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Introduction

Les infections fongiques génitales représentent un enjeu de santé publique spécifique aux

femmes. La candidose vulvo-vaginale, qui est principalement causé par la levure pathogéne
Candida albicans, affecte plus de 75 % des femmes au cours de leur vie (Sustr et al., 2020).
Cette levure opportuniste habituellement présente en tant que commensale du microbiote
vaginal, peut devenir pathogene dans le cas d'un déséquilibre, favorisée dans la plupart des cas
par l'utilisation d'antibiotiques, la contraception hormonale ou une diminution de la capacité

immunitaire (Faustino et al., 2025).

La levure Candida albicans est connue pour sa capacité a s'attacher aux surfaces
épithéliales et abiotiques et a former des biofilms denses et structurés. La formation de biofilms
est un facteur important de virulence, vu qu'ils protegent les cellules fongiques des agents
antifongiques et favorisent la continuation des infections (Pereira et al., 2021). L apparition
croissante de souches résistantes aux azolés ou aux échinocandines complique la prise en charge

thérapeutique de ce type d’infections (Pereira et al., 2021).

Face a ces limites, les recherches récentes explorent des alternatives naturelles,
notamment 1’utilisation de levures probiotiques telles que Saccharomyces cerevisiae et
Kluyveromyces marxianus dans le traitement des candidoses. Certaines souches de S. cerevisiae
ont montré in vitro leur capacité a inhiber I’adhésion, la croissance et la formation de biofilm
de Candida albicans, tout en modulant la réponse immunitaire sans effets secondaires notables
(Gaziano et al., 2020). Toutefois, ces résultats restent a confirmer dans le contexte vaginal,
notamment face a des souches cliniques pathogénes (Gaziano et al., 2020).

D’ou la question suivante : Les levures probiotiques sont-elles capables d’inhiber la croissance,

I’adhésion et la formation de biofilm de souches cliniques de Candida albicans isolées du vagin
?

C’est dans cette optique que s’inscrit ce travail, qui a pour but d’isoler et de caractériser
des souches de Candida albicans a partir d’échantillons vaginaux, puis d’évaluer ’effet de
Saccharomyces cerevisiae et Kluyveromyces marxianus sur leur croissance, leur adhésion et

leur capacité a former des biofilms.

Ce mémoire est organisé en quatre parties principales. 1l débute par une synthése
bibliographique sur le microbiote vaginal, Candida albicans et les levures probiotiques. La
section Matériel et Méthodes détaille les protocoles expérimentaux utilisés. Les Résultats et
Discussion présentent les données obtenues et leur interprétation. Enfin, une conclusion

générale résume les principaux apports de 1’étude et propose des perspectives.
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Syntheése bibliographique

Partie | : Microbiote vaginal Sain
1.1 Appareil génital féminin

L'appareil reproducteur féminin ne constitue pas un milieu stérile, bien au contraire, il
abrite un écosystéeme vivant habité par de nombreux micro-organismes, Principalement des
bactéries, qui forment le microbiote génital (Chen et al., 2017). Ce microbiote, largement
étudié au niveau vaginal, joue un réle crucial dans la prévention des infections, la modulation
de la réponse immunitaire locale et le maintien de I’homéostasie reproductive (Ravel et al.,
2011). Des études récentes ont aussi souligné I'existence d'un microbiote moins apparent mais
opérant au niveau de I'endomeétre et du col de 'utérus, dont I'équilibre pourrait avoir un impact
sur la fertilité, la fixation embryonnaire et certaines maladies gynécologiques (Moreno et
Simon, 2018). La figure suivante représente la structure anatomique du systéme reproducteur

féminin.

