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Résumé

Candida albicans, un champignon ubiquitaire, se distingue par sa capacité a adopter deux formes distinctes : la
levure en blastoconidie et le filament. Naturellement présent dans la bouche et les parties génitales des mammiferes, il ne se
révele pathogéne qu'en passant de sa forme levure a sa forme filamenteuse. Cette transformation remarquablement rapide
s'explique par son aptitude a réagir aux signaux environnementaux, tels que les variations de pH ou de concentration en
sucre. L'étude de I'effet d'un surnageant de culture sur la filamentation de Candida albicans s'avére cruciale pour décrypter
les mécanismes régulant ce processus complexe. L'ajout de surnageant de culture a entrainé une augmentation significative
de la filamentation de Candida albicans dans les deux suspensions testées. L'effet du surnageant de culture a été plus
prononcé dans la suspension a concentration cellulaire élevée (20 x 10° bl/mL). La transformation de la levure en filaments
s'amorce par la formation d'un tube germinatif, un phénomeéne dépendant de divers facteurs tels que le sérum, le pH, la
température et les molécules du quorum sensing (QSM). Parmi ces QSM, le farnesol et le tyrosol qui jouent un rdle
prépondérant dans le cas de Candida albicans.

Mots clés : Candida albicans, filamentation, quorum sensing, surnageant de culture
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Abstract

Candida albicans, a ubiquitous fungus, is distinguished by its ability to adopt two distinct forms: the yeast
blastoconidia and the filament. Naturally present in the mouth and genitals of mammals, it only becomes pathogenic when it
changes from its yeast form to its filamentous form. This remarkably rapid transformation is explained by its ability to react
to environmental signals, such as variations in pH or sugar concentration. The study of the effect of a culture supernatant on
the filamentation of Candida albicans proves crucial to decipher the mechanisms regulating this complex process. The
addition of culture supernatant resulted in a significant increase in Candida albicans filamentation in both suspensions tested.
The effect of the culture supernatant was more pronounced in the suspension at high cell concentration (20 x 10° bl/mL). The
transformation of yeast into filaments begins with the formation of a germ tube, a phenomenon dependent on various factors
such as serum, pH, temperature and quorum sensing molecules (QSM). Among these QSM, farnesol and tyrosol which play

a preponderant role in the case of Candida albicans.

Keywords : Candida albicans, filamentous , quorum-sensing, culture supernatant
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Glossaire:

Ascomycete : est un type de champignon qui se caractérise par la production de spores sexuelles
contenues dans des structures en forme de sac appelées "asques"

Biofilm : est une communauté de micro-organismes. Il se forme sur une surface et est protégé par un
mucus.

Bourgeonnement : est un mode de reproduction asexuée important chez certains champignons. Il
est simple, efficace et permet une multiplication rapide

Candida: est un genre de champignons microscopiques, aussi appelés levures, naturellement
présents dans le corps humain. On le retrouve le plus souvent dans la bouche, le tube digestif et le
vagin

Candidose : est une infection causée par un champignon microscopique appelé Candida
Commensal : désigne une relation entre deux espéces ou l'une tire profit de l'autre sans lui causer de
dommage ni de bénéfice.

Chitine : est une biomolécule (plus précisément un polysaccharide) qui se trouve dans la paroi
cellulaire des champignons.

Farnésol : est une molécule que I'on trouve naturellement chez le champignon Candida albicans. Il
joue un role important dans la communication entre les cellules fongiques, un processus appelé
guorum sensing.

Filamentation : est un processus par lequel Candida albicans se transforme en longs filaments
multicellulaires. Cette transformation peut se produire en réponse a divers facteur

Glucane : est un composant important de la paroi cellulaire de Candida albicans qui joue un réle
crucial dans sa capacité a infecter I'homme

Infections : pénétration et développement d'un agent pathogene (bactérie, virus, champignon, parasite)
dans un organisme, provoquant des lésions et une réaction inflammatoire.

Levure : Champignon microscopique unicellulaire capable de transformer les sucres en alcool et en
gaz carbonique.

Microbiote : est I'ensemble des micro-organismes, comme les bactéries, les virus et les champignons,
qui vivent en équilibre dans un environnement spécifique du corps humain

Pseudomycelium : est une structure filamentaire formée par certaines levures, comme Candida
albicans

Quorum sensing : est un processus de communication entre cellules fongiques. 1l permet a la levure
de coordonner son comportement en fonction de la densité de population.

Saprophyte : est un organisme vivant qui se nourrit de matiére organique morte.
Tubes germinatifs : sont des structures importantes pour la reproduction sexuée des champignons



INTRODUCTION



Candida albicans est une levure commensale présente dans la bouche, le vagin, le
tractus gastro-intestinal, les surfaces cutanées et muqueuses. C'est I'agent pathogene fongique
opportuniste le plus fréquent chez I'nomme.Lorsque I'équilibre nutritionnel, la température et
le pH changent, des transitions morphologiques rapides peuvent se produire entre la forme
levure et la forme hyphe de Candida albicans. Ceci est un phénomene exceptionnel (sudbery
et al., 2004). C.albicans possede des mécanismes d'adaptation sophistiqués qui lui permettent
de survivre dans un large éventail de conditions environnementales et de provoquer une

grande diversité d'infections.

Les infections a C. albicans peuvent étre superficielles, affectant la peau et les
mugueuses (candidoses muco-cutanées), ou profondes, atteignant les organes internes et
pouvant étre fatales (candidoses systéemiques). Le passage de C.albicans dun état
commensale & un état pathogéne parasitaire se produit lorsque les défenses immunitaires de
I'n6te (locales ou générales) diminuent, ce qui permet la prolifération des levures. (Segal
,2005 ; Sarazin, 2010).

Des recherches récentes ont révélé que le quorum sensing (QS) est un mécanisme
important pour la régulation de la forme chez Candida albicans. La transition levure-hyphe,
observée en laboratoire, dépend de la densité cellulaire. Ce phénomeéne est lié a la régulation
par QS, indiquant que la communication entre cellules joue un réle crucial dans le controle

morphologique de C. albicans (Hornby JM et al 2001).

