : Lésion cutanée constituée par le soulévement de I'épiderme contenant un liquide
purulent

Saprophyte : Se nourrissant de matieres organiques ou végétales en décomposition dans le
milieu extérieur

Sessile : Organisée en biofilm

Tomenteuse : Couvert de poils fins et serrés

Vulvovaginite : Inflammation de la vulve et du vagin, d'origine infectieuse



Introduction

Les levures du genre Candida et Malassezia peuvent étre responsables de pathologies
le plus souvent bénignes touchant la peau, les phanéres et les muqueuses mais aussi
d'infections plus graves pouvant atteindre de nombreux organes engageant alors le pronostic
vital notamment chez les immunodéprimés. De nombreux facteurs intrinséques et
extrinseéques favorisent l'apparition de ces infections fongiques; les levures passant alors de
|'état commensal a I'état pathogene.

Concernant les traitements de ces pathologies, des résistances de la part de ces levures
sont apparues, en particulier des résistances aux antifongiques azolés, molécules employées
en traitement de premicre intention.

De plus, Candida spp. et Malassezia spp. sont capables de former des biofilms;
structures complexes constituées de microorganismes associés a une surface et englobés dans
une matrice extracellulaire. Cette organisation est connue pour diminuer l'efficacité des
antifongiques actuels. Les infections associées aux biofilms sont en constante augmentation et
les traitements efficaces sont alors en nombre limité conduisant a des échecs thérapeutiques
[Lebeaux. D et al, 2014]. De nouvelles approches consistent a empécher la formation des
biofilms notamment en inhibant la premiére étape : 1'étape d'adhérence [Lebeaux D. et al.,
2012].

Actuellement, les substances naturelles tiennent une place importante. Retrouvées sous
diverses formes : extraits secs, teintures, hydrolats,... elles regorgent de propriétés
thérapeutiques et sont donc continuellement étudiées depuis des milliers d'années.

L'objectif de notre étude est alors d'explorer le potentiel de sources naturelles contre
des biofilms de Candida et de Malassezia.

Cette étude a été réalisée au laboratoire de parasitologie et mycologie médicale du
CHU de Poitiers du 5 septembre au 30 octobre 2013 dans le cadre d'un stage d'initiation a la
recherche.

La sélection des sources naturelles s'est faite par une approche inductive. A partir de
données expérimentales puisées dans la littérature, des sources présentant une analogie de
composition chimique ou d'activité thérapeutique ont été choisies. Certains lichens et la
canneberge ont donc été sélectionnés ayant précédemment démontrés des activités anti-
biofilms bactériens, laissant ainsi supposer un intérét contre les biofilms fongiques. D'autre

part, des plantes riches en polyphénols, ces derniers ayant aussi présenté dans la littérature un



potentiel anti-biofilm bactérien, ont été retenues comme la framboise, la myrtille et 'acérola.
Les échantillons testés dans cette étude proviennent soit de collaborations avec des
laboratoires de phytochimie (Tours, Limoges) soit du commerce.

Une fois les sources sélectionnées, I'é¢tude expérimentale a été scindée en deux parties.
La premicre partie s'est focalisée sur I'évaluation des activités anti-adhérentes et anti-biofilms
de ces extraits naturels contre des levures du genre Candida. La seconde partie a consisté en
l'adaptation des protocoles d'évaluation des activités anti-adhérentes et anti-biofilms de
Candida aux levures du genre Malassezia.

Ce manuscrit est donc divisé en deux parties: une premicre partie de synthése
bibliographique consacrée a la description des genres Candida et Malassezia (morphologie,
infections associées, traitements, résistances...) ainsi qu'a la présentation des sources
naturelles sélectionnées ; puis une seconde partie exposant les protocoles expérimentaux

employés ainsi que les résultats obtenus sur les deux genres fongiques.



PARTIE I :

Synthese bibliographique




A. Le genre Candida

I. Taxonomie

Le genre Candida appartient au régne des Fungi, phylum des Ascomyceétes, classe des

Saccharomycetes, ordre des Saccharomycétales et famille des Saccharomycétacées.

Aujourd'hui, environ 200 especes de Candida sont recensées mais une dizaine seulement sont
pathogeénes de 'Homme comme par exemple: Candida albicans, Candida glabrata et

Candida parapsilosis [Ripert et al., 2013].

II. Biotope

Les levures du genre Candida sont des organismes saprophytes du tractus digestif de
I'Homme, des mammiféres et des oiscaux. Chez 'Homme, clles sont retrouvées dans les voies
aériennes supérieures, génito-urinaires ainsi que sur la peau et les phanéres. Transmises par la

mere lors de I'accouchement, ces levures sont présentes des la naissance [Koenig H., 1995].

De plus, ces levures ubiquitaires sont également présentes dans le milieu extérieur (air, sol...)
ainsi que dans/sur les aliments (fruits, viandes, céréales, produits laitiers...) [Ripert et al.,

2013].

III. Morphologie

Les Candida sont des organismes unicellulaires eucaryotes, non capsulés, non pigmentés dont

la reproduction se fait par simple bourgeonnement [Lassy E., 2001][Ripert et al., 2013].

Ce sont des espéces dimorphiques, c'est a dire pouvant se présenter sous plusieurs stades

morphologiques :

— Les blastospores ou blastoconidies : ce sont des cellules arrondies de 3,5 a 6 um sur

6410 pm.

— Le mycélium vrai : la blastospore va former un tube allongé aussi appelé « tube
germinatif » qui va se cloisonner et ensuite se ramifier pour former ainsi une structure
nommée mycélium vrai ou hyphes (filaments allongés). Ce stade morphologique est

particulierement observé pour l'espece C. albicans.



— Le pseudo-mycélium : lors de I'étape de reproduction, une cellule fille peut rester
attachée a la cellule mére constituant alors un étranglement entre les deux cellules
aboutissant a une structure filamenteuse plus ou moins longue. Ce stade intermédiaire

entre la blastospore et I'hyphe est alors appelé pseudo-mycélium.

— Les chlamydospores : ce sont des cellules sphériques de 6 a 15 um a paroi épaisse et

caractéristiques de C. albicans et de C. dubliniensis.
[Ripert et al., 2013][Sudbery P. et al, 2004]

Sous l'influence de divers facteurs tels que la température, le pH ou la composition chimique
du milieu, les levures peuvent donc changer progressivement de morphologie [Sudbery P. et

al, 2004].

Figure 1 : Divers aspects morphologiques de Candida : 1 : pseudo-mycélium; 2 :
chlamydospore; 3 : blastospore; 4 : levure [17]

Ces levures présentent une paroi qui entoure leur membrane plasmique et possede plusieurs
fonctions en particulier celle d'assurer le maintien de l'intégrité de la levure. Cette paroi
présente une grande plasticité permettant aux levures de prendre des formes variées. Elle est

la cible de nombreux antifongiques.



Elle est constituée de trois couches :

— la couche externe représentant un réseau dense fibrillaire composé de protéines et

glycoprotéines parmi lesquelles les mannanes.
— la couche centrale composée de chitine, de f-1,3 glucane et de B-1,6 glucane

— la couche interne représentant un réseau dense de mannoprotéines complété par de la

chitine

On peut noter que certaines de ces protéines contribuent a la formation de biofilms comme les

adhésines Als (Agglutinin like sequences) qui contribuent a la premiere étape d'adhérence.

Des enzymes présentes dans cette paroi comme les protéases Saps (secreted aspartyl
proteinases), participent a la dégradation des tissus environnants augmentant ainsi la virulence

des levures [Ripert et al., 2013][Poulain D., 2013].

Quant a la membrane plasmique de Candida sp., celle-ci est constituée d'une bicouche
lipidique incrustée de protéines. L'ergostérol, son composant majeur, assure le maintien de la

structure membranaire.

IV. Culture et aspect des colonies

Les levures du genre Candida peuvent croitre sur des milieux de culture classiques (gélose

ordinaire); le milieu gélosé de Sabouraud étant le plus utilisé.

Sur ces milieux, les colonies sont ovales et de couleur blanc-créme [Ripert et al., 2013].

V. Facteurs pathogéniques

Le genre Candida étant retrouvé chez 'Homme a I'état commensal, ce sont divers facteurs

intrinséques et extrinseques qui contribuent a I'apparition d'une pathogénicité du genre.

En effet, les facteurs favorisant l'apparition de candidoses sont nombreux ; parmi eux, les

facteurs intrinseques liés :
— ala physiologie : les ages extrémes de la vie, la grossesse
— au terrain : immunodépression (VIH,...), diabéte, altération de I'état général

— al'état de I'organe avant infection : par exemple pour la peau : présence de macération,

humidité, brilures...
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et les facteurs extrinséques comme :
— la prise de médicaments (antibiotiques, corticoides, immuno-suppresseurs...)

— les chirurgies invasives en particulier celles impliquant la pose de cathéters ou de

protheses
[Koenig H., 1995]

Sous l'influence de ces facteurs, les levures modifient leur morphologie pour s'adapter a leur
nouvel environnement. Ces différentes expressions phénotypiques augmentent leur virulence.

[Poulain D., 2013]
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V1. Candidoses

Les candidoses se différencient en candidoses superficielles provoquant des atteintes de la
peau, des phanéres et des muqueuses et en candidoses profondes pouvant atteindre de

nombreux organes [Ripert et al., 2013].

VI.1. Candidoses superficielles

On appelle candidoses superficielles les infections fongiques cutanéo-muqueuses provoquées
par des levures opportunistes du genre Candida. Le principal responsable de ces pathologies

est Candida albicans suivi de C. glabrata et C. dubliniensis [Ripert et al., 2013].
VI.1.1. Candidoses des muqueuses

VI.1.1.1. Candidoses buccales

Un déséquilibre de la flore buccale normale peut étre causé par des facteurs intrinseéques ou
extrinseques précédemment cités entrainant une prolifération excessive des levures a Candida

a 'origine de candidoses buccales.

Différentes formes cliniques sont décrites dont la plus commune est le muguet ou candidose

pseudomembraneuse aigué.

La muqueuse buccale érythémateuse est alors recouverte d'un enduit blanchatre crémeux
pouvant se détacher facilement. Au départ, seules les sensations de golt métallique et de
sécheresse buccale sont décrites. Puis des brilures et une dysphagie peuvent apparaitre

[Ripert et al., 2013][Dalenda El Euch et al., 2014].

Figure 2 : Candidose pseudomembraneuse aigué ou muguet buccal [6]
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VI.1.1.2. Candidoses génitales

Chez la femme, elles se caractérisent par une vulvovaginite. On estime que 75% d'entre elles
présenteront, au cours de leur vie, au moins un ¢épisode de candidose vulvovaginale et

particuliérement au cours de leur grossesse [Dalenda El Euch et al., 2014].

Les symptomes classiquement retrouvés sont un prurit intense accompagné de brilures, de

dyspareunie et de leucorrhées blanchatres.

Chez I'homme, elles se caractérisent par une balanite. Le point de départ est le sillon balano-
préputial puis s'étend au gland et au prépuce. La muqueuse est érythémateuse et présente des
Iésions vésiculeuses ou pustuleuses pouvant se rompre laissant apparaitre un enduit

blanchatre. Un prurit y est associé. [Ripert et al., 2013]

VI.1.1.3. Candidoses digestives

La candidose cesophagienne est caractérisée par une dysphagie douloureuse, des brilures
rétrosternales accompagnées de hoquets et de nausées. Elle est souvent observée chez les
patients sidéens. Cette candidose peut aboutir a une candidose gastrique définie par des
sensations de brilure gastrique associées ou non a des nausées et vomissements. Les

candidoses intestinales sont rares [Ripert et al., 2013].

VI.1.1.4. Candidoses urinaires

La candidurie est souvent asymptomatique. Seuls 4 a 14% des patients ayant une candidurie
développent des symptdmes semblables a ceux d'une infection urinaire bactérienne (mictions
fréquentes et impérieuses accompagnées de brllures et parfois d'hématurie). Ces candidoses
urinaires sont souvent retrouvées chez des patients hospitalisés porteurs de sondes urinaires

[Fraisse T et al., 2011][Ripert et al., 2013].

VI.1.2. Candidoses cutanées

Elles se caractérisent par des intertrigos : infections localisées au niveau des plis de la peau.

VI.1.2.1. Intertrigo des grands plis

Cet intertrigo s'observe particuliérement chez les sujets obeses, favorisé par des phénomeénes
de macération. Il concerne principalement les plis inguinaux, sous-mammaires, axillaires ou
interfessiers. Le fond des plis est alors recouvert d'un enduit blanchatre puis des lésions

s'étendent sous forme d'une nappe érythémateuse d'aspect vernissé [Ripert et al., 2013].
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VI.1.2.2. Intertrigo des petits plis

Les lésions sont dans ce cas, localisées au niveau des plis interdigitaux, interorteils,
ombilicaux et labiaux (désignées dans ce dernier cas par le terme perléche). Les Iésions sont
rouges, fissurées, humides et a bords blanchatres [Ripert et al., 2013][Dalenda El Euch et al.,
2014].

Figure 3 : Intertrigo interdigital candidosique

[Dalenda El Euch et al., 2014]
VI.1.3. Candidoses unguéales

VI.1.3.1. Périonyxis

C'est une atteinte du pourtour de 'ongle qui siége souvent aux mains. Il apparait un bourrelet
rouge et douloureux laissant s'échapper du pus a la pression de la 1ésion. S'ensuit alors
l'onyxis.

VI.1.3.2.  Onyxis

L'ongle atteint devient rugueux et des stries vertes ou brunes apparaissent. En l'absence de

traitement, 1'ongle peut étre totalement détruit.

[Ripert et al., 2013][Dalenda El Euch et al., 2014]
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Figure 4 : Onychomycose candidosique

[Dalenda El Euch et al., 2014]

VI.2. Candidoses profondes

Elles correspondent a des atteintes des organes profonds par les levure dissséminées par voie
hématogéne (candidémie). L'origine est soit endogéne (a partir d'un foyer digestif) soit

exogene (pose d'un cathéter, d'une sonde,...).

Elles sont fréquentes chez les patients a risque (polytraumatisés, hospitalisés en réanimation,
atteints de déficit immunitaire, sur lesquels a été posé un dispositif médical (sonde, prothése,
cathéter,...), ayant une antibiothérapie a large spectre,...) et sont souvent associées a une
mortalité élevée. Elles sont responsables de septicémies, d'endocardites, de candidoses

hépato-spléniques, d'ostéoarthrites, d'atteintes oculaires, neuro-méningeées...

[Ripert et al., 2013]

VII. Traitements

Actuellement, plusieurs grandes classes d'antifongiques actifs contre Candida sont

disponibles sur le marché.

VII.1. Polyénes

Ces antifongiques naturels, issus de la culture du genre Streptomyces, se fixent a l'ergostérol
de la membrane fongique, la fragilisant et augmentant sa perméabilité créant ainsi une fuite

d'ions conduisant a la mort cellulaire.

Les polyenes utilisés en cas de candidoses sont l'amphotéricine B et la nystatine. Par voie

locale, ils sont bien tolérés contrairement a la voie injectable ou une toxicité est décrite
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principalement au niveau rénal. Une formulation lipidique de I'amphotéricine B a été mise au

point. Elle est beaucoup plus coliteuse mais présente une meilleure tolérance.

[Ripert et al., 2013][Vidal, 2015]

VI1.2. Echinocandines

Ce sont des polypeptides issus de la fermentation de divers champignons notamment
Aspergillus sp. Les échinocandines inhibent de fagon non compétitive 1'enzyme responsable
de la synthese et de la polymérisation des glucanes de la paroi des champignons, la B-1,3
glucane synthétase. Cette fragilisation de la paroi entraine une instabilité osmotique
provoquant la mort cellulaire. Les échinocandines utilisées en cas de candidoses invasives
sont la caspofungine, la micafungine et I'anidulafungine. Elles sont utilisées uniquement par
voie injectable et sont bien tolérées. Peu d'effets indésirables sont décrits. Sont a relever tout
de méme des réactions allergiques, des cas de phlébites au point d'injection, des leucopénies,

des fievres, des céphalées, des nausées et vomissements.

[Ripert et al., 2013][Vidal, 2015]

VIL.3. Dérivés azolés

Ces molécules de synthese sont nombreuses. Elles inhibent 1'enzyme de la voie de synthése de
l'ergostérol, la 14 a-lanostérol déméthylase et interférent avec les enzymes mitochondriales
entrainant 1'asphyxie des levures. Les dérivés azolés utilisés par voie orale ou injectable dans
les candidoses sont le kétoconazole, le fluconazole, l'itraconazole, le voriconazole et le
posaconazole. Ces molécules sont bien tolérées excepté le kétoconazole qui présente une
importante hépatotoxicité. Toutefois, leur utilisation nécessite une surveillance hépatique et

rénale.

[Ripert et al., 2013][Vidal, 2015]

VIL.4. Analogues de la pyrimidine

La 5-fluorocytosine est un analogue de la pyrimidine utilisé contre certaines candidoses. Elle
est le précurseur du 5-fluorouracile (5-FU), inhibiteur de la thymidylate synthétase, enzyme
impliquée dans la synthése d'ADN. De plus, le 5-FU est incorporé dans I'ARN fongique a la
place de l'uracile. La synthese protéique est alors stoppée entrainant la mort des champignons.
Elle est utilisée par voie orale ou injectable et peut générer parfois des troubles

hématologiques et hépatiques. [Ripert et al., 2013][Vidal, 2015]

16



VIL.S. Allylamines

Cette classe est représentée par la terbinafine. Cet antifongique d'origine synthétique a large
spectre bloque la synthése de l'ergostérol en inhibant I'enzyme squaléne-époxydase. Il est
indiqué par voie orale et locale dans les candidoses cutanées en particulier les onychomycoses
et les intertrigos. Ses effets indésirables sont, aprés administration par voie orale, des troubles
digestifs, hépatiques et hématologiques imposant l'arrét du traitement et aprés administration

par voie locale, des démangeaisons et eczémas de contact.