7 / Trompe utérine

Pavillon

Mugqueuse utérine

—I

Vagin

Paroi utérine

— | Col de I'utérus

Created in BioRender.com bio

Figure 1. Structure anatomique du systéme reproducteur féminin (Biorender)
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| .2. Composition du microbiote vaginal

Le vagin abrite une grande variété d’agents microbiens tels que des bactéries, des levures
et des virus. Ces especes bactériennes different selon les femmes (Kamiya et al., 2024). Le
vagin sain est généralement dominé par une ou deux especes de Lactobacillus. Ces bactéries
générent de I'acide lactique, ce qui aide & maintenir un pH vaginal acide (habituellement entre
3,5 et 4,5)., défavorable au développement des agents pathogenes (Yadav et Kant, 2024). En
plus de I’acide lactique, elles produisent d'autres substances aux propriétés antimicrobiennes.,
comme le peroxyde d'hydrogeéne (H20:) et des bactériocines. Ainsi, un microbiote vaginal
équilibré joue un réle essentiel dans la protection contre les infections. Les communautés
vaginales présentent une complexité et une dynamique, ou I'équilibre entre les espéces est
essentiel ; une maladie n’est pas nécessairement causée par une seule bactérie pathogéne, mais

plut6t par un déséquilibre de cette communauté (Yadav et Kant, 2024).

Devant ce monde bactérien vaginal complexe et multiple, il apparaissait impératif de
simplifier I’approche du microbiote vaginal. Ainsi, Ravel etal., en 2011, ont regroupe le
microbiote vaginal en 5 classes, le tableau suivant montre les 5 classes selon les bactéries

dominantes.

Tableau 1. Classification du microbiote vaginal selon la bactérie dominante (Ravel et al.,
2011).

Bactérie dominante Interprétation clinique

Lactobacillus ) ) )
Classe 1 ) Flore stable, protectrice, pH vaginal acide
crispatus

Lactobacillus

Classe 2 ) Flore équilibrée, légerement moins stable
gasseri
Classe 3 Lactobacillus iners Début de dysbiose, transition possible vers un
déséquilibre
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Anaérobies stricts

Gardnerella
vaginalis, Présence d'une flore pathogéne, pH > 5,5, souvent
Classe 4 ) )
Atopobium vaginae entre 6 et 7,5.
(Trés faible présence
des lactobacilles)
Lactobacillus _ ; _
Classe 5 Flore normale moins frequente mais favorable

jensenii

| .3. Rodle protecteur du microbiote vaginal

Les microbiotes ne se limitent pas a un role de simples commensaux. Ils interagissent
activement avec les cellules de 1’hote, participant a de nombreux processus physiologiques
(Fettweis et al., 2019). Toutefois, cet équilibre reste fragile : en cas de perturbation, certaines
especes peuvent devenir pathogenes ou servir de réservoir a des agents infectieux. Cette regle
s'applique pareillement au microbiote vaginal, qui a un impact sur la santé, en particulier

génitale (Dumont et al., 2020).
| .3.1. Impact sur le risque d’infections urinaires

La flore vaginale est essentielle pour protéger la femme des infections urinaires,
principalement gradce a la prédominance du genre Lactobacillus, plus particulierement
Lactobacillus crispatus (Song et al., 2022). Ces bactéries produisent de l'acide lactique, du
peroxyde d'Hydrogéne et des bactériocines, favorisant le maintien d’un pH acide dans le vagin
et entravant la multiplication de pathogénes tels qu'Escherichia coli. Lors d'une dysbiose
vaginale (particuliérement avec des microbiotes de classe 3 ou 4), la baisse du nombre de
lactobacilles facilite la colonisation du vagin et de l'orifice urinaire par des bactéries

opportunistes, ce qui amplifie le risque d'infections urinaires a répétition (Stapleton, 2016).
| .3.2. Impact sur le risque d’infection sexuellement transmissible

Une premiére ligne de défense contre les infections sexuellement transmissibles est
représentée par le microbiote vaginal, particulierement lorsqu'il est riche en Lactobacillus spp.