But du travail :

Le but de notre mémoire est d’étudier I’effet d’un surnageant de culture de Candida
albicans sur la filamentation de cette levure sachant que le surnageant de culture peut contenir

des molécules du quorum sensing tels que le farnésol et le tyrosol.
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1. Candida albicans
1.1 Définition :

Candida albicans (C. albicans) est un micro-organisme pathobiome omniprésent,
membre de la flore commensale, qui peut provoquer des infections chez les patients sains et
immunodéprimés. La candidose peut étre superficielle (orale, vaginale, cutanéo-mugqueuse) ou
profonde (myocardite, septicémie) (Molero et al, 1998). La majorité des femmes (75 %)
seront infectées par une candidose vaginale au moins une fois dans leur vie, mais seulement

une minorité (5 %) en souffrira de maniére récurrente. (Ferrer, 2000).

Les infections a C. albicans, courantes et faciles a traiter, sont généralement bénignes.
Cependant, les infections systémiques, qui se développent souvent dans les hdpitaux, sont
plus graves et ont un taux de mortalité élevé aux Etats-Unis. La candidose systémique, par

exemple, a une mortalité de 40 % (Naris, 2003)
1.2 Pathogénicité:

Les espéces Candida sont la cause principale des infections fongiques. Parmi ces
especes, C. albicans est celle qui cause le plus d’infections (Butler et al., 2009). Le taux de
mortalité se situe entre 20% et 60% en fonction des facteurs aggravant du patient. Il est
responsable d’environ 700 000 déceés par ans (Kornitzer, 2019). C. albicans peut infecter
diverses niches physiologiques, la peau, la bouche, les tractus gastrointestinal et génito-

urinaire.
1.3 Taxonomie:

L’espéce Candida albicans appartient a la famille des Candida, a la classe
Saccharomycotina, a laquelle appartient aussi la levure Sacchamomyces cerevisiae,
communément utilisée pour la fermentation de la biere ; ces deux espéces ont divergé il y a

environ 840 millions d’années (McManus et Coleman, 2014).

Regne : Fungi ;

Division : Ascomycota ;

Classe : Saccharomycetes ;
Ordre : Saccharomycetales ;
Famille : Saccharomycetaceae ;
Genre : Candida

Espéce : Candida albicans



Cette taxonomie est a présent acceptée, mais les études génetiques fournissent de
nouvelles informations, qui rendent plus complexe la classification phylogénétique des
levures, et il se peut que la place de certaines espéces, notamment celle de Candida albicans
soit revue (Naranjo-Ortiz et Gabaldon ,2019)

1.4 Habitat :

Candida albicans est un champignon saprophyte, c'est-a-dire qu'il vit sur des matiéres
organiques en décomposition. Il est présent dans le tube digestif de 'nomme et de certains
animaux, mais sa densité est faible car il existe un équilibre biologique avec la flore
bactérienne saprophyte. Il peut également étre présent dans la nature, mais uniquement a la
suite d'une contamination fécale humaine ou animale. Les autres especes de Candida se

rencontrent sur la peau et dans le tube digestif (cernéa et al ,1967, kolnick 1980).

En général, Candida albicans n'est pas présent de fagon permanente sur la peau saine,

sauf dans la région périanale (kuffer et badillet 1981a).
1.5 Morphologie :

Candida albicans est une levure sans capsule, sans pigmentation, qui respire
l'oxygeéne. Elle est diploide, c'est-a-dire que son matériel génétique est réparti en deux lots de
huit chromosomes (Chu et al, 1993). La reproduction asexuée de cette levure se fait par

bourgeonnements multiples, a partir d'une cellule mere appelée blastopore (Grase et al, 1996).

Candida albicans, une levure qui peut mesurer de 3 a 15 um, se présente sous forme
de blastospores en culture. Ces blastospores forment des colonies blanches crémeuses. Cette
levure est polymorphe, c'est-a-dire qu'elle peut prendre différentes formes, in vitro et in vivo .
Cette capacité a changer de forme lui permet de se soustraire aux défenses immunitaires de
I'n6te. En effet, certains facteurs tels que le pH, la température ou la composition du milieu de

culture peuvent influencer la morphologie de Candida albicans (Buffon et al, 1984).

Ainsi, trois aspects morphologiques peuvent étre rencontrés (Fig. 1) :
Les formes blastospore et pseudomycélium sont deux formes de croissance des champignons.
1) La blastospore est une cellule ronde ou ovale, de 2 a 4 um de diameétre. Elle peut parfois
former un bourgeon, qui donnera naissance a une nouvelle cellule. 2) Le pseudomycélium est

un assemblage de cellules mises bout a bout, mesurant de 500 a 600 pum de longueur et de 3 a

5



5 pum de largeur. 1l simule un filament mycélien, mais n'est pas constitué de filaments
véritables. (Sudbery, 2001 ; Sudbery et al, 2004). Les compartiments cellulaires sont des
espaces délimités par une membrane qui partagent une fonction physiologique commune. lls
ont tous la méme longueur et contiennent la méme quantité de matériel génétique. Cependant,
ils different en quantité de cytoplasme et de ses constituants (Barelle et al 2006). 3) La forme
mycélium vrai est une forme filamenteuse, composée de cellules allongées et cloisonnées.
Elle se forme a partir de la forme levure par le biais d'une structure appelée tube germinatif.
La forme mycélium vrai est importante dans le processus d'infection de I'hdte par Candida
albicans. En effet, elle est plus invasive que la forme levure et permet au champignon de se

propager plus facilement dans les tissus et les organes de I'hdte.(Gow, 2002)

Formation des blastospores par multiplication par bourgeonnement

odggd

Formation de pseudo mycélium

Formation de mycélium vrai

O—-O: O%:

Figure n°01 : Morphologie de Candida albicans (d’aprés Odds, Candida and Candidosis, 1988)
1.6 Reproduction asexuée :

La levure Candida albicans se reproduit principalement de maniére asexuée, a
I'exception de quelques especes proches, telles que C. krusei, C. guilliermondii, C. kefyr et C.

lusitaniae.

La reproduction asexuée se fait par bourgeonnement de la blastospore, une cellule fille
qui se forme a un pdle particulier de la cellule mére. La blastospore fille se détache ensuite de
la cellule mere apres la division du noyau par mitose et la septation de la cellule.(Odds,
1979).Dans certaines conditions, telles que la température, le pH ou la composition du milieu

6



de culture, la séparation des cellules ne se produit pas aprés la septation. Les cellules de
levure, qui sont initialement rondes ou ovales, s'allongent et s'attachent les unes aux autres
pour former une structure filamenteuse. Cette structure, appelée pseudomycélium, est plus ou
moins ramifiée. Les levures du genre Candida, a I'exception de C. glabrata, sont capables de
former un pseudomycélium. Les conditions qui favorisent la formation de pseudomycélium
chez les champignons Candida albicans, Candida tropicalis et Candida dubliniensis

favorisent également la formation de mycélium vrai.