[Vidal, 2015]

VIL6. Dérivés synthétiques de la morpholine

L'amorolfine, un dérivé synthétique de la morpholine, agit en inhibant la synthése des stérols
de la membrane. L'accumulation de stérols atypiques entraine des modifications
morphologiques de la membrane conduisant a la mort des champignons. Cet antifongique a
large spectre est principalement indiqué dans les onychomycoses notamment candidosiques.
Quelques effets indésirables ont été décrits comme des anomalies de 1'ongle et des sensations

de briilures cutanées.

[Vidal, 2015]

VIL.7. Pyridones

Le ciclopirox, antifongique de synthése appartenant aux pyridones, inhibe le métabolisme
énergétique des champignons et s'accumule dans la cellule fongique se liant alors
irréversiblement a des structures cellulaires comme la membrane, la mitochondrie,... Il est
indiqué dans le traitement des candidoses cutanées et des onychomycoses sous diverses
formes galéniques (vernis, créme, poudre, shampoing). Ses effets indésirables sont des
réactions locales notamment des picotements, des irritations, des brilures et des

desquamations.
[Vidal, 2015]

Le tableau suivant présente les classes d'antifongiques actifs contre Candida : exemples de

composés commercialisés, leurs mécanismes d'action, effets indésirables et indications.
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Dérivés azolés

Analogues de la
pyrimidine

Molécules

ystatine
Amphotéricine B

Caspofungine
Micafungine
Anidulafungine

Meécanisme
d'action
Fixation a
l'ergostérol
membranaire

Inhibition de la
B-1,3 glucane
synthétase

Effets

indésirables
Voie orale : bien
tolérés

Voie injectable :
Toxicité rénale et
hématologique

Voie injectable :
Rash cutané,

réactions locales
au point
d'injection,
leucopénie,
céphalées, nausées

Indications

Candidoses
buccales et
digestives
Candidoses
profondes (voie
V)

Candidoses
profondes

Fluconazole Inhibition de la  Voie locale : bien Candidoses
[traconazole 14 a-lanostérol  tolérés superficielles et
Kétoconazole déméthylase Voie générale :  profondes
Voriconazole Hépatotoxicité
Posaconazole (kétoconazole)
5-Fluorocytosine Inhibition de la  Voie injectable : En association
thymidylate Troubles dans les
synthétase hépatiques candidoses
et hématologiques profondes
dose-dépendants
Terbinafine Inhibition de la  Voie orale : Candidoses
squaléne- Troubles digestifs, cutanées;
époxydase hépatiques, onychomycoses,
hématologiques intertrigos
Voie locale :
Prurit, eczémas de
contact
Inhibition de la  Voie locale : Onychomycoses
synthese des anomalies
stérols unguéales,
sensations de
brilures cutanées
Inhibition du Voie locale : Candidoses
métabolisme picotements, cutanées;
énergétique irritations... onychomycoses

Tableau 1 : Classes principales d'antifongiques actifs contre Candida : exemples de

composés commercialisés, leurs mécanismes d'action, effets indésirables et indications
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VIII. Résistance aux traitements

VIII.1. Définition

La résistance est la faculté d'un micro-organisme a s'opposer a 1'action d'un médicament. Deux
types de résistance sont a distinguer : la résistance intrinseéque et la résistance acquise. La
résistance intrinséque ou naturelle est une caractéristique propre a l'espéce. La résistance
acquise correspond au développement d'une résistance a un traitement d'une espece
habituellement sensible. Elle apparait progressivement aprés exposition a ce traitement

[Dannaoui E., 2013].

Au cours des dernieres décennies, bien que le nombre de molécules antifongiques disponibles
sur le marché s’accroit, le nombre d'isolats de Candida résistants prolifere [Pfaller M. A. et
al., 2007]. En effet, une utilisation massive d'antifongiques en curatif ou préventif est
notamment la cause d'une augmentation de la résistance de ces microorganismes conduisant a

des échecs thérapeutiques [Ripert et al., 2013].
Les mécanismes souvent mis en jeu sont des mutations de génes codant pour des enzymes ou
codant pour les cibles d'antifongiques [Ripert et al., 2013].

VIIIL.2. Mécanismes de résistance décrits pour quelques molécules anti-Candida

VIIL.2.1. Polyénes

Les résistances aux polyeénes sont assez rares car ces composés n'ont pas besoin de pénétrer
dans les cellules fongiques pour exercer leur effet. Le principal mécanisme de résistance

observé est I'absence de la cible ergostérol. [Ripert et al., 2013]

VIIIL.2.2. Echinocandines

Les résistances aux échinocandines sont relativement rares. Quelques mutations ponctuelles

sont décrites [Ripert et al., 2013].

VIIIL.2.3. Dérivés azolés

Les mécanismes de résistance fongique aux dérivés azolés sont les plus étudiés. En effet, de
nombreux cas de résistance ont été décrits des les années 1980 de part I'utilisation massive de

ces molécules [Ripert et al., 2013].
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Trois mécanismes de résistance sont donc décrits :

— Diminution de l'affinit¢ des azolés pour leur cible : l'enzyme 14 a-lanostérol

déméthylase
— Multiplication du nombre de copie de I'enzyme 14 a-lanostérol déméthylase

— Surexpression des protéines d'efflux entrainant une diminution des concentrations

intracellulaires en antifongique

[Ripert et al., 2013]

VIII.2.4. Analogues de la pyrimidine

En raison de la survenue de résistance, la 5-fluorocytosine n'est pas utilisée en monothérapie
mais toujours associée a l'amphotéricine B ou plus récemment aux dérivés azolés. La
résistance est intrinséque (C. tropicalis) ou acquise (concerne 7 a 8 % d'isolats résistants pour
le genre Candida). Les mécanismes mis en jeu sont le plus souvent un exces de cible ou une

mutation d'un géne codant une enzyme impliquée dans le métabolisme.

[Ripert et al., 2013]
VIIIL.3. Le biofilm : forme de résistance

VIII.3.1. Définition

Un biofilm se définit comme une communauté microbienne adhérante a une surface
organique ou non et englobée dans une matrice extracellulaire (MEC) d'origine microbienne.
Il peut étre formé d'une seule ou le plus souvent de nombreuses especes [Lebeaux D et al,

2014].

La formation d'un biofilm fongique est complexe. Son architecture peut étre différente selon

la surface d'adhérence et selon les espéces [Mukherjee P.K et al, 2004].

VIIL.3.2. Les étapes de formation du biofilm

Sa formation se déroule en quatre étapes successives (Figure 5) :

VIII.3.2.1. Phase d'adhérence

Entre 0 et 11 h, les levures (blastospores) adhérent au substrat et se multiplient en formant des
microcolonies. Des interactions non spécifiques sont d'abord mises en ceuvre (forces de Van

der Walls,...) puis des interactions spécifiques s'établissent (interactions récepteurs-ligands).
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Enfin, une adhérence irréversible est observée grace a I'expression de molécules d'adhérence

de type adhésines.

VII1.3.2.2. Phase intermédiaire

Entre 12 et 30 h, les microcolonies deviennent des macrocolonies donnant naissance a une
monocouche confluente. De plus, des tubes germinatifs commencent a se différencier en

filaments (hyphes) et la synthése de la MEC s'initie.

VIII.3.2.3. Phase de maturation

Entre 31 et 72 h, le biofilm grandit et la syntheése de la MEC s'intensifie. Un biofilm mature
est donc un enchevétrement de cellules fongiques, blastospores et hyphes au sein de la

matrice.

VIIIL.3.2.4. Phase de dispersion

Cette phase commence au-dela de 48 h. Des blastospores se dispersent de fagon isolée ou en
amas afin de coloniser d'autres sites environnants. Cette dispersion se réalise soit de fagcon
passive (forces de cisaillement engendrées par un flux) soit de facon active (enzymes

hydrolytiques sécrétées par les microorganismes).

[Imbert C., 2013]
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Figure S : Schéma des trois premiéres étapes de formation d'un biofilm de Candida
albicans a la surface d'un cathéter en PVC. (a) : surface du cathéter recouvert de protéines
(points noirs) ; (b) : étape d'adhérence des blastospores (points rouges) ; (c) : formation des
microcolonies; (d) : phase de maturation (la MEC apparait en orange, les hyphes en vert)

[Douglas L.J., 2003]

VIIIL.3.3. Forme de résistance

Cette organisation complexe favorise la résistance de ces microorganismes aux antifongiques
actuels. Cette résistance a un biofilm fongique est connue depuis 1995. En effet, Stephen P.
Hawser et L. Julia Douglas ont ainsi mis en évidence la résistance d'un biofilm de Candida
albicans vis a vis de 5 molécules antifongiques. Les CI 50 (concentration minimale inhibant
50% des cellules) sont environ 6 fois plus €levées lors de I'évaluation de l'activité anti-biofilm

que lors de tests contre des cellules planctoniques (non organisées en biofilm) [Hawser S.P et

al, 1995].
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Cette résistance augmente au fur et a mesure de la maturation du biofilm. En effet, il a été
observé des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) (concentration la plus faible d'une
substance capable d'inhiber toute croissance de micro-organismes) de plusieurs antifongiques
beaucoup plus ¢élevées pendant la phase de maturation que pendant la phase initiale

d'adhérence [Chandra J. et al., 2001].

Au sein de ce biofilm, plusieurs mécanismes de résistance entrent en jeu. Une diffusion
altérée des antifongiques au sein du biofilm est mise en évidence notamment a cause de la
surexpression des pompes a efflux. Cependant, ces pompes contribuent a la résistance
seulement dans les premicres phases de formation du biofilm. Par ailleurs, il a été observé une
modification de la composition en stérols de la membrane des cellules fongiques impliquées
dans le biofilm. Au cours des phases intermédiaires et matures du biofilm, les concentrations
en ergostérol diminuent ce qui augmentent la résistance aux azolés, 1'ergostérol étant leur cible
[Mukherjee P.K et al, 2004]. Additionnés a ces mécanismes, une croissance plus lente des
champignons au sein du biofilm, la capacit¢ a produire des enzymes dégradant les
antifongiques et la MEC jouant un rdle de barriere sont également décrites dans certaines

¢tudes comme mécanismes de résistance [Hawser S.P et al, 1995].

VII1.3.4. Antifongiques actifs contre les biofilms de Candida

Cette structure de biofilm et les mécanismes de résistance associés induisent un nombre
restreint d'antifongiques efficaces. Seules les échinocandines et les formulations lipidiques
d'amphotéricine B (liposomale et sous forme de complexe lipidique) sont actifs. On peut
remarquer que la forme lipidique de la nystatine n'a pas d'action, indiquant que 1'ajout de
lipides dans la formulation de I'amphotéricine B n'est pas la seule raison de son efficacité.

[Mukherjee P.K et al, 2004]
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B. Le genre Malassezia

I. Taxonomie

La classification de ce genre a été sujette a plusieurs controverses et de nombreuses fois, il
s'est vu changer de taxonomie en raison notamment de la difficulté a le cultiver. Actuellement,
le genre Malassezia appartient au régne des Fungi, phylum des basidiomyceétes, sous-division
des Ustilaginomycotina, classe des Exobasidiomycetes, ordre des Malasseziales et famille des

Malasseziacées. [Ripert et al., 2013][Boekhout T. et al., 2010]

Quatorze especes sont répertoriées dans ce genre comme par exemple : Malassezia furfur
(connue autrefois sous le nom de Pityrosporum ovale) et Malassezia pachydermatis [Ripert et

al., 2013].

II. Biotope

Le genre Malassezia est retrouvé a 1'état commensal a la surface externe de la couche cornée
de 'Homme et des animaux homéothermes principalement dans les zones riches en glandes
sébacées. Malassezia furfur est détectée chez |'Homme, Malassezia pachydermatis
principalement chez l'animal [Ripert et al., 2013]. Ces levures peuvent devenir pathogénes
sous l'influence de divers facteurs, parmi lesquels I'humidité, la chaleur, I'hypersudation,
l'influence hormonale (grossesse, hypercorticisme,...), une modification de l'immunité

cellulaire, ou encore une prédisposition génétique [Colomb G., 2011].

III. Morphologie et caractéristiques

Malassezia sp. se présente sous deux formes : blastospore qui est la forme prédominante et
filamenteuse ou mycélienne, [Ashbee H. R et al., 2002] cette derniére étant associée a 1'état
pathogeéne de la levure [Ripert et al., 2013]. Les blastospores, mesurant de 2,5 a 6 pm de
longueur, peuvent prendre une forme allongée, ovale, cylindrique ou sphérique [Ashbee H. R

et al., 2002].
Sa reproduction asexuée s'effectue par bourgeonnement unipolaire [Ashbee H. R et al., 2002].

La paroi de Malassezia sp., présentant une structure multilamellaire, est trés caractéristique de

ce genre. Elle se divise en deux couches : une couche interne présentant des invaginations
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spiralées adhérant a la membrane plasmique et une couche externe composée d'une capsule
fibrillaire [Ben Salah I. et al., 2009]. L'épaisseur de cette paroi (0,12 pm) est supérieure a
celle des autres levures. Elle représente 26 a 37 % du volume total de la cellule [Ashbee H. R

et al., 2002].

Capsule fibrillaire
(couche externe)

Inwvagination spiralee
(couche interne)

- % }mla

Figure 6 : Aspect de la paroi de Malassezia furfur (microscope électronique a

transmission) [Su-Han Kim et al., 2009]

Les principaux constituants de cette paroi sont des sucres (70 %), des protéines (10 %), des
lipides (15 a 20 %) ainsi que de petites quantités d'azote et de soufre [Ashbee H. R et al.,
2002]. On peut noter que la teneur en lipides est élevée comparée a celle d'autres levures (C.
albicans n'en contient que 1 a 2 %) [Su-Han Kim et al., 2009]. Ainsi, une autre caractéristique
de Malassezia sp. est d'étre lipodépendante, a I'exception de M. pachydermatis. Malassezia
incorpore in vivo les triglycérides et les acides gras libres produits par les glandes sébacées
[Ripert et al., 2013]. Etant incapable de fermenter les sucres, elle utilise les lipides comme
seule source de carbone. In vivo et in vitro, une activité lipolytique est donc retrouvée et est
nécessaire pour sa croissance cellulaire. Enfin, une derniére caractéristique du genre
Malassezia est sa croissance lente : 3 a 4 jours in vitro (contre 1 a 2 jours pour Candida sp.),

cultivé dans des conditions aérobies voire anaérobies [Ashbee H. R et al., 2002].

IV. Culture et aspect des colonies

Différents milieux de culture sont employés pour l'isolement des levures du genre Malassezia.

Le milieu Sabouraud dextrose agar additionné d'huile d'olive permet I'isolement de quelques
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especes en particulier M. furfur et M. pachydermatis. Le milieu Dixon facilite I'identification
et le comptage des colonies de part sa couleur foncée. Enfin, le milieu Leeming et Notman

modifié est utilisé pour augmenter la biomasse des levures [Ben Salah 1. et al., 2009].

Les colonies de Malassezia sp., sont habituellement convexes, lisses, douces, friables et de

couleur créme [Ashbee H. R et al., 2002].

V. Infections impliquant Malassezia

Les Malassezioses ou pityrosporoses regroupent des infections superficielles souvent

bénignes mais récidivantes et des infections profondes rares mais graves.

V.1. Pityriasis versicolor

Cette infection fongique superficielle de la peau est bénigne mais souvent récidivante. Elle
atteint principalement les jeunes adultes notamment dans les pays chauds et humides avec une
prévalence de 40 % [Dalenda El Euch et al., 2014]. L'espece prédominante qui en est
responsable est M. globosa mais des cas a M. furfur sont également répertoriés. Souvent
asymptomatique, des lésions peuvent cependant apparaitre ressemblant dans la plupart des
cas, a des macules arrondies mesurant de quelques millimétres a quelques centimétres de
diametre. Ces 1ésions sont bien délimitées, squameuses, peu ou non prurigineuses, de couleur
variable allant du beige clair au brun et sont localisées dans les zones les plus riches en
glandes sébacées soit la partie supérieure du tronc, le dos, les épaules, les bras, le cou et plus

rarement au visage [Ripert et al., 2013][Dalenda El Euch et al., 2014].

Des formes atypiques existent comme la forme achromiante caractérisée par des lésions peu

squameuses et dépigmentées.

ANOFEL

Figure 7 : Pityriasis versicolor [7]
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V.2. Dermatite séborrhéique

Malassezia furfur, M. globosa, M. sympodialis et M. slooffiae sont responsables de dermatites
séborrhéiques [Tragiannidis A. et al., 2009]. Cette affection fréquente touche les nourrissons,
les adolescents et les adultes. Elle est caractérisée par des 1ésions érythémato-squameuses
localisées au niveau des sourcils, cuir chevelu, plis nasogéniens, poitrine, dos, aisselles et
organes génitaux [Gaitanis G. et al., 2012]. Elle peut atteindre parfois entierement le thorax.
Chez le nourrisson, l'atteinte du siége est fréquente avec un érythéme important et peu de
squames. En revanche, l'atteinte de son cuir chevelu est caractérisée par des squames grasses

plus ou moins importantes appelées communément les « crotites de lait » [Ripert et al., 2013].