Ces bactéries maintiennent un environnement acide défavorable a la durabilité des agents
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infectieux et suscitent une réponse immunitaire locale de défense (Valenti et al., 2018).
Cependant, une modification de ce microbiote (dysbiose) accroit la susceptibilité du systéme
génital féminin aux infections sexuellement transmissibles, en favorisant I'établissement et la
persistance de pathogenes tels que le Chlamydia trachomatis, le virus du papillome humain
(HPV) ou le virus Herpes simplex. De nombreuses études cliniques récentes ont largement

confirmé le lien entre la dysbiose et les IST (Tamarelle et al., 2019).
| .3.3. Impact sur le déroulement de la grossesse

Le microbiote vaginal joue un réle important dans le déroulement de la grossesse en
agissant comme une ligne de défense contre les infections pour la mére et le feetus (Hillion et
al., 2023). Un microbiote vaginal sain se distingue par une diversité réduite et une domination
d'espéces de Lactobacillus, notamment de L. crispatus. L'appauvrissement de ces bactéries
bénéfiques est associé a une augmentation des risques de naissance prématurée. Un meilleur
indicateur du risque d'issues négatives de la grossesse réside dans la diversité globale du
microbiote vaginal plutét que dans des espéces spécifiques (Hillion et al., 2023).

| .3.4. Impact sur le développement de I’enfant

Le microbiote vaginal de la mere a une influence considérable sur la colonisation
microbienne initiale de I'enfant, surtout dans le cas d'un accouchement par voie naturelle (wang
et al., 2024). L'exposition initiale aux microbes est cruciale pour le développement approprié
du systéme immunitaire chez le nouveau-né. Un microbiote vaginal abondant en Lactobacillus
contribue a un peuplement intestinal équilibré chez le nouveau-né, ce qui est lié a une
diminution du danger d'allergies, de troubles inflammatoires et métaboliques ultérieurement
dans I'existence (Stinson et al., 2021). En revanche, un déséquilibre du microbiote vaginal ou
une naissance par césarienne peut perturber cette transmission microbienne, exposant ainsi
I'enfant a un risque accru de problémes immunitaires et digestifs. Ces effets ont amené certains
scientifiqgues a considérer des interventions microbiennes précoces afin de rétablir cette

transmission naturelle en cas de déreglement (Stinson et al., 2021).
I .3.5 Impact sur le risque de cancer

Un microbiote vaginal sain, dominé par les Lactobacillus spp, est associé a une
diminution du risque de cancer du col de I'utérus grace a son intervention dans la création d'un
environnement defensif qui réduit I'inflammation et aide a éradiquer le virus HPV (Norenhag

et al., 2020). D'autre part, une dysbiose vaginale, caractérisée par la diminution des

5|Page



Syntheése bibliographique

lactobacilles et I'exces de bactéries anaérobies, comme Atopobium vaginae et Sneathia spp., est
associée a une persistance du virus, un affaiblissement des défenses immunitaires locales et une
intensification des processus inflammatoires (Norenhag et al., 2020). Ces mécanismes peuvent
étre impliqués dans la transformation maligne des cellules cervicales. Des recherches ont
montré une diversité microbienne vaginale plus importante chez les femmes atteintes de lésions

précancéreuses ou d'un cancer invasif du col (Curty et al., 2019).

Partie Il : Dysbiose du microbiote vaginal

Il .1 Dysbiose vaginale

La dysbiose vaginale est a un désequilibre du microbiote habituelle du vagin, marqué par
une réduction des lactobacilles dominants et une augmentation des micro-organismes
potentiellement pathogénes (Lev-Sagie et al.,, 2022 ; Swidsinski et al., 2023). Les
lactobacilles, en temps normal, produisent de 1’acide lactique et maintiennent un pH acide
protecteur. Leur diminution entraine une élévation du pH vaginal, créant un environnement
favorable a la prolifération d’agents pathogénes. Ce déséquilibre favorise alors 1’apparition de
pathologies, notamment la vaginose bactérienne, qui est la forme la plus fréquente de dysbiose
(Mondal et al., 2023). En plus des symptémes désagréables, la dysbiose peut augmenter le

risque d’infections génitales et de complications gynécologiques (Curty et al., 2019).
Il .2. Pathologies liées au déséquilibre du microbiote vaginal

Deux déséquilibres majeurs du microbiote vaginal peuvent étre observés : la candidose

vaginale et la vaginose bactérienne (Peters et al., 2014).