La deuxieme forme de reproduction végétative des champignons se fait par croissance
apicale. Cette croissance conduit d'abord a la formation d'un tube germinatif, puis d'un
filament mycélien. Le filament mycélien est constitué d'articles cellulaires cylindriques
uninucléés, separés par des cloisons incompletes. Ces cloisons présentent un pore central qui

permet la continuité cytoplasmique entre les cellules (Odds,1985. Staebell et al, 1985).
1.7 Reproduction sexuée :

C. albicans était autrefois considéré comme un champignon diploide asexué.
Cependant, la découverte du Mating Type Locus (MTL) et des conditions de reproduction de
C. albicans a conduit a la proposition d'un cycle parasexuel, caractérisé par une reproduction
et une réduction du génome sans meiose. Ce cycle pourrait étre un modele de reproduction
sexuée de C. albicans (Johnson,2003). Aprés une phase de croissance, les cellules subissent
une réduction du nombre de chromosomes, sans passer par la méiose. Cette réduction, qui se
fait par simple perte aléatoire de chromosomes, permet aux cellules de revenir au stade
diploide (Miller et Johnson, 2002).

1.8 Forme de résistance :

Sous certaines conditions de culture, C. albicans peut produire des chlamydospores.
Ces spores sont de grosses cellules rondes ou ovales, a paroi épaisse, de 6 a 12 um de

diametre. Elles sont considérées comme des formes de résistance de la levure. (Odds, 1979)
2. Structure cellulaire de C. albicans :

C. albicans est un champignon eucaryote qui possede les caractéristiques suivantes :



- Noyau: un organite central délimité par une double membrane nucléaire, contenant
I'ADN de la cellule.

- Chromosomes: structures en forme de X constituées d'’ADN et de protéines, qui
portent les informations génétiques de la cellule.

- Mitochondries: organites responsables de la production d'énergie de la cellule.

- Inclusions lipidiques: structures contenant des lipides, qui peuvent étre utilisés pour
stocker de I'énergie ou pour synthétiser des membranes.

- Activités enzymatiques: la cellule possede des enzymes de type phosphatase, oxydase
et peroxydase qui sont impliquées dans diverses réactions chimiques vitales pour la
cellule.

- La membrane plasmique : est recouverte d'une paroi qui donne a la levure sa forme et
sa stabilité mécanique. Elle est aussi une zone de contact entre la cellule et son

environnement. (Calderone, 1993).
2.1 Structure générale de la paroi du Candida albicans :

En premiére ligne face aux cellules hotes, la paroi du Candida albicans est un élément
crucial de ce champignon pathogene. Solidement étudiée (klis et al .2002 ; Firon et al.2004),
elle joue un role essentiel dans la protection de la cellule fongique, lui assurant une résistance
face aux agressions physiques, chimiques et biologiques. Véritable bouclier, elle est
également responsable de la morphologie du Candida albicans et porte des antigenes

importants qui lui permettent d'adhérer aux cellules hétes et de déclencher sa pathogénicite.

Couche externe

Q Protéines m Membrane plasmique A— Glucanes /L- Chitine

Figure n°02 : Organisation moléculaire de la paroi de Candida albicans
(D’apreés Ruiz-Herrera, 2006)



2.1.1 Protéines :

Les protéines constituent une partie importante de la paroi cellulaire des levures,
représentant entre 6 et 25 % de sa composition . Les protéines de la paroi cellulaire de la
levure remplissent des fonctions structurelles et enzymatiques (protéines a activité
enzymatique : N-acétyl glucosamidase, phosphatase acide, protéinase, chitinase) nécessaires a
la croissance cellulaire, & la survie et a l'adaptation a son environnement. (chaffin,W.L et al
1998).

2.1.2 Chitine:

La chitine est un polymere linéaire composé de molécules de N-acétyl-D-glucosamine
(GIcNAC) liées entre elles par des liaisons B-1,4 ( Ruiz-Herrera et al 2006) . La chitine, en
collaboration avec les B-glucanes, constitue l'ossature de la paroi cellulaire et joue un réle
crucial dans sa rigidité. Chez les levures, elle intervient dans le processus de bourgeonnement,
en particulier dans la formation de lI'anneau de constriction qui sépare la cellule mere de la
cellule fille ( Tronchin, G et al 1981). Un role important de la chitine dans la formation des
septa myceliens, bien qu'elle ne représente qu'une faible proportion de la paroi (0,6 a 9 %).(
Molano,J et al 1980)

2.1.3 Lipides:

Les lipides, bien que ne représentant que 5 a 17 % de la paroi de C. albicans apres
extraction par solvants, ils constituent des composants mineurs importants. Des
phospholipides, des triglycérides et des stérols libres ou estérifiés ont été identifiés parmi ces
lipides. Le phospholipomannane, un lipide fascinant de la paroi de C. albicans, s'est révélé
capable d'induire la production de facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) chez les
macrophages murins et humains. Cette découverte souleve I'hypothese que les lipides
pariétaux pourraient jouer un réle crucial dans lI'adhésion de C. albicans et l'activation de

certaines voies de signalisation intracellulaires. (Ghannoum et al 2001)
2.1.4 Glucanes :

C. albicans posséde des B-glucanes, présents dans la couche interne de sa paroi
cellulaire observable en microscopie. Ces -glucanes constituent 50 a 60 % de la masse totale
de la paroi. lls constituent une chaine principale formée de polymeres de glucose reliés entre

eux par des liaisons glycosidiques de type B -1,3 et/ou B -1,6. Les glucanes non ramifiés avec
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des liaisons B -1,3 adoptent une structure microfibrillaire. La paroi de C. albicans est
composée de glucanes B -1,3 et B -1,6, mais ne posséde aucune liaison intra-chaine mixte B -
1,3/ B -1,6. Chez C. albicans, il a été établi que les B -1,6 glucanes et la chitine sont liés par
une liaison covalente, s'effectuant entre la position 1 du glucose et la position 6 du N-
acétylglucosamine via une liaison glycosidique (Surarit 2001).