Cette dermatite peut évoluer par poussées intermittentes, congestives et prurigineuses. Elle est
favorisée par divers facteurs comme les peaux grasses, le stress, les facteurs hormonaux et les

déficits immunitaires [Ripert et al., 2013].

V3. Pityriasis capitis

Le pityriasis capitis est une forme particulicre de la dermatite séborrhéique atteignant le cuir
chevelu [Ripert et al., 2013]. M. globosa et M. restricta sont les especes les plus fréquemment
retrouvées dans cette affection. Le pityriasis capitis est caractérisé par une desquamation fine,
non inflammatoire et peu prurigineuse [Ben Salah I. et al., 2009]. Il est souvent générateur de
pellicules (desquamations séches ou grasses). Les pellicules sont associées a un déséquilibre
de la proportion des bactéries majeures et des champignons du cuir chevelu (notamment
Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes et Malassezia restricta) [Clavaud C. et

al., 2013].

V4. Dermatite atopique

Cette affection cutanée inflammatoire et chronique s'observe surtout chez le nourrisson et
l'enfant. Des 1ésions eczématiques et prurigineuses surviennent par poussées inflammatoires
récidivantes et entrecoupées de périodes de rémission. Ensuite, ces lésions deviennent
crouteuses. C'est une affection génétique cependant la présence de levures du genre
Malassezia, en particulier M. sympodialis et M. furfur, est un facteur déclenchant [Colomb G.,
2011]. D'autres facteurs comme le stress, les savons irritants, la pollution, le tabagisme passif,
une hygiéne corporelle excessive, une alimentation inappropriée, le climat (sécheresse de

l'air) peuvent aussi déclencher ces poussées [Ripert et al., 2013].
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V.5. Folliculite a Malassezia

Il s'agit d'une inflammation des follicules pileux envahis par les levures du genre Malassezia
en particulier M. pachydermatis, M. globosa et M. furfur [Tragiannidis A. et al., 2009]. Des
papules et des pustules apparaissent ainsi qu'un prurit plus ou moins important. Cette

affection est principalement localisée sur le tronc (dos et épaules) [Ripert et al., 2013].

V.6. Infections systémiques

Ces infections surviennent le plus souvent sur un terrain immunodéprimé (prématurés,
patients atteints de cancer, SIDA, déficits immunitaires, ...) et souvent lors de nutrition
parentérale avec apport lipidique. Plusieurs cas d'infections systémiques nosocomiales
impliquant M. furfur et M. pachydermatis ont été décrits sur des prématurés ayant recu par
voie parentérale des émulsions lipidiques ou des antibiotiques a large spectre. [Ripert et al.,

2013]

V.7. Psoriasis

La pathogénese du psoriasis étant complexe, 'implication de Malassezia sp. n'a pas été encore
réellement mise en évidence dans cette affection. Cette levure semble tout de méme étre un
facteur exacerbant particulierement au niveau du cuir chevelu [Gaitanis G. et al., 2012]. Le
psoriasis, se traduisant alors par, des plaques inflammatoires rouges et prurigineuses ou des

squames blanchatres et épaisses peuvent se détacher.

V.8. Otites externes chez le chien

M. pachydermatis, espéce zoophile, est retrouvé dans le conduit auditif des chiens, étant alors

responsable d'otites externes [Gruson-Vescovali F.B., 2002].

VI. Traitements

Certaines molécules efficaces contre les infections impliquant Malassezia étant communes
avec celles traitant les candidoses, une énumération succincte en sera faite ci-dessous.

Néanmoins, ces traitements sont peu nombreux.

VI.1. Polyénes

Au sein de cette famille, seule I'amphotéricine B est employée sous forme injectable en cas

d'infections systémiques a Malassezia [Ripert et al., 2013].
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VI.2. Dérivés azolés

Ils sont trés utilisés localement sous forme de sprays, lotions ou gels moussants en cas de
pityriasis versicolor et capitis ainsi qu'en cas de dermatite séborrhéique. Les kétoconazole,
bifonazole, éconazole et isoconazole sont par exemple utilisés [Ripert et al., 2013].

VL.3. Allylamines et pyridones

Terbinafine et ciclopirox sont indiqués localement sous forme de crémes, vernis, poudres,
solutions et shampoings en cas de pityriasis versicolor et capitis [Ripert et al., 2013].

V1.4. Autres traitements

V1.4.1. Sulfure de sélénium

Cet antifongique local a spectre étroit est indiqué en traitement du pityriasis versicolor. Ce
compos¢ possede des propriétés antiséborrhéiques et grace a son excipient un effet détergent.

[Dorosz Ph., 2011]

VI1.4.2. Pyrithione de zinc

Ce composé est retrouvé dans de nombreux shampoings antipelliculaires. Il entrainerait une
augmentation intracellulaire en zinc conduisant a inhiber la croissance microbienne. [Dorosz

Ph., 2011]

VII. Résistance aux traitements

VII.1. Mécanismes de résistance décrits pour quelques molécules anti-Malassezia

Peu de cas de résistance sont répertoriés avec les dérivés azolés excepté avec le fluconazole.
En effet, une étude rapporte que les CMIs du fluconazole sont élevées pour 9,5 % des souches
de Malassezia spp. planctoniques testées. Des traitements prophylactiques fréquents avec ce

composé pourraient en étre la cause. [Miranda K.C et al., 2006]

Une autre étude montre que 86 % des souches de M. pachydermatis testées sont résistantes au

fluconazole avec une CMI élevée [Cafarchia C. et al., 2012].
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VII1.2. Biofilms : forme de résistance

VIIL.2.1. Les étapes de formation du biofilm

Les levures du genre Malassezia ont la capacité d'adhérer a différents types de surfaces
(cellules, tissus, plastique,...) et de former un biofilm [Figueredo L.A et al., 2012]. Ses étapes
de formation ont été trés peu étudiées contrairement a celles du genre Candida. Cependant,
les biofilms de M. pachydermatis sont connus pour étre structurellement plus simples que
ceux de C. albicans [Cannizzo F.T. et al., 2007]. Ils sont ainsi formés d'un réseau de levures
bourgeonnantes unipolaires appelées blastoconidies organisé en une ou plusieurs couches
enchevétrées au sein d'une matrice extracellulaire [Cannizzo F.T. et al., 2007]. De plus, les
phospholipases présentes chez Malassezia spp. jouent un role dans I'étape d'adhérence en
stimulant les défenses immunitaires de I'hote créant une réaction inflammatoire cutanée

[Figueredo L.A et al., 2012] ce qui favorise le biofilm.

VIL2.2. Forme de résistance
Comme décrit pour Candida sp., I'organisation en biofilm est source de résistance.

En effet, d'apres une étude récente de 2013, 93 a 98% des especes de Malassezia sous forme
sessiles (c'est-a-dire organisées en biofilm) testées étaient résistantes aux antifongiques
(kétoconazole, fluconazole, itraconazole, terbinafine, posaconazole et voriconazole) alors que
la plupart (92 a 100%) étaient sensibles a ces mémes antifongiques sous forme planctonique.
Plusieurs hypothéses sont émises quand aux mécanismes mis en jeu relativement peu décrits
pour le genre Malassezia. L'architecture du biofilm lui-méme ainsi que la présence de la MEC
rendraient la pénétration des antifongiques plus difficile. De plus, la surexpression de pompes

a efflux pourrait également contribuer a cette résistance [Figueredo L.A. et al., 2013].

VIIL.2.3. Antifongiques actifs contre les biofilms de Malassezia

In vitro, des études ont démontré que l'amphotéricine B et les agents antifongiques azolés
seraient encore efficaces contre les biofilms de Malassezia. Cependant, il faut noter
l'insuffisance de données cliniques, surtout qu'une étude démontre que seulement 10% des
souches de M. pachydermatis testées sous forme de biofilm restent sensibles au fluconazole et

au voriconazole.

[Figueredo L.A. et al., 2013][Tragiannidis A. et al., 2009]
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C. Les sources naturelles étudiées

La Canneberge

I. Botanique

La Canneberge ou Vaccinium macrocarpon Aiton
de la famille des Ericacées est un arbuste
provenant d'Amérique du Nord. Il pousse
naturellement dans les tourbicres et les foréts
d'altitude. Aujourd'hui, il est cultivé abondamment
au Nord-Est des Etats-unis. Cet arbuste, pouvant
atteindre 30 cm de hauteur, possede des feuilles

persistantes ovales et des fleurs longuement

Figure 8 : Vaccinium macrocaron
(feuilles et fruits) [8]

pédonculées roses ou rouge, isolées a l'aisselle des feuilles ou en grappes axillaires ou

terminales. Le fruit est une baie rouge vif acidulée. [Allais D, 2009][Iserin P. et al., 2007]

II. Composition chimique

Les baies de canneberge sont constituées d'eau (85 %), de sucres (3,7 %), d'acides organiques,

de vitamine C (0,01 %), de minéraux et de composés phénoliques comprenant des flavonoides

(0,05 %), des anthocyanosides (0,10 %, responsables de la coloration rouge), des

proanthocyanidols de type A et de type B (0,12 %) et du catéchol [Allais D, 2009][Arnal B et

al., 2008][Bruneton J, 2009].

Figure 9 : Structure d'un proanthocyanidol de type A [9]
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II1. Propriétés pharmacologiques
L.1. Activité anti-adhérente

I.1.1. Bactérienne

La canneberge est réputée pour prévenir et traiter les infections urinaires grace a son effet
bactériostatique. D'une part, elle acidifie les urines diminuant ainsi la prolifération
bactérienne. D'autre part, les proanthocyanidols de type A, contenus dans les baies, empéchent
'adhérence des bactéries aux épithéliums du tractus urinaire. Ils inhibent notamment les
adhésines P-fimbriae d'Escherichia coli, la principale bactérie responsable de cystite. Les
¢tudes réalisées montrent surtout un effet préventif, a défaut de curatif.

Elle empéche aussi 1'adhérence de Streptococcus mutans a la surface des dents diminuant ainsi
la formation de la plaque dentaire, et celle d'Helicobacter pilori a la muqueuse stomacale,

prévenant la formation des ulceres de I'estomac. [Allais D, 2009]

I.1.2. Fongique

Des études récentes menées sur les infections nosocomiales du tractus urinaire montrent que
la canneberge est douée d'une activité anti-adhérente a 1'égard de C. albicans in vitro [Rane
HS et al, 2014]. De plus, malgré 1'absence d'effet diminuant la croissance des levures, les
proanthocyanidols de type A de la canneberge sont capables in vitro de réduire I'adhérence de
C. albicans a des cellules épithéliales buccales [Feldman M et al, 2012]. La canneberge
pourrait donc étre une nouvelle stratégie de prévention des infections urinaires a Candida et

de prévention de candidoses buccales.

I.2. Activité anti-oxydante

De part les anthocyanosides présents dans les baies de canneberge, celles-ci démontrent une
activité anti-oxydante. Une étude montre que ses polyphénols inhibent I'oxydation des lipides
et des protéines et augmentent l'activité d'enzymes anti-oxydantes [Mathisona Bridget D. et

al., 2014].
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IV. Emplois

Les baies de canneberge sont employées soit a I'état frais, sec ou encore sous forme de jus de

fruit déshydraté ou concentré.

A T'heure actuelle, aucun médicament ne contient d'extrait de canneberge. Une quarantaine de
spécialités contenant de l'extrait de canneberge sont retrouvées soit sous forme de
compléments alimentaires comme Urisanol® ou Cystiflash® soit, et depuis plus récemment,
sous forme de dispositifs médicaux comme Cys-control® ou Monurelle Cranberry®. Ces
spécialités possédent depuis 2004 1'allégation santé suivante « contribue a diminuer la fixation
de certaines bactéries Escherichia coli sur les parois des voies urinaires ». La dose considérée
comme efficace est de 36 mg par jour de proanthocyanidols de type A ou équivalent en jus de

fruit ou poudre concentrée de canneberge [Bruneton J, 2009].

Malgré cela, 1'Anses reste prudente, faute de données cliniques suffisantes pour affirmer un

effet préventif de la canneberge sur les cystites. [1]
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La Myrtille

I. Botanique

La myrtille ou Vaccinium myrtillus L. de la
famille des Ericacées est un sous-arbrisseau a
feuilles coriaces. Il est retrouvé dans les sous-bois
siliceux ~des régions montagneuses de
I'hémispheére nord. Ses fleurs blanches ou roses

sont seules ou groupées par deux a l'aisselle des

feuilles. Le fruit est une baie bleu-noir Figure 10 : Vaccinium myrtillus (feuilles
polysperme globuleuse, 4 mésocarpe charnu et a et fruits) [10]

sommet aplati. [Bruneton J, 2009]

II. Composition chimique

Les baies de myrtille contiennent essentiellement de 1'eau (jusqu'a 90 %), des sucres (3 a 7 %)
et des acides organiques. De plus, des acides-phénols, des flavonoides, des proanthocyanidols,
des flavan-3-ols monomeéres ainsi que des anthocyanosides (0,5 %) ont été identifiés.

La feuille contient aussi des acides-phénols, des flavonoides, des proanthocyanidols et du

catéchol (jusqu'a 10 %). [Bruneton J, 2009]

II1. Propriétés pharmacologiques

Les anthocyanosides du fruit de la myrtille ont, in vivo, une action vasoprotectrice et anti-
cedémateuse. Ils inhibent l'agrégation plaquettaire et présentent des propriétés anti-oxydantes.
Ils facilitent également la régénération de la rhodopsine, pigment visuel de la rétine,
améliorant ainsi la vision en lumiére atténuée [Bruneton J, 2009].

Les baies auraient aussi des effets antibactériens, analgésiques [Dutot M. et al., 2008] et anti-
diarrhéiques [Iserin P. et al., 2007]. Une étude récente sur l'espece Vaccinium virgatum, proche
de l'espece myrtillus, a mis en évidence une activité anti-adhérente bactérienne de ses extraits
notamment contre Staphylococcus epidermidis. Ces extraits de Vaccinium inhibent jusqu'a
80% la formation d'un biofilm a S. epidermidis a faibles concentrations. En revanche, ils

n'empéchent pas sa croissance bactérienne. [Zimmer K.R. et al., 2013]
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IV. Emplois

L'extrait enrichi en anthocyanosides de myrtille associé au béta-caroténe compose une
spécialit¢ nommée DIFRAREL®, indiquée dans les traitements d'appoint des manifestations
fonctionnelles des insuffisances veinolymphatiques, des troubles fonctionnels de la fragilité
capillaire et des baisses d'acuité et troubles du champ visuel présumés d'origine vasculaire.
Associé a la vitamine E, cet extrait est employé dans les troubles de la vision nocturne et la
myopie. [Vidal, 2015] Cependant, d'autres indications thérapeutiques du fruit frais ou sec et
de la feuille de myrtille peuvent étre revendiquées d'apres la note explicative de 'agence du
médicament de 1998. En effet, le fruit frais ou sec peut étre traditionnellement utilisé en
traitement adjuvant de la composante douloureuse des troubles fonctionnels digestifs. Le fruit
frais peut aussi étre employé par voie orale ou locale dans le traitement symptomatique des
troubles fonctionnels de la fragilité capillaire comme les ecchymoses ou pétéchies. La feuille
tout comme le fruit sec, peuvent étre employés dans le traitement des diarrhées légeres.

Toutefois, il existerait un risque toxicologique a employer la partie feuille. [Bruneton J, 2009]
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L'acérola

I. Botanique

L'acérola ou Malpighia punicifolia L., de la
famille des Malpighiacées, est un arbuste a
feuillage persistant originaire d'Amérique
centrale et du sud. Il est cultivé surtout au Brésil
ou le sol et le climat y sont appropriés. Les

feuilles sont opposées, de forme elliptique et a

pointe aigué mesurant 3 a 8§ cm de longueur. Les

a d 1 d&i Figure 11 : Malpighia punicifolia
eurs, de couleur rouge, se disposent en (feuilles et fruits) [11]

inflorescence axillaire. Ses drupes trilobées
ressemblant a des cerises, l'acérola est souvent surnommé la cerise des Antilles ou des

Barbades. [Vendramini Ana L. et al., 2000]

II. Composition chimique

Les drupes sont connues pour leur forte teneur en vitamine C (jusqu'a 2g/100g) [Vendramini
Ana L. et al., 2000]. C'est au stade non mir (fruit vert) que cette teneur est la plus élevée,
diminuant de moitié par oxydation, au fur et & mesure de la maturation. Une fois mir, le fruit

se putréfie trés rapidement a température ambiante [Vendramini Ana L. et al., 2000].

De plus, ces drupes renferment aussi de l'eau, d'autres vitamines (thiamine, riboflavine,
niacine), des sels minéraux ainsi que des caroténoides et des polyphénols (en particulier des

anthocyanes) [Mezadri T. et al., 2008].