2.2 La membrane plasmique :

La membrane plasmique, composée de deux feuillets membranaires, joue un double
role actif et passif dans le transport de substances et la régulation de I'environnement interne
de la cellule. Le rdle actif s’observe dans le transport d'acides aminés, d'oses et d’ions. Le rdle
passif s’observe dans la régulation de la pression osmotique. La membrane plasmique a
d’autres fonction telles que : le transport des molécules et la biosynthése des constituants de la

paroi.
2.3 Les organites intracellulaires :

Le cytoplasme de la cellule contient tous les organites cellulaires classiques, tels que
le réticulum endoplasmique, l'appareil de Golgi, le noyau et les vacuoles digestives. La
composition en protéines et l'activité enzymatique de ces organites varient en fonction du
stade de développement de la cellule, en particulier pendant la germination (Manning, M et al
1980).

3. Le Passage du commensalisme au parasitisme chez Candida albicans :

Le passage de C. albicans au parasitisme ne semble pas uniquement dépendre de sa
prolifération et de la formation d'hyphes. La colonisation et l'infection par Candida débutent
nécessairement, comme cela a été établi pour les bactéries, par une adhésion aux cellules
épithéliales de surface.(Kimura et Pearsall, 1973, Sobel et al, 1981; Vudhichamnong et al.,
1982). De méme, la fixation et la pénétration de C. albicans dans les tissus nécessitent la
présence de récepteurs spécifiques sur la membrane cytoplasmique des cellules hétes. Cette
adhérence est supérieure a celle des autres espéces de Candida et est favorisée par plusieurs

facteurs :
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Une lésion épithéliale: la présence d'une Iésion facilite I'adhésion de C. albicans aux
cellules hotes. C. albicans adhére plus facilement aux cellules qui présentent des
surfaces riches en hydrates de carbone.

La diminution de la flore bactérienne buccale saprophyte : la flore bactérienne buccale
peut empécher la croissance de C. albicans. Une diminution de cette flore peut donc
favoriser I'adhésion et la colonisation de C. albicans. (Samson, 1990). En modifiant la
flore bactérienne, divers produits comme les antibiotiques, les bains de bouche et les
antiseptiques contribuent probablement au développement des candidoses buccales
(Samson, 1990)

Le passage de C. albicans a I'état parasite est provoqué par des conditions favorables
aux champignons ou par une baisse des défenses immunitaires de I'hdte.(Carlino et
Budtz-Jagrgensen, 1991).

Candida albicans, naturellement présent comme un champignon commensal, peut se

transformer en agent pathogéne sous l'influence de divers facteurs environnementaux tels

que : le milieu de vie, le pH et les sources nutritives (Euzeby ,2001).

Milieu de vie : Candida est un champignon aérobie qui vit naturellement sur les
mugqueuses. Il peut survivre dans I'environnement extérieur, mais il est déetruit par le

lavage et la stérilisation .(Euzeby.,1994).

pH : la croissance est possible pour des pH allant de 3 a 7. En revanche, elle est
compromise en milieu alcalin. L'acidité gastrique et vaginale n‘altére pas la vitalité du
micro-organisme. La température et I'humidité jouent également un rdle important
dans la croissance. La plupart des levures se développent entre 20°C et 30°C.
Cependant, les espéces pathogenes peuvent proliférer a 37°C, une température

corporelle humaine. .(Euzeby.,1994).

Nutrition : les champignons ne possedent pas la capacité de synthétiser leurs propres
composés carbonés a partir du CO2 atmosphérique. Ils sont donc héterotrophes et tirent
leur énergie et leur croissance de la matiere organique déja formée. Le mycélium,
réseau de filaments constituant le champignon, joue un réle crucial dans I'absorption

des nutriments et autres substances vitales pour son développement.(Koenigh.,1995).
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4. Mécanismes de pathogénicité et facteurs de virulence :

C. albicans est un champignon opportuniste qui exprime de nombreux facteurs de
pathogénicité. Sa virulence est liée a sa capacité d'adaptation a I'environnement, grace a sa
variabilité structurale et antigénique. Trois facteurs principaux contribuent a sa pathogénicité :
I’adhésion aux composés de I'hdte, le dimorphisme (changement de forme), et la sécrétion de
protéases et de phospholipases. Ces facteurs permettent a C. albicans de s'établir et de se

propager dans un hote dont les défenses sont affaiblies.(Calderone,et al,2001).
4.1 La capacité a adhérer aux surfaces :

Cette adhérence se produit au niveau des muqueuses, ou des interactions spécifiques de
type ligand/récepteur ont lieu entre les mannoprotéines de la paroi de la levure et des
molécules spécifiques presentes sur les cellules hotes. On désigne ces molécules d'adhésion
par le terme "adhésines”. La famille des Als (Agglutinin-like sequences) est un exemple
important d'adhésines chez Candida albicans. (Hoyer et al 2001.) Candida albicans peut

adhérer a différentes surfaces grace a plusieurs mécanismes:

- Biofilms: suite a un traumatisme iatrogéne ou chirurgical (pose de cathéters, sondes
urinaires,...), C. albicans peut former des biofilms sur les implants en plastique. Ces
biofilms protégent le champignon des défenses immunitaires et favorisent son

développement.

- Hydrophobie: la paroi du champignon est naturellement hydrophobe, ce qui lui permet

d'adhérer aux surfaces hydrophobes, comme les cellules épithéliales.

- Glycosylation: la nature et le degré de glycosylation des protéines de la paroi fongique
influencent I'nydrophobicité de la paroi. Cela explique en partie pourquoi certaines
souches de C. albicans sont plus adhérentes que d'autres a certains types de cellules
hotes.( Ruiz et Herrera,2006) .

4.2 La formation de mycéliums vrais et de pseudomycéliums :

C’est un processus complexe et crucial pour la virulence de certains champignons. Les
tubes germinatifs jouent un réle central dans ce processus en facilitant l'adhésion et la

colonisation des tissus par le champignon. (Hoyer et al., 2001). En déclenchant
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l'internalisation du pathogene par ses propres mécanismes (Rotrosen et al.,, 1983).
L'augmentation de la production d'hyphes favorise I'invasion et la destruction des tissus (Filler
et Swerdloff, 1995).