I11. Propriétés pharmacologiques

De part sa richesse en vitamine C et polyphénols, le fruit d'acérola serait dou¢ de fortes
actions anti-oxydante et immunostimulante [ Vendramini Ana L. et al., 2000][Mezadri T. et al.,

2008].
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IV. Emplois

Aujourd'hui, le fruit d'acérola est commercialisé sous diverses formes notamment comme
complément alimentaire anti-fatigue. En effet, due a sa richesse en vitamine C, il peut
prétendre contribuer a réduire les asthénies fonctionnelles, a favoriser 1'absorption digestive
du fer, a veiller au fonctionnement normal des systémes nerveux, inflammatoire, sanguin et

osseux si et seulement s'il contient au minimum 12 mg de vitamine C pour 100g [2].
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La framboise

I. Botanique

Le framboisier ou Rubus idaeus L., est un arbuste
commun des régions tempérées a tiges hérissées et
piquantes. Il appartient a la familles des Rosacées.
Ses feuilles caduques sont composées de 3 a 7
folioles tomenteuses et blanches en dessous. Ses

fleurs blanches sont regroupées en inflorescence

[3]. Son fruit, la framboise, est une polydrupe  Figure 12 : Rubus idaeus (feuilles et
rouge pale ou jaune selon la variété [Iserin P. et al., fruits) [12]

2007].
II. Composition chimique

La framboise contient essentiellement de 1'eau, des pectines, des sucres, des vitamines A, B1

et C ainsi que des polyphénols comme des anthocyanosides, des flavonoides et des tanins

[Iserin P., 2007][Yu Fu et al., 2015].

II1. Propriétés pharmacologiques

Les anthocyanosides et l'acide ellagique (polyphénols) lui conférent des propriétés anti-
oxydantes. Cet acide aurait également des propriétés anti-virales, anti-bactériennes et anti-
tumorales [Shivraj Hariram Nile M.Sc et al., 2013]. Une étude réalisée sur l'espéce Rubus
ulmifolius a permis de mettre en évidence l'activité anti-biofilm bactérien d'une fraction
méthanolique contenant entre autres l'acide ellagique [Quave C.L., 2012]. D'autre part, le fruit

ainsi que les feuilles ont un effet astringent [Iserin P., 2007].

IV. Emplois

Traditionnellement, le framboisier, et principalement ses feuilles, sont employés en cas
d'infections buccales, lors de 'accouchement (augmentant l'amplitude des contractions donc
facilitant le travail) mais aussi comme sédatif des regles douloureuses. En décoction, les

feuilles permettent de traiter les diarrhées [Iserin P., 2007][Bruneton J, 2009].
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Les Lichens

1. Définition

D'aprés Hawksworth (1988) : « Un lichen est une association stable, indépendante entre un
mycosymbiote (champignon) et un photosymbiote (algue ou cyanobactérie), dans laquelle le

mycosymbiote est le partenaire englobant ['autre » [ Van Haluwyn et al., 1993].

Les lichens ne possédent pas de régne propre; ils sont intégrés a la classification des
champignons. La plupart des lichens appartiennent au phylum des Ascomycétes [4]. Les
champignons composant les lichens sont pour la plupart des Ascomycetes et des
Basidiomycétes. Quant aux algues, elles appartiennent le plus souvent aux Ulvophytes (algues

vertes) [Branislav Rankovic, 2015].

La symbiose est une association bénéfique entre deux hotes. Dans le cas des lichens, 1'algue
fournit, grace a la photosynthese, les nutriments nécessaires au développement du lichen. Le
champignon, lui, assure un support a l'algue grace a ses filaments et évite qu'elle se

déshydrate.

Actuellement, environ 18 500 espéces de lichens sont recensées. [Branislav Rankovic, 2015]
Les lichens sont cosmopolites, retrouvés dans des habitats trés diverses et notamment des
milieux hostiles présentant des températures trés basses, une obscurité, luminosité ou
sécheresse prolongées. Tous ces facteurs peuvent faire varier la concentration des composés
chimiques contenus dans les lichens. [Van Haluwyn et al., 1993][Pollyanna A. S. White et al.,
2014]

II. Composition chimique

Les lichens sont essentiellement constitués d'eau (environ 50%), de substances minérales (1 a
2%), de polysaccharides (a-glucanes, B-glucanes, galactomannanes et hétéroglycanes),
d'alcools (mannitol, sorbitol, ...), de protéines (2 a 10 % du poids sec), de lipides, de
vitamines et d'enzymes appartenant au métabolisme primaire. Les métabolites secondaires des
lichens sont des molécules complexes appelées auparavant substances lichéniques
correspondant principalement a des acides organiques. Ces molécules appartiennent a diverses

classes chimiques : les depsides, les depsidones, les dibenzofuranes et les terpenes.

[Mitrovi¢ T. et al., 2011][Souchon C., 1971]
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Parmi ces acides organiques, le plus abondant est I'acide usnique (Figure 13). Il s'agit d'un
pigment de structure dibenzofuranique retrouvé principalement chez certaines espéces de
lichens du genre Usnea, Cladonia et Ramalina (Figure 14) [Bruneton J, 2009][ Vertika Shukla
etal., 2010].

Figure 13 : Structure de l' (+)-acide usnique [13]

Figure 14 : Photographies d'Usnea sp. [14], de Cladonia squamosa [15] et de Ramalina

sp. [16] (de gauche a droite)
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II1. Propriétés pharmacologiques

Les composés phénoliques présents dans les lichens auraient un réle dans le maintien de la
symbiose entre le champignon et I'algue et semblent lutter contre le stress oxydant. Ainsi, les
depsidones ont précédemment démontré un effet anti-oxydant ainsi que des activités

cytotoxiques [Pollyanna A. S. White et al., 2014].

Les acides organiques des lichens seraient de puissants inhibiteurs d'enzymes du métabolisme.
Parmi ces acides, l'acide usnique semble présenter un intérét en cas de maladies
cardiovasculaires, respiratoires et gastriques. Il posséderait également des propriétés anti-
oxydante, anti-inflammatoire, anti-fongique et anti-bactérienne [Pollyanna A. S. White et al.,
2014][Vertika Shukla et al., 2010]. Il semble notamment empécher la formation de biofilms

bactériens a Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa [Ingolfsdottir. K, 2002].

D'autre part, d'apres plusieurs études réalisées au Japon, les polysaccharides présenteraient
des propriétés anti-virales, anti-tumorales et immunomodulatrices associées a une faible

toxicité [Olafsdottir ES et al., 2001].

IV. Emplois

Historiquement, les lichens ont été utilisés en médecine en se basant sur la théorie des
signatures de Paracelse qui énonce que « les semblables soignent les semblables ». En effet,
I'espece Lobaria pulmonaria ressemblant a des lobules de poumons était utilisée pour traiter
les affections respiratoires. Actuellement, cette espece est toujours employée en homéopathie
sous le nom de Sticta pulmonaria (synonyme de Lobaria pulmonaria). Une teinture mére est
préparée a partir du thalle séché de ce lichen puis les dilutions qui en sont issues sont utilisées

en cas de rhume, sinusite ou trachéite [5].

En parfumerie, des lichens, notamment ceux de pin (Parmelia furfuracea) et du chéne
(Evernia prunastri), sont utilisés comme fixateur étant capable de contrdler 1'évaporation de
divers constituants de certains parfums et de leur donner une note boisée. Mais certains
composés lichéniques sont connus pour é&tre irritant et allergisant, étant a I'origine de

dermatoses de contact. [Van Haluwyn et al., 1993][Souchon C., 1971]

Enfin, les lichens pourraient entrer dans la composition de filtres anti-UV puisqu'ils
renferment des pigments photoprotecteurs dont la concentration augmente lors de fortes

radiations aux UVs [Rossignol P, 2013].
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PARTIE II :

Etude expérimentale
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A. Etude menées sur Candida

La premicre partie du travail expérimental, développée dans les paragraphes suivants, s'est
focalisée sur l'évaluation des activités anti-adhérentes et anti-biofilms d'extraits naturels

sélectionnés contre des levures du genre Candida.

I. Matériels et méthodes

I.1. Organismes et conditions de culture

I.1.1. Espéces utilisées

Trois espéces de levures du genre Candida, provenant de 1’ American Type Culture Collection
(Manassas, Etats-Unis) et de la Biomedical Fungi and Yeasts Collection (Brussels, Belgique)

ont été utilisées :
—  Candida albicans ATCC 3153
— Candida glabrata THEM 9556

— Candida parapsilosis ATCC 22 019

I.1.2. Conditions de culture

Ces levures sont ensemencées sur un milieu gélosé¢ Sabouraud additionné de chloramphénicol

(Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France) puis incubées 24 h a 37°C .

Pour obtenir un biofilm, des colonies sont prélevées de cette culture et transférées dans 30 mL
de Yeast Nitrogen Base Médium (Difco, Detroit, MI) enrichi avec 50 mM de glucose (Sigma,

St Louis, MO) (YNB-Glc). Cette suspension est mise a incuber une nuit a 37°C sans agitation.

I.2. Matériel végétal et lichénique

Trois catégories de matériel ont été testées :

I.2.1. Quatre extraits commerciaux de fruits rouges en poudre
— Canneberge (Vaccinium macrocarpon Aiton, Ericacées; réf 1079)
— Acérola (Malpighia punicifolia L, Malpighiacées; réf 1087)

—  Myrtille (Vaccinium myrtillus L, Ericacées; réf 1085)
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— Framboise (Rubus idaeus L, Rosacées; réf 1084)

IIs ont été achetés aux laboratoires HY TECK Aroma-Zone de Clermont-Ferrand.

1.2.2. Fractions et sous-fractions issues d'un jus de canneberge commercial

transformé

Le jus de canneberge commercial de départ est un jus pasteurisé et clarifi¢ produit par
l'entreprise Fruit d'Or (Notre-Dame-de-Lourdes, QC, Canada). Ce jus a été fractionné au sein
de 1'équipe Recherche et Innovation en Chimie Médicinale (RICM) UMR INRA 1282
Infectiologie et Sant¢ Publique de 1'Universit¢é de Tours (Dr L. Boudesocque et Pr C.
Enguehard-Gueiffier). Une premicre séparation a été effectuée sur résine d'Amberlite XAD16
permettant I'obtention de deux fractions : une fraction aqueuse concentrant des sucres et des
composés non phénoliques et une fraction méthanolique contenant des composés phénoliques,
ceci déduit aprés étude des profils analytiques de ces fractions par chromatographie liquide
haute performance (CLHP). Cette fraction méthanolique a été ensuite fractionnée sur résine
Séphadex LH 20® permettant l'obtention de 6 sous-fractions analysées par CLHP et

récapitulées dans le tableau suivant :

Fractions | Masse (mg) Composants
732,0 Acides phénoliques et sucres restants
2 150,0 Anthocyanes, flavonols
Proanthocyanidols (PACs) de faible poids
3 46,6 .
moléculaire
4 36,6
’ PACs et flavonoides
57,0
6 30,7 PACs de haut poids moléculaire

Tableau 2 : Compositions et masses des 6 sous-fractions issues d'un jus de canneberge

1.2.3. Vingt-cinq extraits acétoniques de lichens

Les récoltes et extractions par I'acétone de ces lichens ont été réalisées au sein du laboratoire
de Chimie des Substances Naturelles (LCSN, EA 1069) de I’Université de Limoges (Dr M.
Millot et Pr L. Mambu). Il s'agit des extraits de Bryoria fuscescens, Cetrelia olivetorum,
Cladonia furcata, Cladonia glauca, Cladonia parasitica, Cladonia squamosa, Lasallia

pustulata, Lepraria membranacea, Leprocaulon microscopium, Leproloma membranacea,
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Lobaria pulmonaria, Lobaria scrobiculata, Nephroma laevigatum, Nephroma parile,
Parmelia saxatilis, Parmelia serrana, Peltigera collina, Peltigera horizontalis, Platismatia
glauca, Pleurosticta acetabulum, Ramalina sp., Usnea sp., Usnea florida, Flavoparmelia

caperata et Cladonia incrassata.

1.2.4. Préparation des échantillons a tester

Des solutions meéres des extraits commerciaux de fruits rouges ont été préparées a 100
mg/mL. Ces solutions ont été agitées et centrifugées pendant 15 min a 3000g a 25°C (Cr3i

centrifuge Jouan).

D'autre part, des solutions meres des 2 fractions (aqueuse et méthanolique) et 6 sous-fractions
issues du jus de canneberge ainsi que des extraits de lichens ont été préparées a la
concentration de 500, 50 et 10 mg/mL respectivement dans de l'eau distillée stérile ou du

DMSO selon leur solubilité.

I.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice : CMI

La CMI ou concentration minimale inhibitrice est la concentration la plus faible d'une
substance capable d'inhiber toute croissance du micro-organisme. Cette CMI est déterminée
par la méthode des microdilutions en milieu liquide dans des microplaques de 96 puits,

méthode adaptée du protocole M27-A3 du Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

A partir d'une culture de Candida sp. de 24 h obtenue sur milieu gélosé Sabouraud additionné
de chloramphénicol, une préculture a 0,5 Mc Farland dans du sérum physiologique est
préparée. Cette préculture est ensuite diluée au 1/1000° dans du milieu de culture RPMI-

MOPS. La concentration finale est de 10° cellules/mL.

Dans une microplaque 96 puits, 200 pL de milieu RPMI-MOPS sont déposés dans la premicre
colonne puis 100 pL dans les autres. Les échantillons a tester sont ajoutés a raison de 4 pL
dans la premiére colonne puis une série de dilutions au 'z est réalisée de facon a obtenir des
concentrations décroissantes d'échantillon. Enfin, 100 pL de suspension de levures a 10°

cellules/mL sont déposés dans tous les puits de la microplaque.

Les extraits de lichens et les six sous fractions issues du jus de canneberge sont donc évalués a

des concentrations de 100 a 0,05 pg/mL et 500 a 0,2 pg/mL respectivement.

Les fractions aqueuse et méthanolique de canneberge ainsi que les extraits commerciaux de

fruits rouges sont évalués a des concentrations plus élevées de 5000 a 2 pg/mL et de 1000 a
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0,5 pg/mL respectivement. La concentration finale en DMSO n'excede pas 2 % du volume

total de chaque puits.

Des puits sont réservés pour les controles négatifs (culture non traitée), positifs

(amphotéricine B), et un controle DMSO a 1% (vérification de son innocuité).

Les plaques sont incubées a 37°C sans agitation. L'absence ou la présence de colonies est

ensuite observée visuellement et au microscope optique a 24 h puis 48 h d'incubation.

Les échantillons sont testés en duplicat et le test est répété un autre jour (n=2).

1.4. Détermination de 1'activité anti-biofilm

1.4.1. Préparation du fluide buccal a 2%

Du fluide buccal humain est prélevé chez 12 volontaires sains. Ce pool de fluide buccal est
trait¢ par du Dithiothreitol (DTT) (2,5 mmol/L), agit¢ dans la glace pendant 10 min puis
centrifugé 20 min a 3000g, a 4°C. Le surnageant est dilu¢ avec trois volumes d’eau distillée
puis ’ensemble est stérilisé par filtration sur filtre de 22 um. Cette solution mere stérile de
fluide buccal a 25 %, est conservée a -80°C. Une dilution de cette solution dans de 1’eau

stérile permet 1’obtention d'une solution de fluide buccal a 2 %.

1.4.2. Préparation de la suspension de levures

Une préculture est effectuée la veille du test dans du milieu YNB-glucose. Aprés une nuit
d’incubation a 37°C, cette préculture est centrifugée 10 min a 2000 rpm, a 25°C puis le culot

est lavé avec du PBS. Le culot final est repris dans du milieu YNB-glucose et la culture est

portée 4 une concentration finale de 4.107 cellules/mL suivant un dénombrement sur cellule
de Kova.
1.4.3. Tests anti-biofilms

Les deux tests suivants ont en commun l'ajout de 200 pL de fluide buccal a 2 % dans tous les
puits d'une microplaque. Celle-ci est mise a incuber 1 h a 37°C. Un dép6t protéique se forme

alors au fond des puits favorisant par la suite 1'adhérence des levures.

Le fluide buccal est ensuite aspiré.
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[.4.3.1. Test anti-adhérent

Dans la microplaque prétraitée par le fluide buccal, 200 pL de milieu YNB-Glucose sont

déposés dans les puits de la deuxieme colonne puis 100 pL dans les autres puits (Figure 15).
4 uL des différents échantillons sont déposés dans les puits des deux premicres colonnes.

Des dilutions au 'z sont ensuite réalisées a partir de la deuxieéme colonne.

Enfin, 100 pL de suspension de levures a 4.107 cellules/mL sont ajoutés dans tous les puits.
Des puits sont réservés pour le controle négatif (culture non traitée) et un contréle DMSO a

2% (vérification de son innocuité).

Les 2 fractions (aqueuse et méthanolique) et les 6 sous-fractions issues du jus de canneberge
sont donc évaluées a des concentrations de 10 mg/mL a 5 pg/mL et de 1 mg/mL a 0,5 pg/mL

respectivement. La concentration finale en DMSO n'excede pas 2% du volume total.

La plaque est incubée 2 h a 37°C permettant une mise en contact des échantillons avec les

levures en phase d'adhérence.

Le test a été réalisé deux fois (n=2) et chaque échantillon a été testé en duplicat.
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Figure 15 : Schéma récapitulatif de la méthode du test anti-adhérent
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1.4.3.2. Test d'activité contre la phase de maturation du biofilm

Dans une microplaque 96 puits, 220 pL de milieu YNB-Glucose sont déposés dans les puits

de la premicre colonne puis 110 uL dans les autres (Figure 16).

26,5 uL d'échantillons (extraits lichéniques) a tester sont ajoutés dans la premicre colonne
puis des dilutions en série au "2 sont effectuées obtenant une gamme de concentrations de
1080 a 0,5 pg/mL. Des puits sont réservés pour le controle négatif (culture non traitée) et un

contréle DMSO a 2 % (vérification de son innocuit¢).
Chaque échantillon est testé en duplicat et le test a été réalisé deux fois (n=2).

200 pL de suspension de levures sont déposé€s dans chacun des puits de la plaque prétraitée
par le fluide buccal. Cette plaque est a nouveau incubée 2 h a 37 °C sans agitation afin que la

phase d'adhérence des levures s'initie.

A lissue de cette incubation, une série de lavage au PBS est effectuée afin d'éliminer les

levures non adhérentes.

Puis 250 pL de milieu YNB-glucose sont additionnés a tous les puits ainsi que 50 pL des
échantillons précédemment préparés obtenant une gamme de concentrations finales de 180 a

0,09 pg/mL.

La plaque est alors incubée a 37°C pendant 24 et 48 h, le biofilm se développant en présence
des produits a tester, ceci afin d'observer la rémanence de I'éventuel effet d'un traitement post-

adhérence.

48



Dilutions ¥z

Ajout 265 pL
déchantillons
3 tester
dans la 1ére culonns

Plague « échantillons »

Ajout 50 uL
échantillons

200 pL — PBS —
Suspension nr iR ; e
de levures |EREEEESEEEENAS B

¥

e ——
A ~ . Incubation
2ha3rc
Plaque prétraitée Aspiration des puits
par le fluide buccal 2% et lavage

Incubation & 37°C
24348 h

Figure 16 : Schéma récapitulatif de la méthode du test contre la phase de maturation du
biofilm

1.4.4. Test XTT

Apres récupération des plaques incubées pendant 2 h ou 24/48 h selon le test et apres lavage
de tous les puits avec du PBS afin d'éliminer les levures non adhérentes, 200 uLL de PBS sont
ajoutés a tous les puits et leur contenu est observé au microscope inversé. 50 pL. de XTT-

ménadione sont ensuite additionnés dans tous les puits.

Apres 3 h d'incubation a 37°C, 1'absorbance est mesurée a 450 nm. En effet, le XTT qui est
un sel de tétrazolium est réduit par les enzymes mitochondriales des levures en formazan
(composé orangé) quantifié par spectrophotométrie. Ainsi, seules les levures ayant une
activité métabolique sont indirectement mises en évidence. Ce XTT est couplé a la ménadione

qui accelere la réaction et apporte ainsi une coloration orange plus intense du surnageant.
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1.4.5. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats obtenus est réalisée griace au logiciel Statview (version
5.0.0.0; SAS Institute Inc, Berkeley, CA). Les données sont soumises & une analyse de
variance (ANOVA) (p<0.05) et au test de Scheffe : pour chaque échantillon et chaque
concentration, ces tests permettent de comparer la moyenne des absorbances des duplicats a la
moyenne des absorbances du contrdle négatif (absence de traitement). L’échantillon sera dit

« actif » si sa moyenne est significativement plus petite que celle du contrdle négatif.
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II. Résultats — Discussion

11.1. Détermination de la CMI

Concernant les 25 extraits de lichens ainsi que les fractions et sous-fractions issues du jus de
canneberge, une croissance des levures C. albicans, C. glabrata ou C. parapsilosis est
observable sous forme de colonies dans chacun des puits. Les CMIs sont donc > 100, 5000 ou

500 pg/mL respectivement.

De méme, les extraits commerciaux de fruits rouges présentent des CMIs > 1000 pg/mL
contre les 3 espéces de Candida a 'exception des extraits de canneberge et de framboise dont

les CMlIs sont comprises entre 500 et 1000 pg/mL contre C. parapsilosis.

Ainsi, aucun effet antifongique n'est a signaler pour ces échantillons testés en comparaison au
témoin amphotéricine B auquel toutes les espéces de Candida étudiées sont sensibles (CMI <
2 pg/mL). Ces résultats corroborent ceux d'autres études récentes. En effet, Feldman et al.

montrent que les PACs de la canneberge n'affectent pas la croissance de C. albicans [Feldman

Metal., 2012].

11.2. Evaluation de I'activité anti-adhérente des fractions et sous-fractions issues

du jus de canneberge

Le test anti-adhérent n'a été effectué que sur les fractions et sous-fractions issues du jus de

canneberge, les extraits lichéniques et commerciaux ayant été précédemment évalués.

I1.2.1. Observations au microscope inversé des levures adhérentes apres lavage au

PBS et avant mesure de 1'absorbance par spectrophotométrie

Les observations effectuées au microscope révelent la présence de nombreuses levures
adhérentes recouvrant le fond des puits controles négatifs (culture non traitée). Un aspect
identique est observé dans les puits contenant les sous-fractions 1 et 2 ainsi que la fraction
aqueuse. Ces trois échantillons n'empécheraient donc pas 1'adhérence des levures a la surface
des puits. En revanche, la fraction méthanolique et les sous-fractions 3, 4 et 6 paraissent
intéressantes car de nombreux puits les contenant semblent peu pourvues en levures. Elles
présenteraient un intérét anti-adhérent. Concernant la sous-fraction 5, I'analyse microscopique

est rendue difficile par la présence de débris colorés dans les puits.
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I1.2.2. Mesure des absorbances

Pour chaque fraction et sous-fraction testées, les absorbances a 450 nm sont mesurées et leurs
moyennes sont statistiquement comparées a celles du controle négatif. Les concentrations
minimales anti-adhérentes (CMA), c'est-a-dire les plus faibles concentrations présentant une
moyenne d'absorbance significativement plus faible que celle du contréle négatif (p<0,05),

sont répertoriées dans le tableau 3.

Concentration minimale anti-adhérente (CMA) en mg/mL
Fraction C. albicans C. glabrata C. parapsilosis
Aqueuse 10,5 10,5 10,5
Meéthanolique 0,320 0,640 0,640
1 >1 > 1 > 1
2 1 1 1
3 1 0,250 0,125
4 0,125 0,250 0,125
5 ND ND ND
6 0,062 0,250 0,125

ND : Non déterminée

Tableau 3 : Concentrations minimales anti-adhérentes (CMA) des fractions et sous-

fractions issues du jus de canneberge

La fraction aqueuse de canneberge exerce une activité anti-adhérente a fortes concentrations
(CMA = 10,5 mg/ml contre les 3 espéces de Candida testées). En revanche, la fraction
méthanolique présente une activité anti-adhérente significative a faibles concentrations

(0,320 ; 0,640 et 0,640 mg/mL sur C. albicans, C. glabrata et C. parapsilosis respectivement).

Au vu de ces résultats, cette dernicére fraction a été fractionnée au sein de I'équipe RICM
UMR INRA 1282 de Tours, sur résine séphadex LH 20 et six sous-fractions ont été obtenues.
Les sous-fractions 4 et 6 sont les plus actives avec des CMA comprises entre 0,062 et 0,250

mg/mL sur les 3 espéces de Candida testées.

La sous-fraction 3 est également intéressante avec une CMA de 0,250 mg/mL contre C.

glabrata et 0,125 mg/mL contre C. parapsilosis.
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Les sous-fractions 1 et 2 ne présentent pas d'activité anti-adhérente remarquable (CMA 21
mg/mL contre les 3 espeéces). La CMA de la sous-fraction 5 n'a pu étre déterminée due a la

présence de débris colorés dans les puits, faussant ainsi la mesure des absorbances.

Les sous-fractions 3, 4 et 6 contiennent principalement des proanthocyanidols de faible et
haut poids moléculaires accompagnés de flavonoides pour la sous-fraction 4 (Tableau 2). Ces
molécules semblent étre a l'origine des effets anti-adhérents observés sur les levures du genre
Candida. Elles empécheraient donc l'adhérence des levures a une surface, ceci corroborant les
effets anti-adhérents bactériens connus des proanthocyanidols de canneberge [Lowe F.C et al.,

2001][Feldman M et al., 2012].

I1.3.  Evaluation de I'activité contre la phase de maturation du biofilm des

extraits de lichens

Ce test a été réalisé uniquement sur les 11 extraits lichéniques, manquant de temps pour
I'évaluation de l'activité de la totalité des 25 extraits lichéniques, des extraits commerciaux,

fractions et sous-fractions de canneberge.

I1.3.1. Observations microscopiques des levures formant le biofilm aprés lavage par

le PBS et avant mesure de I'absorbance par spectrophotométrie

Des différences sont observées selon l'espece de levure considérée. En ce qui concerne C.
albicans, de nombreuses levures formant le biofilm sont observées dans les puits contrdles
négatifs (culture non traitée). Un aspect identique est observé dans les puits contenant les
extraits de lichens. Des amas de levures rondes ainsi que des formes filamenteuses sont

visibles.

Considérant C. glabrata, 1l apparait dans tous les puits, a 24 et 48 h, des amas de levures ainsi
que des levures isolées, en proportions similaires aux controles négatifs. On peut noter une

absence de formes filamenteuses.

Pour C. parapsilosis, des amas de levures sous formes hyphes et blastospores, en proportions
identiques aux puits controles négatifs sont observés, a l'exception des extraits issus de

Nephroma laevigatum (7) et Usnea florida (11) ou les amas sont en plus faible quantité.
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11.3.2. Mesure des absorbances

Pour chaque extrait testé, les absorbances a 450 nm sont mesurées et leurs moyennes sont
statistiquement comparées a celles du contrdle négatif. Les concentrations minimales anti-
biofilm (CMB), correspondant aux plus faibles concentrations d'extraits présentant une
moyenne des absorbances significativement inférieure a celle du contréle négatif (p<0,05),

sont répertoriées dans le tableau 4.

Concentration minimale anti-biofilm (CMB) en pg/mL

C. albicans C. glabrata C. parapsilosis

Extraits de lichens 24 h 48 h 24 h 48 h 24h 48 h

2 Cladonia glauca 180 > 180
4 Cladonia squamosa 22,5 11,2

6 Lepraria membranacea 180 180 m
8  Peltigera collina 90 180
10  Ramalina sp. 90 > 180 m

Tableau 4 : Concentrations minimales anti-biofilms (CMB) d'extraits de lichens

L'activité anti-biofilm des 11 extraits de lichens testés est espece-dépendante. En effet, aucune
activité significative a des concentrations inférieures a 90 pg/mL n'a été observée pour les
especes C. glabrata et parapsilosis (CMB > 90 ug/mL). A l'inverse les extraits 3, 4, 7 et 11
montrent un effet anti-biofilm a faibles concentrations contre C. albicans apres 24h de contact
(CMB a 24 h: 22,5 pg/mL pour les extraits 3, 4 et 11 et 39,5 ng/mL pour l'extrait 7). Cet effet
est rémanent pour les extraits 4, 7 et 11 avec des CMBs a 48h de 1'ordre de 11, 2 pg/mL pour
les extraits 4 et 11 et 20,8 pg/mL pour I'extrait 7.

Les effets anti-biofilm remarquables des 4 lichens Cladonia parasitica, Cladonia squamosa,

Nephroma laevigatum et Usnea florida ont ainsi été mis en évidence.

Ces résultats sont d'autant plus intéressants que les données de la littérature ne semblent pas

faire référence a une quelconque activité anti-biofilm de ces 4 lichens.
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On peut noter une certaine discordance entre les résultats des observations microscopiques et
ceux déduits des mesures d'absorbance. Il est en effet plus difficile d'apprécier au microscope
inversé les proportions de levures formant un biofilm (versus levures adhérentes)

comparativement aux puits contrdles.
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III. Conclusion et perspectives

La détermination des CMIs des différents extraits végétaux et lichéniques testés démontrent
une absence d'activité contre les levures du genre Candida planctoniques. En revanche, des
effets sont observés avec certains échantillons testés contre des levures du genre Candida
formant un biofilm en particulier lors de leur phase d'adhérence ou lors de la phase de
maturation. Ainsi, l'extrait méthanolique ainsi que 3 des 6 sous-fractions issues du jus de
canneberge présentent des activités anti-adhérentes a faibles concentrations (CMA entre 1 et
0,062 pg/mL). Ces résultats ont fait 1'objet d'un article scientifique publié¢ en avril 2014 (cf

annexe 1).

De plus, les extraits acétoniques des lichens Cladonia parasitica, Cladonia squamosa,
Nephroma laevigatum et Usnea florida démontrent une activité anti-biofilm a faibles
concentrations sélectivement contre C. albicans (CMB a 24 h comprise entre 39,5 et 22,5

pg/mL ).

Compte tenu des résultats obtenus avec les sous-fractions issues du jus de canneberge, il serait
intéressant de poursuivre la purification des sous-fractions 3, 4 et 6 afin d'isoler les composés

responsables de l'activité anti-adhérente.

Une analyse des profils chimiques par chromatographie liquide haute performance des 4
extraits lichéniques ayant démontré une activité anti-biofilm remarquable donnerait un
premier aper¢u de leur composition et pourrait mettre en évidence des composés
potentiellement responsables de l'activité. Par exemple, la présence d'acide usnique pourrait
étre a l'origine de cet effet anti-biofilm. En effet, d'aprés Francolini et al., 1'acide usnique
n'inhiberait pas la phase d'adhérence mais empécherait la maturation du biofilm de bactéries
[Francolini I. et al, 2004]. L'étude phytochimique de ces 4 extraits pourrait aboutir a

l'identification et 1'isolement des composés actifs.

Pour compléter cette étude, d'autres especes de Candida ainsi que d'autres genres de levures

pourraient étre testés afin d'élargir le panel de micro-organismes évalués.

Ces résultats sont donc intéressants et pourrons compléter les données actuellement
disponibles concernant les nouvelles thérapeutiques d'origine naturelle anti-adhérentes et/ou

anti-biofilm de Candida.
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B. Etude menées sur Malassezia

La seconde partie du travail expérimental a consist¢ en I'adaptation des protocoles
d'évaluation des activités anti-adhérentes et anti-biofilms de Candida aux levures du genre
Malassezia, ces deux levures étant, sur de nombreux points, différentes. Des mises au point

ont donc été explorées et vont €tre détaillées dans les paragraphes suivants.

I. Matériels et méthodes
I.1. Organismes utilisés

I.1.1. Espéces utilisées

Deux especes de levures du genre Malassezia ont été utilisées, provenant de prélévements
effectués par le laboratoire de parasitologie et mycologie médicale du CHU de Poitiers, d'une

part sur un dispositif implanté, d'autre part sur la peau d'un patient :
— Malassezia furfur 1591 (prélevement de cathéter)

— Malassezia pachydermatis 1830 (prélévement cutané)

1.1.2. Conditions de culture

Malassezia sp. est ensemencé sur un milieu gélosé¢ adapté : Dixon pour M. furfur et
Sabouraud pour M. pachydermatis (protocole de culture standard) puis incubé 4 jours a 32°C.
Puis des colonies sont prélevées de cette culture et transférées dans 30 mL de milieu Dixon ou

Sabouraud selon 1'espece.

1.2. Matériel végétal

Les extraits commerciaux de canneberge, myrtille, acérola et framboise ainsi que les fractions
aqueuse et méthanolique issues du jus de canneberge ont été testés et préparés comme décrit

précédemment (cf Partie II. A. I. 2. 4. Préparation des échantillons a tester).
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1.3. Détermination de la CMI

Ne disposant pas de protocole adapté et au vu des différences entre Candida et Malassezia,
des essais avec divers milieux de culture ont ét¢ menés afin de déterminer le milieu le plus

adéquat a la réalisation des tests de détermination des CMIs.

1.3.1. Sélection du milieu de culture

Ainsi a partir de levures incubées a 32°C pendant 4 jours sur milieu gélosé Sabouraud pour
l'espéce M. pachydermatis ou Dixon pour l'espéce M. furfur, une préculture a 1.107
cellules/mL (comptage sur cellule de Kova) dans du sérum physiologique additionné de

Tween 80 (1,3 et 4% pour M. pachydermatis et M. furfur respectivement) est préparée.

Le Tween 80 ou polysorbate 80 est un agent tensioactif non ionique synthétisé a partir de
sorbitol, d'acide oléique et d'oxyde d'éthyléne, permettant 'homogénéisation de la suspension
de levures.

Trois milieux de cultures ont été sélectionnés pour les essais : le milieu RPMI-MOPS, milieu
utilisé dans le protocole standard M27-A3 du CLSI de détermination des CMIs de levures,
ainsi que les milieux Dixon et Sabouraud dont la différence principale de composition réside
dans la présence ou non de tween 40 et d'acide ol€ique. La préculture est ensuite diluée au

1/100¢ dans 1'un des 3 milieux de culture (concentration finale : 10° cellules/mL).

200 pL de milieu de culture sont déposés dans les puits d'une microplaque puis 100 pL de
suspension de levures a 10° cellules/mL y sont ajoutés. Les plaques sont incubées a 32°C sans

agitation et observées tous les jours en vision directe jusqu'a apparition de colonies.

1.3.2. Détermination des CMIs des échantillons

Les solutions méres des extraits commerciaux de fruits rouges préparées a 100 mg/mL et
celles des 2 fractions issues du jus de canneberge préparées a 500 mg/mL ont été testées. Les
échantillons sont évalués en duplicat et le test est répété un autre jour (n=2).

Le protocole de préparation de la suspension de levures a 10° cellules/mL est identique a celui
réalisé pour la sélection du milieu de culture.