4.3. Formation du biofilm :

Le biofilm est une communauté microbienne fixée a une surface et enrobée d'une
substance protectrice. Partout ou se rencontrent un solide et un liquide, y compris sur les
tissus vivants, des biofilms se forment. Ces biofilms protégent le tissu sous-jacent contre les
agressions physiques, chimiques, thermiques et biologiques. Cependant, lorsque l'organisme
s'affaiblit et que ses défenses sont compromises, les biofilms peuvent se transformer en
réservoirs de microbes a l'origine d'infections. La structure et I'évolution du biofilm sont
intimement liées. Cette complexité permet aux biofilms de jouer un réle crucial dans divers

environnements, des milieux naturels aux implants medicaux. (Filloux et Vallet, 2003).
4.4 Interference de Candida albicans avec la phagocytose :

Candida albicans met en place plusieurs stratégies pour échapper aux cellules
immunitaires telles que : a) La production de peptides acides: ces peptides bloquent la liaison
des phagocytes aux cellules fongiques et perturbent leur métabolisme oxydatif, les rendant
inefficaces. b) L’induction de I'apoptose: C. albicans peut declencher la mort programmée des
macrophages et des neutrophiles, les éliminant avant qu'ils ne puissent I'ingérer.(Rotstein et
Parodo ,2000).

4.5 Interféerence avec le complément :

Les adhésines fongiques, appelées mannoprotéines, peuvent créer une interférence
avec le systéme du complément. Ces molécules, similaires au récepteur CR3 des
lymphocytes, ont la capacité de se lier a certains composants du plasma sanguin, notamment
la fibronectine et la fraction C3bi du complément. Cette interaction perturbe le processus de
phagocytose, qui est essentiel pour [I'élimination des levures par les cellules

immunitaires.(lbata -Ombetta et ldziorek,2003).

4.6 Enzymes et virulence :
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Lors d'une infection, la sécrétion d'enzymes hydrolytiques joue un réle crucial dans la
virulence. Ces enzymes dégradent les surfaces des muqueuses de I'ndte et affaiblissent ses
défenses immunitaires, favorisant ainsi la progression de Il'infection.(Schaller,M et al,2005).
Parmi les enzymes hydrolytiques impliquées, on trouve les aspartyl protéinases (Saps)
(Monod et al, 2002), les phospholipases (Ghannoum, et al,2000) et les lipases (Fu, et
al,1997).

5. Quorum sensing :

Le quorum sensing (QS) est un systeme de communication entre cellules qui
fonctionne par I'émission de messagers chimiques de petite taille se diffusant dans leur
environnement proche. Les mécanismes de sécrétion et les fonctions des molécules de
quorum sensing (QSM) sont largement documentés chez les bactéries. Les molécules
endogenes protégent la population microbienne et régulent de nombreux processus
physiologiques, contribuant ainsi a la modulation de la croissance. Ces molécules orchestrent
I'expression des génes au niveau de la population : leur concentration, corrélée a la densité de
population, déclenche ou réprime I'expression de certains genes lorsqu'elle atteint un seuil
précis. (Miller, 2001 ; Rcading et al 2006 )

Le quorum sensing est un élément essentiel de la communication entre les différentes
especes du microbiote et contribue a I'équilibre des populations microbiennes. (Dixon et al,
2015). C. albicans vit dans des parties du corps comme le systeme digestif, ou il coexiste avec
d'autres microbes. Certaines bactéries a Gram négatif produisent des substances qui
I'empéchent de se développer en filaments et l'aident a rester a un niveau non nuisible.(Dixon
et al 2015 ; Noverr et al 2004).

Le systeme de communication par quorum sensing le plus étudié est celui de la
bactérie marine bioluminescente Vibrio fischeri. Il est considéré comme le modele de base
pour ce type de communication chez la plupart des bactéries a Gram négatif. (Nealson et
al.,1970). Certaines enzymes, appelées Luxl, fabriquent des molécules appelées acyl
homosérine lactones. Ces molécules agissent comme des signaux qui permettent aux bactéries
de communiquer entre elles. Elles se lient a des protéines appelées LuxR, ensuite la

transcription des genes cible.

14



Le systéme de communication par quorum sensing LuxI/LuxR a été découvert chez
plus de 70 espéces de bactéries a Gram négatif. On a également identifié une dizaine de
molécules d'acyl homosérine lactone qui sont utilisées par ces bactéries. Ces molécules ont
toutes une structure commune avec un anneau hydrophile d'homosérine lactone et une chaine
hydrophobe acyle (Fuqua et al., 2001; Miller & Bassler, 2001).

Les bactéries a Gram positif possédent un systéme de quorum sensing unique qui
repose sur lutilisation d'oligopeptides modifiés comme auto-inducteurs. Les peptides
précurseurs sont d'abord synthétisés, puis modifiés et ensuite excrétés pour agir comme
signaux .(Lazazzera and Grossman, 1998). Lorsque les auto-inducteurs se lient aux senseurs
membranaires (histidine kinases), ces derniers s'autophosphorylent et transmettent le signal en
phosphorylant une protéine régulatrice, ce qui constitue un systeme a deux composants. La
proteine régulatrice change de forme, ce qui lui permet de réguler la transcription des génes
cibles . (Hakenbeck and Stock, 1996).

Le quorum sensing est un mode de communication utilisé par les bactéries et leurs
hotes eucaryotes, aussi bien dans les relations symbiotiques que pathogenes. (Piper et al.,
1993; Joint et al., 2002; Williams et al., 2004; Hughes and Sperandio, 2008). Le quorum
sensing n'est pas propre aux bactéries, il a également été observé chez les champignons, ou il
influence des comportements a I'échelle de la population, comme la formation de biofilm et la
pathogenese.Le quorum sensing semble étre un mécanisme de régulation répandu chez
différentes espéces fongiques, et il est particulierement bien étudié chez C. albicans (Hogan,
2006; Kruppa, 2009).

Longtemps considéré comme une exclusivité des biofilms bactériens, le quorum
sensing a révelé son existence chez C. albicans il y a une vingtaine d'années. Deux
molécules, le farnésol et le tyrosol, jouent un réle central. Elles attirent I'attention car elles
influencent la morphogénése et contribuent aux mécanismes de virulence. (Homby et al,
2001 ; Alem et al ,2006).