Le test est ensuite identique a celui précédemment décrit pour Candida (cf Partie 1I. A. L. 3.

Détermination de la CMI) excepté que les microplaques sont incubées a 32°C.

Les extraits commerciaux sont ¢valués a des concentrations de 1000 a 0,5 pug/mL et les 2

fractions issues du jus de canneberge a des concentrations de 5000 a 2 pg/mL.
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1.4. Evaluation de I'activité anti-biofilm des fractions issues du jus de

canneberge ainsi que des extraits commerciaux de fruits rouges

Les solutions méres des extraits commerciaux de fruits rouges préparées a 100 mg/mL et
celles des 2 fractions issues du jus de canneberge préparées a 500 mg/mL ont été testées. Les

¢chantillons sont évalués en duplicat mais le test n'a été réalisé qu'une fois (n=1).

1.4.1. Préparation des suspensions de Malassezia

Une préculture est effectuée 4 jours avant le test dans le milieu de culture adapté (Dixon pour
M. furfur et Sabouraud pour M. pachydermatis). Aprés incubation de cette préculture 4 jours a
32°C sans agitation, elle est centrifugée 10 minutes a 2000 rpm a 25°C puis le culot est lavé
avec du PBS. Le culot final est remis en suspension dans 30 mL de milieu Dixon ou
Sabouraud. La concentration finale est portée a 1.107 cellules/mL aprés dénombrement sur

cellule de Kova.

1.4.2. Test anti-biofilm

Dans une microplaque 96 puits, 110 uL de milieu de culture (Dixon ou Sabouraud selon la
levure utilisée) sont déposés dans les puits de la premiere colonne et 55 pL dans les autres
(Figure 17). Puis 13,3 uL de solution mére a tester sont ajoutés dans la premiére colonne.
Enfin, des dilutions au !4 sont réalisées afin d'obtenir une gamme de concentrations de 54 a
0,026 mg/mL pour les fractions issues du jus de canneberge et 10,8 a 0,0052 mg/mL pour les
extraits commerciaux de fruits rouges. Des puits sont réservés pour le controle négatif (culture

non traitée) et le controle DMSO a 2 % (vérification de son innocuité).

La préculture préalablement préparée est déposée dans tous les puits d'une microplaque 96
puits. Apres 24 h d'incubation (initiation de la formation d'un biofilm), un lavage au PBS est
ensuite réalisé afin d'éliminer les levures non adhérentes. 250 pL de milieu de culture (Dixon
ou Sabouraud selon la levure) sont ajoutés dans tous les puits. La plaque est de nouveau
incubée a 32°C pendant 4 jours pour M. furfur uniquement (poursuite du développement du

biofilm).

50 pL d'échantillons préalablement préparés sont déposés dans chacun des puits de la
microplaque. Cette derniére est incubée 4 jours a 32°C pour M. pachydermatis et 3 jours a

32°C pour M. furfur, le biofilm étant en contact permanent avec les produits.
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Figure 17 : Schéma récapitulatif de la méthode du test anti-biofilm de Malassezia

1.4.3. Test XTT

Apres lavage de tous les puits avec du PBS afin d'éliminer les levures non adhérentes, leur
contenu est observé au microscope inversé. 50 puL de XTT-ménadione sont ensuite

additionnés dans tous les puits a 200 pL de PBS.

Apres 3 h d'incubation a 37°C, I'absorbance est mesurée a 450 nm.

L5. Etude cinétique du développement d'un biofilm de Malassezia furfur

La mise au point du test anti-biofilm de Malassezia a nécessité 1'é¢tude de la cinétique du
développement de cette levure sous forme de biofilm. Seule 1'étude cinétique de M. furfur a
été effectuée dans le temps imparti.

I.5.1. Préparation de la suspension de M. furfur

La suspension de M. furfur a été préparée comme précédemment décrit dans le paragraphe

Partie II. B. 1. 4. 1.
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1.5.2. Préparation des microplaques

200 pL de cette préculture a 1.107 cellules/mL sont déposés dans l'ensemble des puits de

microplaques puis ces dernicres sont incubées a 32°C.
Trois temps d'incubation ont été retenus : 2 h, 7 h et 24 h (24 puits/temps).

A l'issue de ces temps d'incubation, un lavage avec du PBS de I'ensemble des puits concernés
est réalisé afin d'éliminer les levures non adhérentes puis 200 pL. de milieu Dixon sont ajoutés
dans chacun des puits des microplaques. Celles-ci sont ensuite & nouveau incubées a 32°C

pendant 9 jours (développement du biofilm).

1.5.3. Test XTT

L'absorbance des plaques est mesurée au spectrophotométre aprés 5 temps d'incubation : 2
jours (J2), 3 jours (J3), 4 jours (J4), 7 jours (J7) et 9 jours (J9). Pour cela, au temps
d'incubation donné¢, aprés lavage de tous les puits et ajout de 200 uL de PBS, 50 pL de XTT-
ménadione y sont additionnés. Apres 3 h d'incubation a 37°C, les absorbances sont mesurées a

450 nm.
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L.6. Tests impliquant la sonication

1.6.1. Effet de la sonication sur 1'hétérogénéité des suspensions de Malassezia

En parall¢le de 1'étude cinétique, des tests sur la sonication des suspensions de levures sont

réalisés afin de diminuer leur hétérogénéité (observations d'amas au microscope optique).

Malassezia sp. est ensemencé sur un milieu gélosé adapté (Dixon pour M. furfur et Sabouraud
pour M. pachydermatis) puis incubé 4 jours a 32°C. Puis, sans se soucier de la concentration,
des colonies sont prélevées de cette culture et transférées dans du milieu liquide Dixon ou
Sabouraud selon I'espece. Trois conditions sont alors imposées a la suspension : une partie de
la suspension est soniquée dans un bain a ultrason en continu pendant 1 minute, une autre

partie pendant 5 minutes et aucun traitement de sonication n'est imposée a la derniére partie.

Ainsi deux microplaques 96 puits sont préparées en paralléle contenant dans les puits de 3
lignes 200 pL de suspension de levures non soniquée et dans les 3 dernieres lignes 200 pL de

la suspension de levures soniquée 1 minute ou 5 minutes selon la microplaque (Figure 18).

Les plaques sont ensuite observées au microscope optique inversé.

Culture non soniquée Culture non soniguée
Culture soniguée 1 min Culture soniguée 5 min
1 min de sonication 5 min de sonication

Figure 18 : Représentation des microplaques préparées
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1.6.2. Evaluation de la viabilité de M. pachydermatis aprés sonication

En parallele du test précédent, des essais de viabilité cellulaire aprés sonication ont été menés
sur l'espéce pachydermatis par dénombrement. L'espéce M. furfur n'a pas été testée par

manque de temps (croissance de la levure lente et difficile).

Pour cela, a partir de colonies agées de 4 jours de M. pachydermatis obtenues sur gélose
Sabouraud, deux suspensions de cette levure ont été préparées dans du milieu liquide
Sabouraud a une concentration approximative de 1,6.107 cellules/mL (comptage sur Kova)
pour étre ensuite soniquées dans un bain a ultrason 1 ou 5 minutes respectivement. Des
dilutions au 1/100, 1/1000 et 1/10 000 eéme ont ensuite été effectuées a partir de ces

suspensions et ont été ensemencées sur gélose Sabouraud a raison de 200 pL par boite.

L'ensemble est incubé pendant 5 jours a 32°C. L'absence ou la présence de colonies est

ensuite observée visuellement.
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II. Résultats - Discussion

11.1. Détermination de la CMI

II.1.1. Sélection du milieu de culture

Le protocole standard du CLSI n'étant pas applicable pour le genre Malassezia, une recherche
du milieu de culture le plus adapté a été effectuée. Les résultats montrent la présence de
colonies de M. furfur uniquement dans le milieu Dixon. Aucune colonie n'est visible a l'oeil
avec les deux autres milieux (méme apres 7 jours de culture). A l'inverse, seul le milieu
Sabouraud permet de visualiser des colonies de M. pachydermatis dans les puits. Ces deux
milieux, les plus adaptés a Malassezia, ont donc été retenus pour la suite : a savoir le milieu

Dixon pour M. furfur et le milieu Sabouraud pour M. pachydermatis.

I1 est a noter également la croissance lente de ces levures comparée a celle du genre Candida.
Il faut en effet 48 h de croissance pour M. furfur et 72 h pour M. pachydermatis pour observer

des colonies dénombrables (versus 24 h pour Candida).

11.1.2. Détermination des CMIs des échantillons

Des tests de détermination de CMlIs, des extraits commerciaux de fruits rouges ainsi que les 2
fractions issues du jus de canneberge, ont ensuite été effectués dans les milieux de culture
s¢lectionnés avec une lecture a 48 h pour M. furfur et 72 h pour M. pachydermatis. Apres
traitement, des colonies sont observables dans I'ensemble des puits. Aucune activité
antifongique remarquable contre Malassezia n'est a signaler (CMIs des extraits commerciaux

et des 2 fractions issues du jus de canneberge respectivement > 1mg/mL et > Smg/mL).
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I1.2. Evaluation de I'activité anti-biofilm des fractions issues du jus de

canneberge ainsi que des extraits commerciaux de fruits rouges

Un premier test anti-biofilm a été réalisé, une fois la sélection du milieu de culture effectuée

pour chaque espece de Malassezia.

IL1.2.1. Observations microscopiques avant mesure de I'absorbance par

spectrophotométrie

Les observations faites pour de nombreux puits contenant les échantillons semblent proches
de celles effectuées avec les puits controles négatifs (culture non traitée) présentant un
« tapis » de levures au fond du puits. Ceci est observé pour les extraits d'acérola et de myrtille.
D'autres parts, des amas de levures sont observés pour les cultures traitées par les extraits de
canneberge, de framboise ainsi que par la fraction méthanolique. Un minimum de levures
adhérentes (en quantité plus faible que dans les puits controles) est observé dans les puits

traités par la fraction aqueuse de canneberge.

11.2.2. Test anti-biofilm

Les résultats sont difficilement interprétables du fait de I'hétérogénéité des absorbances
mesurées pour les puits contréles négatifs ainsi que pour les gammes de concentrations des

produits testés, ceci démontré par des écart-types de valeurs trés élevées.

Au vu de ces résultats insatisfaisants et inexploitables, il a alors été¢ décidé d'une part de
mieux appréhender le développement d'un biofilm de Malassezia grace a une étude cinétique
et d'autre part de réaliser en parallele des tests sur la sonication, basée sur I'hypothése selon
laquelle I'hétérogénéité des absorbances mesurées proviendrait de problémes d'agrégation des
levures (observées au microscope) lors de la préparation de la suspension ne permettant pas
une bonne estimation de la concentration de départ ni une répartition homogene des levures

dans les plaques.
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I1.3.  Etude cinétique du développement d'un biofilm de Malassezia furfur

Au cours de ce test, deux parameétres varient: le temps d'adhérence des levures avant
¢limination des levures non adhérentes par lavage (ce temps est alors de 2 h, 7 h ou 24 h) et le

temps de développement et maturation du biofilm qui varie entre 2 jours et 9 jours.

Le graphique suivant (Figure 19) présente les moyennes des absorbances reflétant les activités
métaboliques des levures adhérentes, en fonction du temps de développement du biofilm pour
chaque temps d'adhérence. Il est visible que les résultats obtenus, quelque soit le temps
d'adhérence réalisé, sont similaires jusqu'au 4éme jour. Aprés 7 et 9 jours de développement,
la courbe des moyennes d'absorbances obtenues aprés 24 h d'adhérence s'¢loigne, par
abaissement, de celles des deux autres temps d'adhérence restées proches. Ainsi, d'apres ces
observations et recherchant des moyennes d'absorbances élevées, le temps d'incubation idéal
avant ¢limination des levures non adhérentes par lavage se situerait entre 2 et 7 h ; a noter

cependant I'observation d'écart-types ¢levés a J7 et J9.

D'autre part, la phase de croissance exponentielle des levures adhérentes est observable entre
J4 et J9. Le plateau de croissance n'est pas visible sur les courbes. Lors d'un test anti-biofilm,
le test XTT est effectué lorsque les valeurs d'absorbances sont significativement supérieures
au bruit de fond donc exploitables, c'est a dire lors de la phase de croissance exponentielle ou
au plateau. D'apres ces courbes, ce test XTT devrait étre réalisé aprés 7 ou 9 jours

d'incubation.

Pour les tests anti-biofilm de Malassezia furfur une phase d'adhérence d'une durée de 2 et 7

heures et un test XTT a J7 ou J9 sont a retenir.
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Figure 19 : Activité métabolique des levures adhérentes M. furfur (absorbance) en

fonction du temps
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I1.4.  Tests impliquant la sonication

I1.4.1. Effet de la sonication sur 1'hétérogénéité des suspensions de Malassezia

Les levures du genre Malassezia ont montré au cours de notre étude une capacité a former des
agrégats en milieu liquide posant un probleme d'hétérogénéité des suspensions préparées et
des difficultés a obtenir une concentration précise des suspensions de levures. De plus, une
répartition homogeéne de cette suspension dans les microplaques 96 puits est difficile. La
littérature indique que la sonication semble étre la solution a ce probléme, étant capable de
disloquer les agrégats formés [Murai T et al, 2002]. Ainsi pour vérifier cette observation, un

test de sonication a été effectué.

A l'issue de la sonication, les puits sont observés au microscope invers¢. Comparativement a
la suspension de M. furfur avant sonication, il apparait encore des agrégats de levures mais en
quantit¢ diminuée quelque soit la durée de sonication. Ces petits agrégats sont plus distincts.

La suspension semble plus homogéne au sein des puits.

Les suspensions de M. pachydermatis paraissent de méme plus homogenes au sein des puits
malgré des « grappes » de levures encore visibles au microscope optique, et ce quelque soit la
durée de sonication. Le temps de sonication ne semble donc pas influer sur I'homogénéisation

de la suspension.

11.4.2. Evaluation de la viabilité de M. pachydermatis aprés sonication

Sachant qu'il a déja été démontré dans la littérature que le temps de contact des ultrasons est a
maitriser [Murai T et al, 2002], des tests de viabilité aprés sonication sur Malassezia ont été
réalisés.

Apres 48 h d'incubation, des colonies blanchatres a crémes sont observées sur les géloses

Sabouraud. Une croissance des levures est donc constatée quelque soit la durée de sonication.

Les levures sont donc toujours viables.
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III. Conclusion et perspectives

La mise au point des protocoles de détermination des CMIs et test anti-biofilm de Malassezia
a permis de mettre en évidence certaines caractéristiques de Malassezia parmi lesquelles leur
sélectivité vis a vis des milieux de culture et leur vitesse de croissance. En effet, M. furfur
nécessite le milieu Dixon tandis que M. pachydermatis croit sur un milieu Sabouraud. Tout

deux ont une croissance lente (48 h pour M. furfur et 72 h pour M. pachydermatis).

Les extraits commerciaux de fruits rouges ainsi que les 2 fractions (aqueuse et méthanolique)
issues du jus de canneberge n'exercent aucun effet sur les levures planctoniques (CMIs
respectivement >1 et >5 mg/mL). Un premier test anti-biofilm a été réalisé mais il s'est réveélé
peu concluant de part I'hétérogénéité des résultats obtenus a priori die a la présence d'agrégats
dans la suspension de levures. Afin de mieux comprendre les étapes de développement d'un
biofilm a Malassezia, une étude cinétique a alors été réalisée. Celle-ci a permis de définir pour
le test anti-biofilm de M. furfur, le temps d'adhérence des levures avant lavage (élimination
des levures non adhérentes) qui serait de 2 a 7 heures ainsi que le temps de développement et

maturation du biofilm qui serait de 7 & 9 jours.

Face au probléme d'hétérogénéité des suspensions de levures, la sonication semble la solution
d'apres la littérature [Murai T et al, 2002]. En effet quelque soit le temps de sonication (1 ou 5
minutes), I'hétérogénéité des suspensions de M. furfur et M. pachydermatis semble diminuée
malgré la persistance de quelques agrégats de levures. D'autre part, la sonication (1 ou 5
minutes) ne semble pas altérer la viabilité des levures. Lors du test anti-biofilm, la suspension

de levures pourrait étre soniquée 1 minute avant répartition dans les microplaques.

L'étude de cinétique n'ayant été réalisée qu'une seule fois, une répétition est nécessaire. Il reste
aussi a effectuer I'é¢tude cinétique sur M. pachydermatis. 11 serait aussi intéressant d'étudier
l'effet de la sonication sur la capacité d'adhérence des levures (vérifier la conservation de cette
capacité). Une fois ces études réalisées, les tests anti-biofilms pourront étre effectués sur des

¢chantillons de produits comme les extraits de lichens ou de fruits rouges.
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Conclusion

Le pouvoir pathogene des levures du genre Candida et Malassezia est 1ié notamment a
leur capacité a former des biofilms, structures favorisant les résistances aux antifongiques sur

le marché et pouvant par conséquent entrainer des échecs thérapeutiques.

Des extraits naturels, déja connus pour leurs activités anti-biofilms bactériens ou leur
richesse en composés appartenant a des catégories chimiques dotées de ce type d'activité,

pourraient représenter de nouvelles alternatives aux traitements antifongiques actuels.

Ainsi des expériences ont ét¢é menées sur des extraits et/ou fractions de lichens et de

fruits rouges afin d'évaluer leur potentiel anti-biofilm de Candida et Malassezia.