5.1 Le farnésol :

C. albicans produit naturellement un alcool acyclique sesquiterpéne appelé farnésol
(Fig. 3). Ce dernier agit comme une molécule de quorum sensing, s‘accumulant dans

I'environnement immédiat du champignon a mesure que la densité cellulaire augmente. Le
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farnésol régule un large éventail de fonctions physiologiques et de réponses au stress chez C.
albicans, incluant la résistance aux antibiotiques, la maintenance de la paroi cellulaire, la
métabolisation du fer et les réponses aux chocs thermiques (Enjalbert et al ,2005 ;. Uppuluri
et al ,2010)

HyC OH

CH; CH; CH;

Figure n°03. Structure du farnésol, formule Cis Has O

Le farnésol freine également la croissance d'autres levures, contribuant ainsi a la
compétition au sein du microbiote. Par exemple, une concentration de 100 uM de farnésol
suffit a déclencher la mort cellulaire programmee (apoptose) chez Aspergillus nidulans, un
autre champignon pathogene pour I'homme (Semighini et al , 2006 ). Le farnésol agit comme
un inhibiteur de la transition morphologique levure-hyphe (Hornby et al.,2001; Mosel et al.,
2005), en plus de la formation de biofilm (Ramage et al., 2002).

5.2 Le Tyrosol :

Le tyrosol (Fig. 4), est une molecule de quorum sensing chez C. albicans. Chez la
souche SC5314 de C. albicans, le tyrosol a été identifié comme une molécule de quorum
sensing. Son action s'oppose a celle du farnésol, une autre molécule de quorum sensing, en
stimulant la transition vers la forme hyphe. De plus, le tyrosol réduit la phase de latence
observée lors de la dilution des levures dans un milieu de culture frais. Ce phénoméne est
possible grace a la prévention de la diminution de I'expression des genes impliqués dans la
réplication de 'ADN, la ségrégation chromosomique et la régulation du cycle cellulaire.(Chen
et al., 2004).

OH
HO/@/\/

Figure n°04. Structure du tyrosol ,formule Cg Hio O2
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Le tyrosol joue également un role de molécule de quorum sensing dans les biofilms.
Au cours des premiéres étapes de développement du biofilm (entre 1 et 6 heures), il stimule la
production d'hyphes, un élément crucial pour la formation de la structure tridimensionnelle du
biofilm.(Alem et al., 2006). Malgré son role clair dans la stimulation des hyphes et le
développement du biofilm, la fonction exacte du tyrosol reste un mystere. Un point important
est que sa production est significativement plus élevée dans les biofilms que dans les cultures
planctoniques, avec une différence d'au moins 50 %. Cela suggere que le tyrosol joue un role
specifique et crucial dans l'organisation et la structure des biofilms (Alem et al., 2006)
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1. Matériel

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de biologie au Département des
sciences biologiques de 1’Université Ahmed Zabana de Relizane. L’objectif de notre travail
était d’étudier I’effet d’un surnageant de culture sur la filamentation de Candida albicans

SC5314.

1.1 Matériel biologique :

Souche de référence : la souche de collection Candida albicans SC5314 a été utilisée
pour notre étude.

1.2 Milieux de culture : pour la culture des levures, des milieux de culture ont été utilisés : le
Sabouraud liquide, le Sabouraud gélose et un milieu de culture qui favorise la filamentation

(MFF) (La composition des milieux de culture en annexes) et un sérum sanguin.

1.3 Equipement et Consommables : pour mener a bien cette étude, des équipements tels que
des réfrigérateurs, centrifugeuse, des microscopes optiques, des autoclaves pour stérilisation,
des étuves (37°C, 40°C) et des becs Bunsen ont été mis a notre disposition. En outre, divers
consommables ont été necessaires, notamment 1’anse de platine, la cellule de Malassez pour
le comptage cellulaire, des boites de Pétri, des lames et lamellesdes pipettes Pasteur, des tubes
a hémolyse stériles , et des tubes en plastique a fond conique pour centrifugation, des gants et

des masques chirurgicaux.
2. Méthodes :
2.1 Conservation de la souche :

Les levures ont été cultivées a 37°C dans un milieu solide Sabouraud coulé dans des
boftes de Pétri contenant: du glucose 5 g, du peptone 2,5 g, de I’extrait de levure 0,75 g, de

agar 5 g, le tout dilué¢ dans de 1’eau distillée stérile (volume total : 250 mL).
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1°" Repiquage (R1):

Couler environ 20 mL de milieu solide de Sabouraud stérile dans 4 boftes de Pétri
différentes et laisser solidifier. Ensemencer en nappe (fig 05) environ 1 mL d’un inoculum

de la souche Candida albicans puis incuber a 37°C pendant 24 heures.
2°M Repiquage (R2):

Inoculer des tubes a essai inclinés de milieu solide de Sabouraud stérile avec quelques
colonies de Candida albicans prélevées par écouvillonnage a partir de la boite R1(Conserver
les boites R1 au refrigérateur).

Incuber les tubes inclinés a 37°C pendant 24 a 48 heures puis conserver dans le

réfrigérateur.

Figure n°05 : Ensemencement par strie
2.2 Protocole expérimental

2.2.1. Etape 1 : Préparation d’un surnageant de culture :

> Préparer une suspension de Candida albicans SC5314 a 20 x 10° blastoconidies par

mL:

- écouvillonner un diamétre d'une boite R3 (3°™ repiquage) ensemencée la veille et

suspendre les levures dans 10 mL d'eau distillée, faire une dilution 10 fois de cette
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suspension pour réaliser un comptage prélever donc 100 uL de suspension et les
melanger a 900 uL de H,O.

- déposer 2 fois 10 uL sur une cellule de Malassez (fig06) . Compter les 2 grillages de la
cellule et faire la moyenne. Veérifier s'il y a moins de 10 % de différence, sinon
recommencer,

- calculer le nombre de blastoconidies par mL de suspension (fig 07) :

(nombre moyen compté x10 000 x facteur de dilution),

- ajuster la suspension de départ a 20 x 10° bl/mL dans un tube & centrifuger.

10 rectangles / colonne
Un rectangle utilisé Carré élémentaire

Cellule de Malassez :

Unité a bandes J _____ | \
> 1) | | 417 {100 unités rectangulaires
Unité quadrilléverﬂ = i J Profondeur : 0.2 mm
: ‘l it 1 Surface : 2,5*2 = 5 mm?
Unité vide 5= ' = f £ Volume=0,2"5=1mms =1L

-%10 rectangles / ligne

1 unité rectangulaire
Volume = 0,01pL

Figure n°06 : Schéma de la zone de comptage sur une cellule de Malassez

Nombre de cellules par mL = nombre de cellules comptées X 10 000 (1000/0,1) x facteur de dilution
(Exemple : N=40 x 10 000 X 100 ; N= 40 x 108 bl/mL)

OPPO ASS - ®asmaafatima

Figure n°07 : Bourgeonnement de Candida albicans observé sur une cellule de Malassez au

microscope optique (Fleche noire, Gr x40).
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> Incuber la suspension cellulaire a 20x10° blastoconidies/mL H,O & 37°C pendant 40

min. Mélanger la suspension avant et apres l'incubation. Centifuger la suspension a

4500 tours par minute pendant 10 minutes. Récupérer le surnageant dans un autre

tube.

2.2.2 Etape 2 : Préparation des conditions expérimentales :

- Préparer une suspension de Candida albicans a des concentrations finales de (1 x 10°

bl/mL et 40 x 106 bl/mL)

- préparer un tube contdle et un tube surnageant selon le tableau suivant :

Tube contrble

Tube surnageant

Suspension cellulaire 250 250
(1x10° bl/mL ou 40x10° bl/mL finale)

H.0 (uL) 250 -

Surnageant (L) - 250

Sérum sanguin 250 250
MFF (uL) 1250 1250
pH7,4-75
Volume total (uL) 2000 2000

Tableaux n°01 : Préparations des tubes contréle et surnageant

- un tube contréle et un tube surnageant sont placés dans un incubateur a 37°C,

- un tube contrdle et un tube surnageant sont placés dans un incubateur a 40°C,

- un comptage des tubes germinatifs (Fig 8) a été effectué apres chaque heure pendant 3

heures. Le comptage se fait a I’aide de la cellule de Malassez. Aprées chaque comptage

les tubes sont rendus a 1’étuve d’incubation.
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OPPO ASS5 - @asmaafatima

Figure n°08 : Candida albicans sous forme filament observé sur une cellule de Malassez au

microscope optique (Fleche noire, Gr x40)

2.3. Analyses statistiques : les tests statistiques (moyenne, SEM, déviation standars, test t de
Student apparié et non apparie) ainsi que la mise en graphique des données ont €té realisés par

un logiciel statistique. Les valeurs moyennes sont exprimeées avec leur SEM.
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RESULTATS
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1. Comptage des tubes germinatifs formés dans un milieu qui favorise la filamentation

additionné de sérum sanguin (Incubation a 37°C)
e Suspension cellulaire ajustée a 20x10° bl/mL

La fig 9. représente la formation de tubes germinatifs dans un milieu de culture MFF,
avec un facteur stimulant (sérum sanguin). Durant la premiér heure d’incubation Fig.9.(a), le
pourcentage du tube contrdle est nul, tandis que le pourcentage du tube surnageant augmente
de 0% a environ 1%. Pour le tube contrble, entre 120 et 180 minutes, le nombre de tubes
germinatifs a doublé, passant de 2% a 4%. Cela indique une augmentation de la présence de
tubes germinatifs durant cette période de 60 minutes. Pour le tube du surnageant, une
augmentation du nombre de tubes germinatifs entre 60 et 120 minutes a été observée, avec un
triplement du nombre. Cette croissance se poursuit entre 120 et 180 minutes, pour atteindre
plus de 15 %.

Lorsqu'on compare les valeurs du contr6le (1,500 + 0,9574) et celles du surnageant
(6,000 £ 3,894) a 37°C Fig.9.(b) , on observe une augmentation en présence du surnageant
mais statistiquement non significative, avec une valeur p = 0,3047 (N= 4, test non apparié de
Student, significatif, p <0,05).

La courbe de formation des tubes germinatifs Fig.9.(c) montre que le surnagent
augmente mais pas significativement le % de tubes germinatifs formés par rapport a son

contrble.
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Figure n° 09 : a) Graphes illustrant la cinétique de la formation des tubes germinatifs a 37°C dans le milieu
MFF additionné de sérum sanguin en absence (contrdle) et en présence du surnageant. b) Graphe de

comparaison contrdle vs surnageant. c) Courbe de formation des tubes germinatifs.

2. Comptage des tubes germinatifs formés dans un milieu qui favorise la

filamentation additionné de sérum sanguin (Incubation a 40°C)
e Suspension cellulaire ajustée a 20x10° bl/mL

La fig. 10 représente la formation de tubes germinatifs dans un milieu de culture MFF
additionné du sérum sanguin et une incubation a 40°C. On peut observer une croissance
exponentielle du nombre de tubes germinatifs formés entre 60 et 120 minutes, suivie d'une
diminution entre 120 et 180 minutes aussi bien pour le contrdle que pour le surnageant.
Durant la premiére heure d’incubation Fig.10(a), le pourcentage du tube contrble est
d’environ 20%, tandis que le pourcentage du tube surnageant a dépassé les 20%. Pour le tube

contréle, entre 60 et 120 minutes, le nombre de tubes germinatifs a doublé, passant de 20% a
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45%. Pour le tube du surnageant, une augmentation du nombre de tubes germinatifs entre 60

et 120 minutes a plus que doublé, passant de 26% a 59%.

La comparaison des valeurs du contrdle (24,00 + 9,496) et celles du surnageant (30,75
+ 12,31) a 40°C Fig.10.(b), on observe une augmentation en présence du surnageant mais
statistiquement non significative, avec une valeur p = 0,6794 (N= 4, test non apparié de
Student, significatif, p <0,05).

La courbe de formation des tubes germinatifs Fig.10.(c) montre que le surnagent
augmente mais pas significativement le % de tubes germinatifs formés par rapport a son
contréle. La diminution de la formation des tubes germinatifs apres 120 minutes d’incubation

a 40°C doit-étre vérifiée par des essais supplémentaires.
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Figure n° 10 : a) Graphes illustrant la cinétique de la formation des tubes germinatifs a 40°C dans le milieu
MFF additionné de sérum sanguin en absence (contréle) et en présence du surnageant. b) Graphe de
comparaison contréle vs surnageant. ¢) Courbe de formation des tubes germinatifs.

3. Comptage des tubes germinatifs formés dans un milieu qui favorise la

filamentation additionné de sérum sanguin (Incubation a 37°C versus 40°C)

e Suspension cellulaire ajustée a 20x10° bl/mL)

La courbe de formation des tubes germinatifs (Fig.11) montre que a 37°C et a 40°C le
surnageant augmente mais pas significativement le pourcentage de tubes germinatifs formés
par rapport aux controles respectifs. Toutefois, le pourcentage des tubes germinatifs formés
est nettement plus important suite a une incubation a 40°C qu’a une incubation a 37°C aussi

bien pour les contrdles que pour les tubes surnageants.
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Figure n° 11 : Courbe de formation des tubes germinatifs (37°C versus 40°C) dans le milieu MFF

additionné de sérum sanguin.