Parmi les fruits rouges testés, les résultats de ces expériences montrent que la
canneberge est le fruit au potentiel anti-adhérent le plus ¢élevé avec des concentrations

minimales anti-adhérentes comprises entre 1 et 0,062 pg/mL contre C. albicans.

Certains lichens sont également doués d'activité¢ anti-biofilm de Candida comme
Cladonia parasitica, C. squamosa, Nephroma laevigatum et Usnea florida avec des

concentrations minimales anti-biofilms de 24 h comprises entre 39,5 et 22,5 pg/mL.

En revanche, ces extraits naturels n'ont aucun effet sur Candida sous forme

planctonique.

Concernant le genre Malassezia, une absence de protocole standard a rendu difficile la
détermination des effets antifongique et anti-biofilm des substances naturelles. Ainsi une mise
au point de protocoles a été nécessaire. Une sélectivité vis a vis des milieux de culture et une
croissance lente de Malassezia sp. ont été mises en évidence. Le test antifongique mis au
point a démontré l'absence d'activité des extraits/fractions de fruits rouges vis a vis de
Malassezia sous forme planctonique. Une étude cinétique a été réalisée afin de mieux
appréhender la formation du biofilm. Celle-ci a permis de déduire le temps d'adhérence des
levures lors de la réalisation du test anti-biofilm et la durée de développement du biofilm
avant l'introduction du XTT. La sonication, procéd¢ envisagé afin d'obtenir une meilleure
homogénéisation des suspensions de levures, semble effectivement efficace pour diminuer

leur hétérogénéité et ne semble pas influer sur la viabilité des cellules fongiques.

Les sources naturelles étudiées ont donc un réel intérét vis a vis des biofilms
fongiques. A l'avenir, des fractions enrichies en proanthocyanidols de canneberge ou des

extraits des 4 lichens identifiés comme actifs pourraient étre employés en prévention
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d'infections buccales, cutanées ou urinaires impliquant des biofilms & Candida notamment
afin de limiter 1'étape d'adhérence a une surface. De plus, pouvant étre colonisés par ces
levures et étre par conséquent a 1'origine d'infections, les dispositifs médicaux, pourraient étre
imprégnés de ces extraits/fractions naturels empéchant ou limitant ainsi l'adhérence des

levures aux dispositifs.
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Introduction

Abstract

In the context of dental canes prevenfion by natural food stuff sources, antifungal
and antibiofilm activities of dry commencial extracts of cranbearry fruit (Vaccimiom
macrocanon Aiton) and two other red fruits {Vacoimivm myniies L and Maipighia
puricifoiia L) were assessed on Canadida atbicans and Candids glabrata yeasts.
When added to the culture medium, the cranberry extract displayed a significant
anti-adhesion adivity against Candida spp. when used at low concentrations. In
addition, the pretrestment of surfaces with this extract induced an anti-sdhesion
achivity mainly against C. glabrats yeasts and an antibiofilm activity against
. athicans. This activity was dependent on concentration, species, and strain. A
phytochemical investigation bioguided by anti-adhesion tests against the two
Candida species was carried out on crude oranbamy juice to determinge the active
fractions. Thres subfractions enniched in proanthocyanidins showed an anti-adhe-
sion activity at bow concentrations. This sludy investigated for the first time the
intersst of crude ewtracts of cranberry and cranberry juice fractions to prevent
bicfilms of C. giabrata. 1t highlightad the potency of consuming this frutt 2nd using
it as a source of anti-adhesion agents.

Grenier, 2010). However, its antifungal interest has bean
poorly documented up to now. Oral disesses may be

The foodstuff market of cranbemy futt is expanding
throughout Europe. i is the fruit of a shrub of peatlands
located in the colder regions of Morth Amenica: Vaccimium
macrocarpon Aton belonging to Ericaceas family. Existing
in a wide variety of products (sauce, jam, biscuits, syrup,
etc), this berry is mainly consumed in juice or dried for its
gustatory interest or as functional food. Indeed, due to it
nichness in polyphanals of high molecular weight, this berry
has a demaonstrated sbility to inhibit the adhesion of bacteria
responsible for urinary disorders [such as Eschevichia coif
[Sobota, 1984), gasiric uicers [such as Helicobacier pylon
{Burger st al,, 2000; Shmuely &t al, 2012} orinvoheed in the
formation of dental canes or cavibies and chronic periodon-
fitis such a5 Stresdococcus motans (Labrecque st al, 2006;
oo et al, 2011; Feng et al, 2013}, Strepiococcus gordomi
{Babu st al, 2012}, or Porphyromonas gingivals (Bonifait &

caused by fungi belonging fo Candidas genus, which are
usually commensal flora but canbe invoheed in the formation
of denial plague and may be responsiole for mucosal or
sysemic infections, thus ading as opportunistic pathogens.
Thesa fungi are sble o colonize topical devices induding
dentures (Estivilla et al, 2011) and grow on these sub-
strates as a biofilm which makes them more resstant o
antimicrobials than plankionic cells [Mimi et al, 2010}
Many existing antifungal agents exhibit reduced activity
against adhesion and bicfilm development of Candids
speces. Only two antifungal families (echinocandins and
lipid formulstions of amphoterign B) are active aganst
Carnoida biohlms. Thersfore, it is important to search for
novel approaches to prevent sdhesion and further bicfilm
development and o find new agents with ather mechanisms
of acfion to prevent resistance development.

&32 Pathagans and Missase (4] M, 482-45, & 3004 Fadeason o Ewopsan Mombicogcal Sooedies. Pubdshed by Jore Wiley & Sons Lad. Sl nghas maanad

72



M. Garda &f &l

First, to understand the impact of cranbery consumption
on the oral and pofentially pathogenic fungal flora, the
activity of a dry extract of this fruit and two other edible red
fruits rich in polyphenols [Dlusberry: Wacoimum myrtiius L.
and acerols: Maipighis pumicifolis L) was imvestigated
against Candida yessts; the most commaon species isolated
from human mouths were studied: Candida aibwcans and
Candida giabrata (Niimi et al, 2010). The anti-adherant
activity of cranbemy was then studied and its persistence
was evaluated; the influence of cranberry on the growth of
planktonic yessts was also investigated to better character-
ize the anti- Candics interest of cranbenry.

A phytochemical imvestigation bioguided by anti-adhesion
tests sgainst the two Candida species was then carried out
on crude cranberry juice to determine the active fractions
which could represant future the rapeutic and'or prophylactic
approsches against biofiim related to oral infections.

Materials and methods

Plant materlal

Three commercial fruit extracts cranbermy (V. macrocampon
Ailon, Encaceas) (Ref 1078), acercla (M. puniciola L.,
Maipighiaceas) (Ref 1087), and blusberry (V. myriilius L.,
Encaceas) (Ref 1085y were purchased from HYTECK
Laboratories — Aroma-Zone (Clermont-Farand, France).

The cranberry juice was a pasteurized and clarfied cran-
berry juice produced by Fruit I'0r {Motre-Dame-de- Lourdes,
QC, Canads). The juice was stored at —28 “Cand thawed out
at 4 *C.

Cranberry julce fractionation

Crude cranbemy juice was first freeze-dried. The fres-
ze-dried juice (20 g) was solubilized in 15 mL of water and
then subjected to Amberiite XAD 16 column (dimeter § cm,
high 25 cm).

Amberite XAD 16 resin (200 g) was soaked overnight in
methanal. Then, the column was packed the day after and
first washed with deionized waier (2 L) before injection of
the sample. First elution step was performed using deion-
ized water (3 L) o eliminate sugars and norphenolic
compounds. Then, methanol (2L) was used to elue
phenolics from the column. Resulting fractions, sgueous
one (18.9 g) and methanolic one (1.1 g), were concentrated
under reduced pressure and then fresze-dred.

Methanolic fraction was fractonated using LH-20 resin
column using & profocol derved from Prior et al. (2001}
First elution steps were reproduced, and a last elution using
acetonafwater (70 ;30 wv) was added to the protocol. Six
fractions were obtsined (noted F1 to F&). Elution sohvent,
weight, and composition are detailed in Table 1.

HPLC analysis

HPLC analysis were performed on a Dionex UHPLC
U3000RS system eguipped with a LPG-3400RS5 quatemany
pump, & RSLC WPS-300T RS aubobmated injector, a

Cranbarry infibits adhesion of twa Canoide spacias

Table 1 Waight, gufion sowart, and compasiion of tha =x cbtaned
fracions {F1 1o F6)

Gabal PACE
Waghi  Sabvard of amnaun Yulwie)
Fracion (g aulnn Campanaris (DMAL as=ay)
i TR0 MeOHwae  Phadcacds, 0.13
A B0, wh)  remaning
2 1500  MaOHlwatar  Arthacyann, 1.94
160 2 80, wiv]  Miwanal
g S8 MeOHiwater  Low molecuar 345
2 ME MaOH FACs and 1490
fvanoxds
L &0 MaOH Flavanods 268
& 3.7 Acsonafwalar  High molacuar 315
I R waigh! PACs

PACs: poanhacyanidns; MaOiH: mafanal

TCC-30050 column oven, and & UHPLC+ DAD-3000 diode
amay detector {Therma Fisher 54, Voisins le Bretonneus,
France). The system was fitted with an Accucore =0
(150 = 3 mm id., 26 pm paride size) column, iself
profected by an Accucore 20 Unigard (Thermo Scientific,
Courtaboeuf, France). The mobile phases were solvert A
0.01%: TFA in waier and solvent B acetonitrile. The gradient
was setas follows: inifial acetonitrile content was 0%, it was
raised to 60% in 7.6 min, then raised o 100% in 0.31 min
and maintsined for 1 min. Oven temperature was set at
40 “C, UV detection was monitored at & 210, 254, 280, and
520 nm. Samples weare injected &t 5 mg mL".

BL-DMAC zssay

The DMAC profocal used was previously described by Prior
e al (2010). Samples were prepared at 10 or 5 mg mL™7,
in water ar methanal, a5 convenient.

Organlsms and growth conditions

Twehre Cardida solstes were studied. Candicl albicans
ATCC 66398 and ATCC 3153 strains were purchased from
the American Type Culture Collection. One strain of C. glab-
ratd was obtained from Biomedical Fungi and Y easts Collec-
tion {Brussels, Belgium): IHEM 8558, The other strains were
isolated from patients st the laboratory of parasiology and
medical mycology of the hospial of Poibers (France):
C. atbicans Apul (pulmonary origing, 1202-081485 [mouth
oniging, 1202 1206588 1021 (throat origin), 1202 210820
[tongue ongin), and C. glabrata Gpul (pulmonary orging,
TBE, 924, 767, and Gsepl (sepficemis onigin).

Weasts were first grown for 48 h at 37 “C on Sabouraud
agar slants  (Sanofi  Diagnostics  Pasteur,  Mar-
nes-la-Coquette, France). To obtain a biofim, four loopluls
of this culure were carefully transferred to 30 mL of Yeast
Nitrogen Base medium {Dico, Detroit, M), supplemented
with 50 mM glucose (Sigma, 5t Louis, MO) (YNB-Glc) and
incubated overnight &t 37 “C without shaking.

Patfagans and Dizaasa {S014), 70, 432459, & 2014 Fedenton of Ercpean Mordbicogcal Sodetes. Fubisred by Jonn Wiey & Sorc Lad A1 ignes mseved 433
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Cranbamy nhibits adhason of iwo Candde speces

Minimum inhibltory concentrations of fruit extracts and
cranberry fractions

Stock solutions of tested commercial extracts weare pre-
parad in stenile distilled water or DME0 | depanding an their
solubility) at 100 mg mL™". These solutions were shaken
and cenfrifuged for 15 min at 2647 g, at 25 °C (Cr3
centrifuge Jouan). On the other hand, stock solutions of
cranberry  juice fractions were prepared at 500 or
50 mgmlL " [depending on the awailsble quantity of frac-
fions) in sterile distilled water or M5S0 (depanding an their
solubility) and shaken. The minimum inhibiory concentra-
tions (MICs) of commercial extracts and cranbemy fractions
were determined by a broth microdilution method in arder to
comparatively study their antifungal and antibiofilm acivities
[CLSI reference M2T-A3 micromethod adapted protocaol).
Briefly, yeasts were first grown for 24 h on Sabouraud agar
slants, and Candfols sp. inocula were prepared by suspend-
ing yeasts in APMIMOPS and adjusting to a final concen-
fration of 10° colony-forming units mL~"'. Seral twokold
dilutions of each supemaiant of commercial extract or
cranberry juice fraction were prepared in APMI-MOPE.
They were made in 85-well microtier plates over the rangs
10 g ml-" o 100 mg mL~? or 0.2-5 mg mL ™, regpec-
thwehy (final DMS0 concentrations did not excesd 2% of the
overall volume in wells). The same volume per well of yeast
culiure was added. Different controls were included in each
expenment: non-trested yeasts; yeasts treated by DMS0
2% or distilled water, yeasts trested by amphotencin B
[positive contral). The MICs wers determined after incuba-
tion for 24 and 48 h at 37 “C without shaking. All tests weara
performed in triplicate in at least two separate experimants.
Fruil exracts with a MIC less than 100 pg mL™" were
regarded a5 potentially ussful.

Saliva preparation

Mon-stimulsted saliva collected from 12 healthy voluniesers
was pooled, altered with dithiothreiol (2.5 mmol L7
shaken in the e for 10 min, centrifuged for 20 min at
3000 g and 4 °C (Cr3i centrifuge Jouan), diluted in three
wolumes of distiled water [25%), and filrated through a
045 pm membrane. This stock solution was storsd 2t
—B0 “C.

Anti-adhesion activity of experimental medium
supplemented with frult extracts or cmnbamy fractions

A stock soluion of each commercial frut exiracts was
prepared &t 120 mg mL™" in 10 mM phosphate-buffered
ssline (PBS, pH T.4). It was shaken, sonicated, and
centrifuged for 15 min at 2647 g, at 25 “C (Cr3i centrifuge
Jouan). Concemning cranberry juice fractions, stock solu-
tions prepared for MIC assays were used. Inboth cases, a
serial twofold dilution was camied out in YNB-Glc (final
OS50 concentrations did not excesd 2% of the overall
wolume in wells).

Umtreated O6-well tissus culture plates were pretresisd
with 200 pl of human salva at 2%, obtained by dilution of
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the stock solution in distilled water, incubsted for 2 h &t
37 °C, and then completely aspirated prior biofilms pro-
duction; this pretrestmeant sllowsd to mimic the natural
coafing of oral surdaces in the mouth. One hundred
microliiers of a serial twofold dilution in YNB-Gic of each
fruit extract or cranbermy juice fracton was added ower the
ranga 20 p;gmL" o Wmgml~" or 04 pgml™" ©
10mg mL™ ", respectvaly. Ezch well then receiwed 100 @ L
of the yeast suspension (2,107 cells mL™"). Soms wells
were reserved for PBS, disfilled water, or DMSO 2%
confrals, Afler 2 h of incubation at 37 “C, spent media and
frea-floating microorganisms were removed by aspirafion.
The wells were washed twice with PBS, then observed
under inverted opfical microscope (IX51% inverted micro-
soope, Olympus) prior to biofim guantiication using a
previoushy described metsbolic asssy hased on the reduc-
tion of a tetrazolium salt (XTT) {Coouaud et al, 2005
Dalleau & al, 2008). Briefly, 300 mg L™ XTT (Sigma) and
0.13 mM menadions (Sigma) were added in 200 plL of FBS
in each well. Plates were incubated for 3 h at 37 “C without
shaking, then gently agisted and XTT formazan was
measured colorimetncally at 450 nm (microplate reader
LP400; Sancfi Disgnostics Pasteur). Background formazan
values were determined with plates containing PBS only or
containing PBS, XTT, and menadions; thess values did not
excesd 0.005 zbsorbance units and therefore were not
significant. All tests were performed in triplicate in at least
two separste &xpenments.

Antl-adhesion and antiblofilm activities resulting from
pretreatment of surfaces with cranberry extract

The supematant of oentrifuged stock solution &t
120 mgmlL " of commercizl cranberry extract was diluted
at30 and 7.5 mg mL~" using PBS.

Expernments were performed in untreaied 96-well fissus
culture plates pretreated for 2 h at 37 “C with 200 gl of
saliva 2% and 100 pl of extract or PBS (contral). They
were then emptied by aspiration. Two hundred microliers
of the yeast suspension [.E.HZI? cells mL™") was added i
the wells, and the plates were incubsted st 37 °C for 2 or
22 h to allow adhesion and biofilm formation, respectively.
Than, haf of the wells were washed twice with PBS o
enaluate the metabolic acthity of adherent population,
wherneas the second half permitted to assess the metabolic
adivity of the overall populaton, including plankiomc
yeasts. Cells were then observed under inverted optical
microscope (IX51% invertad microscope, Olympus), and
the metsbolic sactivity was assessed using the XTT assay
[Cocusud et al., 2005; Dallesu et a1, 2008). All tests weare
performed in triplicate in &t least two separste experi-
ments.

Statistical analysls

The dsts were subjected o anslysis of varance [asonww)
(P = 0058}, and Scheffe’s tests weare conducted to deter-
mine differences amaong the st groups (Statview, version
5.0.0.0; SAS Institute Inc, Barkeley, TA).
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Results

Antifungal acthvity

The antifungal activity of the three commercial red berries
extracts and all fractions obtzined from cranberry juice was
assassed on & altwicans ATCC 3153 and & glabrata IHEM
9555, These extracts and fradions showed no relenvant
antifungal activity sgainst the two species: all MICs were
= 100 pg mL~", reaching > 100 mg mL™" in some cases
(data not shown). All the studied strains were susceptible o
amphotericn B [MIC < 2 pg mL™") as previously shown
(Bassac e al, 2004).