4. Comptage des tubes germinatifs formés dans un milieu qui favorise la

filamentation seul (Incubation a 37°C versus 40°C)
e Suspension cellulaire ajustée a 20x10° bl/mL)

La courbe de formation des tubes germinatifs (Fig.12) dans le milieu qui favorise la
filamentation seul sans addition du sérum sanguin montre que a 37°C la formation des tubes

germinatifs est nulle aussi bien pour le contréle que pour le surnageant. A 40°C le surnageant

28



augmente mais pas significativement le pourcentage de tubes germinatifs formés par rapport
au controle. Toutefois, le pourcentage des tubes germinatifs formés est nettement plus

important & 40°C qu’a 37°C aussi bien pour les contrdles que pour les tubes surnageants.
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Figure n° 12 : Courbe de formation des tubes germinatifs (37°C versus 40°C) dans le milieu MFF seul

5. Comptage des tubes germinatifs formés dans un milieu qui favorise la
filamentation seul aprés incubation & 40°C (Suspension cellulaire a 20x10° bl/mL
versus 1x10° bl/mL)
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Figure n°® 13 : Courbe de formation des tubes germinatifs a 40°C dans le milieu MFF seul pour deux

concentrations cellulaires différentes. a) 20x10° bl/mL et b) 1x10° bl/mL

La courbe de formation des tubes germinatifs a 40°C dans le milieu qui favorise la
filamentation seul sans addition du sérum sanguin (Fig.13) montre que la concentration
cellulaire peut influencer la formation des tubes germinatifs. Le nombre de tubes germinatifs

formés lorsque la suspension cellulaire et ajustée a 20x10° bl/mL est plus important que
29



lorsque la suspension cellulaire et ajustée a 1x10° bl/mL. Ceci a été observé aussi bien chez
les tubes contrdles que chez les tubes surnageants. Par exemple, aprés 1 heure d’incubation, a
une concentration cellulaire de 20x10° bl/mL (Fig. 13 a), dans le tube contrdle: le
pourcentage des tubes germinatifs formés est égal a 11% contre 2% a 1x10° bl/mL (Fig. 13
b). Dans le tube surnageant : le pourcentage des tubes germinatifs formés est égal a 17% (Fig.
13 a) contre 6% (Fig. 13 b).
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DISCUSSION ET CONCLUSION
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Discussion :

Nos resultats indiquent que la formation de tube germinatif par Candida albicans est
favorisée a une température de 40°C par rapport a 37°C. Ce phénoméne est cohérent avec les
données qui démontrent que la virulence de Candida albicans est augmentée a des
températures élevées (Sudarshan et al 2009). En effet, des études ont montré que I'exposition
a des températures subfébriles (autour de 40°C) induit une série de changements
morphologiques et physiologiques chez Candida albicans, la rendant plus apte a envahir les

tissus et a résister aux défenses immunitaires de I'hote.

Il est intéressant de noter que la formation de tubes germinatifs de Candida albicans
est plus importante dans le surnageant que dans le contréle. Cela suggere que les composants
présents dans le surnageant peuvent jouer un role dans la promotion de la germination. La
présence de molécules de quorum sensing, telles que le farnesol et le tyrosol, dans le
surnageant pourrait expliquer l'augmentation de la formation du tube germinatif. Ces
molécules sont connues pour reguler divers processus chez Candida albicans, y compris la

morphologie cellulaire et la virulence.

La présence plus importante de tubes germinatifs dans le surnageant et leur faible
présence dans le contréle suggerent que le Tyrosol joue un réle important dans la promotion
de leur formation. Ces résultats confirment des recherches antérieures ayant montré que le
Tyrosol a des effets positifs sur la formation des tubes germinatifs durant les premiéres heures
d’incubation (Chen et al 2004).

Cependant, il est important de noter que le Farnesol peut étre présent dans le
surnageant. Le Farnésol est un composé connu pour sa capacité a inhiber la formation des
tubes germinatifs sans inhiber les tubes pré-existants ( Hornby,J et al 2001 ; Mosel et al.,
2005).

D’aprés nos résultats, la concentration cellulaire initiale influence la filamentation
chez Candida albicans. En effet, une population plus importante de cellules sécréte
d’avantage de QSM induisant des changements phénotypiques tels que des changements

morphologiques
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Des investigations supplémentaires qui permettent d’isoler, de purifier et de doser ces
molécules par un HPLC sont nécessaires pour Vérifier si cet effet sur la filamentation est di
aux QSM.

Conclusion :

Candida albicans est un champignon ubiquitaire qui peut causer des infections
opportunistes chez I'homme. Sa capacité a former un tube germinatif est essentielle pour sa
virulence. La formation du tube germinatif est déclenchée par des signaux environnementaux,
notamment la présence de sérum humain ou de sucres, et est médiée par des molécules de

quorum sensing comme le Farnesol et le Tyrosol.

Le tyrosol active une cascade de signalisation intracellulaire qui entraine des
changements morphologiques et physiologiques dans les cellules fongiques, conduisant a la
formation du tube germinatif. Ce processus est crucial pour la capacité de Candida albicans a

envahir les tissus et a causer des infections.

La compréhension des mécanismes de la formation du tube germinatif offre des
perspectives prometteuses pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
contre les infections a Candida albicans. L'inhibition de la formation du tube germinatif
pourrait constituer une approche efficace pour limiter la virulence du champignon et prévenir

I'invasion des tissus.

Des recherches approfondies sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes
moléculaires et cellulaires régulant la formation du tube germinatif. Ces recherches pourraient
identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour le développement d'agents antifongiques

plus efficaces et moins toxiques.
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Annexes
Composition des milieux de culture

Milieu Sabouraud liquide :

GIUCOSE .ttt ettt ekttt h ettt ettt 5¢
PPIONE . e 2.59
EXEFAIE 08 EVUIE ...ttt 0.759
BAU QISHIIBE ...t ae s e nenenaaas 250mL

Milieu Sabouraud Solide :

GIUCOSE ettt ettt b ettt e st b ettt nnb et 5¢
PEPIONE . e e 2.59
EXEFAIE 08 IEVUIE ...t 0.759
N - | OO PP PP PPPPPPPPPPPPPTN 59
BAU QST ... e 250mL

Milieu de culture favorisant la filamentation (MFF) :

[ 110l L PP PSPPI 0.89
PEPTONE ...t et as e e e aas 49
BAU QISR ...t e aeeeaean 200mL

pH (FINAL) = 7,4-7,5
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