Ability of yeasts to adhere to polystyrene surfaces in
the presence of red frult extracts

The tesied fruit extracts (= 10mg mL™") had a higher
influence on adhesionof C. albicansvs. C. glabvala (Fig. 1).
Cranberry extract significantly inhibied C. albicans sdhesion
(P = 0.05), regardless of the ested concentrations (Fig. 1).
Candida qigbrata species was more resistant cranbemy
extract at concentrations = 20 mg mL~" was necessary ©
inhibit their metsbolic activity (P < 0.05). The blusbsmy
extract had no eflect on C. glabvata adhesion and only
shightly inhibited O. afbicans adhesion phases when used at
40 mg mL'1.Fmdl}r,tfﬁamfdaaxuactwaapccﬂyaamm
Candios spp. adhesion: a weak activity was observed on
C. glabrata at 40 mg mL™", whereas it had no anti-=dhesion
activity against C. atbicans adhesion phass (Fig. 1).

Influence of surface pretreatment with cranberry extract
on blofilm growth

Six strains of C. albicansand C. glabrata were studied. The
metabaolic actvity of sessile yeasts was evaluated sfiera 2 h
(influence on earhy phase biofilm) or 2 22 h {on maturation
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Fig. 1 Effect of tha fres fuil extracks = ifwres conoarmralons on
adhmranca phasa of o Cendide spece s wihiow! sudsce peatrastmenl
Rasuitz ara axpmzsed 8 matsbalic actaity valuess of ta adharent
yaasts (Ao ) = Sandadd dedatons. Al axpanman s warg camied
aul in triphcae. PBS was used ax a comral. *Significardy dflesmt from
e oconinal {FES) fradancs analyss and Schalle’s st P < 0L05).

Cranbanry inhibits adhesion ol two Candich speces

phase biofilm) incubation time in polystyrene wells pretraat-
ed with cranberry extrad.

When yeasts were incubsted for 2 h, the surfzce pre-
trastment using the exract at 10 mg mL™" or 40 mg mL™"
resulied in the decrease (P < 0.05) of sessile yesst inocu-
lum for three [50%:) or four (66.7%) strains of C. glabvaia,
respectively [Fig. 2a). Such an actwily was cbsered only
for one strain (16.7%) of C. albicans and only wusing
crarberry extrac at 40 mgmL ",

Considering 22-h-old bicfilms, this pretreatment signifi-
cantly decreased (F = 005} the biofilm of one [16.7% of
tesiad sirains; extract at 2 mg ml-7"), two  [33.3%;
10 mg mL™"}, or three [50%; 40 mg mlL™"} €. alwcans
strains, respectively (Fig. 2b). Such an inhibiton was only
abserved for two strains (33.3%) of C. glabrata and only
using cranberry extract at 40 mgmL ™",

Influence of surface pretreatmeant with cranberry extract
on total yeast inoculum

The metzbolic activity of the whole macrobial population,
including bioth sdherent and plankionic yessts, was inves-
tigated 2 and 22 h afier the addition of yeasts i the
prefrested wells. In the case of 2 2 h culiure, the pretreat
ment of surfaces with cranberry extract caused a significant
inhibition (P = 0.058) of the metbolic actvity of three (5%
of strains; extract at 40 mg mL~") or one (16.7%; 10 or
2 mg mL ") strains of C. albicans (Fig. 3a). Such an activity
was ohsanved for two (33.3%; 2 mgmL"), thres (50%;
10 mg mL™"}, or four (66.7%; 40 mg mL™"} strains, respec-
tnely, of C. glabvata (Fig. 3D).

Considering the influsnce onyesasts cultured for 22 h, this
prafrestment resufied in the inhiition (P < 0.05) of the
metabolic activity of two [33.3% of strains, 2 mg mL™" or
10 mg mL™") or four (66.7%; 40 mgmlL ") stains of
C. athicans [Fig. 3b). At 40 mg mL™", it significanthy inhib-
ited the metabolic activity of all strains of C. glabvaila,
whereas the extract used at lower concenfrations was able
to inhibit the metabo lic sctivity of anby one (16. 7% of strains;
2 mg mL ") or twa (33.3%; 10 mg mL ™"} strains of & glab-
rata (Fig. 3b).

Biogulded phytochemical inwestigation

A freszs-dned cranberry juice was fractionated on Amber-
Ite XAD 16 resin. Two fractions were first obtzined:
agueous and methanolic fractions (Table 2). Only the latter
showed an anti-adhesion activity against O, albicans and
C. glabrata at low concentrations (0.32 and 0.54 mg mL™"
respactively ve. 10.5 mg mL ™" for agqueous fraction). HPLC
analysiz of thess two fractions confrmed the separation of
sugars and nonphenolic compounds [agueous  fraction)
from phenolic compounds (methanolic fraction) (Fig. 51).
Then, the methanolic fraction was further fractionated on
LH 20 resin column. Of the six subfractions obtained, three
showed significamt amti-adhesion activity 2t wery low con-
centrations (= 0.25 mgmL "), F4 and FS were actve
against the two tesied species using concenfrations rang-
ing between 0062 and 0.25 mg mL~", wharaas F3 dam-
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anstrated & significant activity (P < 0.05) only against
C. glabrata (0.25 mg mL™"). HPLC analysis revealad that
the thres asctive subfractions were enrichead in kow molec-
ular weight proanthocyanidins (PACs), flavonoids and
PACs and high molecular weight PACs, respactively (Figs
S2-5T7). Subfractions constituled by phenolic acids and
remaining sugar (F1) and anthocyanins and flavonols (F2)
{Figs. 52-57) were not adive at low concentrations.
BL-DMALC =sssay, used to evaluate ghkbsl PACs amount,
confirmed that PACs are concentrated in fractions F3, F4,
and F& (Table 1)

Discussion

The evalustion of MICs demonstrated that testied commsr-
cial red berry extracts and cranbemy juice fractions dis-
played no relevant activity against plankionic Candida spp.
These results are consistent with availsble dats obtained on
C. abvicans with the cranbarmy juice [(Swarz & Medrek
1868} or the A-type cranbemrry proanthooranidins (Feldman
et al, 2012). In that way, other studies repored no
ahteration in bactenal growth and visbility in the pressnce
of cranberry compounds (Labrecque et all, 2008; Koo s al,
2010; La et al., 2010; Msharshak et al, 2011}

Maoreover, in this study, the activity of the fruit exracs and
cranbemy fradions was evaluaied against Candida spp.
picfilms, using & metabolic basad method which is known to
be simple, practical, and reproducible (Jin st al, 2004).
Howewver, results obtained with active extracts and fractions
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Fig. 2 Efac of the cranbenry axiracl &1
e conoani@ions an adhanen! peass of
two Candide speces, with oudacs
patraatrmarnt. Elfect on {a): earfy stap 2 h)
ar {b): Eer stap (22 K. The axpasmeants
wara carmad oul an sx strans aof

C. ebcans and C. gintrate Aesulls am
arprazsed as matahdic acivity values af
e adhamn yansts e ) + standand
derviatians. Nl axgarnirme nts wand camed o
in fighcala. PES was usad &< a cardral.
=Sigrefican iy diflanan) from the corral

{8 mg mL™"; PES] (vadace analyss and
Schafle's text P = 0.05). Origin of tha
strans: C eibicans: a pumanary isalada
Apul, B AT 3153, c ATOC 66396, d
mauth isa@te 1202-081285, o Furos isolae
1221205381 @21, § wngue isolale

12221 092d; C. pibrate: 8 pumanary
mdata Goul, b" HEM 9556, o sapnfosma
mdala THA, d sepfosna =akmie 924, o
sapoama isalte 76T, I septicamia isolaae
Ganl.

were slso confirmed based on colomy-forming unit (CFU)
counts o check the absence of interference betwesn red
frut compounds and XTT; CFU resulls coincide with those
obtained by XTT method {data not shown ). Beside, imerted
aptical microscopy obsenations made before ¥TT addition
clearly showed a decrezse in the amount of adherent yeasts
in the wells treated with active compounds comparad with
non-treated wells (Fig. 581

First, the ability of yeaststo adhere to polystyrens surfaces
and to subssquently grow as a biofdlm in the presence of
commercial fruft extracts was investigated. The cranbermy
extract was the most anfi-adhesion, as shown using con-
centrafions ranging betwaen 002 and 40 mg mL™"; results
demonstrated the significant anti-adhesion activity of this
extract on C. albicans (P < 005) when used at concentra-
tions = 1.25 mg mL™" (data not shown). Considering these
results, the cranbery extract was selected for further
investigations.

A second spprosch was to pretrest polystyrens surfaces
with cranberry exract (240 mg mL™") o simulaie a mouth-
wash or to approach the foodstuff reality where the food or
bevarage is placed in the mouth and then swallowed; they
are not present anymaore inthe oral sphera. Frst of 2l soms
activities were observed which proved that the cranbermmy
extract was not totally removed after supernatant aspirafion.
Some components from both cranberry extract and salha
would cost the surfaces. Besides, salivary proteins (espe-
ciglly profine-rich protzins) are known o bind polyphenols
(Bennick, 2002).
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Table 2 Antradhasion activity ol mefandic, agqueous, and F1
fracions agarns! Candioes sibicans and Candide piabor iy

ta F&

Minmum anS-adhesion concantragan

fmg mi ")
Fractan C. aibicans C. giobrafa
ARaea _108
i e
2_ i 1
3 025
4 0125
H_..-. %E_'t'ﬂ' |
& 425

Rozults are opressed as minimum and-adbeson conosniafon
(P = (L05). Ml exparmants wana padasmed in inphicate in & east two
saparate mpanmants. ND: nal detasninad.

The activity of cranberry exiract sgainst sdherent yeasts
(Fig. 2) and the owerall yeast population, including both
adherent and planktonic yeasts (Fig. 3), was mvestigeted in
arder to study the anti-adherent interest of this frut and o
evaluste whether cranberry acted spechically on sdhersnt
cells or was also able o influence the metabaolic activity of
planktonic yaasts.

The pretreatment of sufaces with the cranbermy extract
had = higher influence agsinst adhesion of O glatvals
yeasts compared with thatof C. albicans(Fig. 2a). The cran-
bermy extract would be poorly able to prevent C. allvcans

o bz =y |
Craaberry st conceptradens jmp @l ) & X

C glatrats
=il w&

adhesion contrary o those of O glabrata, even if a
strain-dependence was observed in this last casse.

This pretreatment displayed a higher influence against
. aibvicans biofilm  maturation compared with that of
C. giabrata, unlike o what was observed on adhersnce
phase (Fig. 2b). This observation suggested a delayed and
persistent effect on this species. Here again, the influence
was strain and species-depandent. 5o, the cranberry exfract
was able o prevent early and maturation phases of fungal
biofims; however, its adivity depended on both Candida
species and strains.

Concerning the effect on the owverall populaton, regard-
less of its adhered or planktonic status after 2 h {Fig. 3a),
surface pretreatment with the commerncial cranberry extract
reduced the metabolic sctwvty (P < 0.05) for only 50% of
C. aibicans strains vs. 100% of C. glatwvaia strains; these
results confirmed the species, strain, and conosntra-
tion-dependant activity of this cranberry exrad. After 220
incubation, this pretreatment still displayed a higher influ-
ence on the metabolic activity of C. glabrata yeasts com-
pared with that of C. albicans (Fig. 3b), showing, howewver,
an antimetabaolic activity on 66.7% of C albicans strains; the
activity of cranberry extract on this species could be
delayed. It was able to influence the metabolic activity of
yassts growing a5 mixed adherent and plan konic status and
showed a persistent effect.

The observed shility of cranbearry extract to reduce the
metabolism and Hersture data suggest a fungistatc activity
{Swartz & Medrek, 1968). Concemning the mechanism of
action, studies reported a2 decrease in hydrophobicity of
some bacternia such as E. colf or canogenic 5. motans, and
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5. sobninus dus to the presence of cranberry extract or juice
(Yamanaka ef al, 2004; Wajnicz ot al, 2012).

In paraliel of these studies conceming the actvity of a2
commercial cranberry extract, a crude cranbermy juice was
studied and a bioguided fractionation was mads by
anti-zdhesion assays against the two reference species
{C. aibicans and C. giabrata) to determine the active frac-
fions. The three subfractions enriched in low molecular
weight PACs (F3), flavonoids and PACs [F4) and high
molecular weight PACs (RS} showed an anti-adhesion
activity at concentrations lower than those obtzined for dry
commercial extract and methanalic fraction, suogesting &
real inferest of cranbearmy juice and even more of fractions
emniched in PACs (Table 2). Owr resulls, conceming the
improwed activity of fractions, were in agreement with those
of Shmusely et &l (2012) who demonstrated that the active
ingredients were likely o be less than 3% of the dry sobd.
Our results were also in sccordance with the marked
inhibiion of C. atbicans adhersnce recently reported by
Feldman et al (2013) and Rame sfal (2014} in the
presence of cranberry PACs Results of Feldman et al
(2012} were obotained studying only one strain of O. albi-
cans. Rane st &l (2014) studied several strains of C. atbi-
cans and reported adive concentrations close to those
observed in ouwr study, howewer, they repored that cran-
barry reduced biofilm formation of all f2sted strains confrany
o what we observed, suggesting & strain-dependence of
cranberry activity. In addition, our resulis demonstrated that
the anti-adhesion activity of cranbemy extract and PACs
fractions was not limied to C alWoams but was also
obsenved with emerging fungal pathogen C. giatvaia.

In addition to being empincally demonstrated, availsble
data report that cranbemy extract has no cytotoeicity toward
human healthy cells, like human gingival HF-1 fbroblasis
[Babich &t al, 2012).

In conclusion, owr results pointed out the i witro
anti-adhesion potentizl of three commercisl edible red fruit
extracts and canberry juice fractions against two major
species of Candiola spp. and improved the knowledge
regarding natural food and beverages, such as tea, coffes,
milk, or wine that have previously demaonstrated anfi-adhe-
sion properies in the oral cavity (Signoretto et ail., 2012).
These fruit extracts and fractions had no antifungal sctivity
an C. aibcans and C. glabvaia a5 shown by MIC studies.
The anti-adhesion propery of the commercial oranbermy
exfract was demaonstrated when incubated together with
Candida spp. yeasts but also when used to pretrest
surtaces. This supports the potential oral health benefits
azsociated with cranbery. Howewer, the anti-adhesion and
antibiofim activities of this extract depended on the tesied
strains of Candida spp. This study investigated for the first
tme the interest of crude exiracts of cranberry and
cranbemy juice fractions (methanolic and enniched in
PACs) to prevent biofims of diferent species of Gandida
spp. especially O giabrata. These results encourage
further fractionation of active fractions to improve the use
of these foodstulf components, especislly cranbemry
PACs and hopefully find new =agents aciive against
piofilm relasted to oral infectons. In particular, the actve
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compounds derved from cranbemes have promising
cariostatic properties and may potentizlly be used in
supplement fo fluonde.
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Résumé

Les levures du genre Candida et Malassezia sont responsables d'infections cutanéo-
muqueuses et invasives. Elles sont capables de former un biofilm, structure complexe
constituée d'une communauté microbienne adhérante a une surface et englobée dans une
matrice extracellulaire. Cette facult¢ a former des biofilms augmente considérablement la

résistance de ces levures aux antifongiques actuellement sur le marché.

Les sources végétales et lichéniques sont riches en composés d'intérét et ont déja

démontrées des potentiels thérapeutiques notamment contre les biofilms.

C'est dans ce contexte que des tests expérimentaux ont €té réalisés au laboratoire de
parasitologie et de mycologie médicale du CHU de Poitiers afin d'évaluer le potentiel
antifongique et anti-biofilm fongique d'extraits ou fractions de fruits rouges (canneberge,
framboise, myrtille et acérola) et lichens. Ces extraits ou fractions testés n'ont pas démontrés
d'activité contre Candida spp. et Malassezia spp. en conditions planctoniques. Concernant
Candida, la canneberge est le fruit au potentiel anti-adhérent le plus élevé avec des
concentrations minimales anti-adhérentes comprises entre 1 et 0,062 pg/mL. Certains lichens
sont également doués d'activité anti-biofilm de C. albicans comme Cladonia parasitica, C.
squamosa, Nephroma laevigatum et Usnea florida avec des concentrations minimales anti-

biofilms de 24 h comprises entre 39,5 et 22,5 ug/mL.

Actuellement, encore peu de données existent dans la littérature concernant le genre
Malassezia. Les protocoles standards des tests utilisés chez Candida ont donc dis étre adaptés
a Malassezia spp. Une ¢étude cinétique a été effectuée afin de déterminer certaines
caractéristiques de ce genre ainsi que les temps d'incubation a imposer lors du test anti-
biofilm. La sonication permettrait de résoudre les problémes d'hétérogénéité rencontrés lors

de la préparation des suspensions de Malassezia.

Ainsi, les résultats obtenus sont prometteurs et confirment le potentiel thérapeutique

des sources naturelles étudiées.

Mots-clés : Candida, Malassezia, biofilm, anti-adhérent, fruits rouges, lichens
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