La candidose vaginale résulte dune prolifération excessive de levures, principalement du
genre Candida, et constitue I’une des infections vaginales les plus fréquentes. Bien que le lien
précis entre la composition du microbiote vaginal et I’apparition de cette infection reste a
approfondir, certaines interactions sont déja bien établies. Les lactobacilles, qui jouent un role
essentiel dans le maintien de I’équilibre vaginal, exercent une action protectrice notamment en
inhibant la transition de Candida albicans vers sa forme filamenteuse, par compétition
écologique, réduisant ainsi ses capacités d’adhésion et d’implantation (Peters et al., 2014). Des
facteurs tels que le diabete, la prise d'antibiotiques ou la grossesse peuvent favoriser ce

déséquilibre et entrainer une candidose (Dumont et al., 2020).

Quant a la vaginose bactérienne, elle se caractérise par une diminution significative des

lactobacilles et une prolifération d’organismes anaérobies ou anaérobies facultatifs. Ce
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déséquilibre altere profondément I’écosystéme vaginal et fragilise la barriére protectrice
naturelle. Cliniqguement, la vaginose se manifeste par des pertes vaginales malodorantes, des
brllures urinaires et des démangeaisons vulvaires. Sa prévalence est importante, touchant
environ 29 % des femmes aux Etats-Unis et 26 % en Suéde (Borges et al., 2014 ; Saraf et al.,

2021). Le tableau suivant représente les infections a pathologie vaginale.

Tableau 2. Les infections a pathologies vaginale.

_ . Agents . Réferences
Infections Symptdmes Traitement

responsable scientifique

Antifongique

Démangement, ) o
) azolée ; (De Cassia
) perte blanches Candida ) )
Candidose o ) clorimazole Orlandi
) épaisses, albicans )
vaginale (local), Sardi et al.,
brulure, (levure).
fluconazole 2021)
rougeur.
(orale).

Pertes frises/ _ ) .
Microbiote Meétronizadole ou

) odeur L ) ) (Muzny et
Vaginose ] désequilibré  clidamycine (local
. de poisson, Schwebke,
bactérienne (Gardenella ou
absence 2020)
ssp). orale).

d'inflammation.

pertes Métronidazole
MOUSSeuses Trichomonas (orale),
: . : o : (Muzny et
Trichomonase  verdatres, prurit, vaginalis traitement du 1. 2023)
al.,
érytheme (protozoaire). partenaire
vaginale. nécessaire.
Lésions Herpes
. Antiviraux
douloureuse, Simplex (Looker et
iclovi ooker e
Herpés génital fievre, Virus (HSV-1 (aciclovir,
. valvacicolovir), | al., 2020)
récidives ou
fréquentes. HSV-2). traitement
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suppressif si

récidives.

Céphalosporines

Pertes
purulentes, (ex.
Neisseria ceftriaxone)
) Douleurs ) ) (Unemo et
Gonnorrhée ) gonorrhoeae +azithromycine
pelviennes, . o al., 2020)
(bactérie). (résistance
parfois croissantes
asymptomatique. observées).
Pertes vaginale, )
Chlamydia
douleur, _ : _
_ _ trachomatis et =~ Doxycyclineet  (Manavi,
Chlamydiose saignements, )
Chlamydia Azithromycin 2006)
souvent )
pneumoniae.

asymptomatique.

I1 .3. Cas de P’infection a Candida albicans

Il est estimé que 70 & 75 % des femmes seront confrontées & au moins une occurrence de
candidose vaginale au cours de leur vie (Dumont et al., 2020). Candida albicans présente
plusieurs formes morphologiques, principalement les blastospores, les pseudo-hyphes et les
hyphes. Ces formes traduisent sa capacit¢ a s’adapter a différents environnements. Les
blastospores se reproduisent de maniére asexuée par bourgeonnement. Durant ce processus, un
nouveau bourgeon se forme a partir de la cellule mere et développe une paroi cellulaire propre.
Cette morphologie lui permet une croissance rapide en phase commensale. En revanche, la
transition vers des formes filamenteuses (pseudo-hyphes et hyphes) est associée a une virulence
accrue, facilitant I’adhésion, 1’invasion tissulaire et la formation de biofilm (Talapko et al.,
2021 ;Véronique et al., 2024 ; Hu et al., 2025).

Il .3.1. Facteurs de virulence

e L’adhésion : L’adhésion constitue la premiere étape essentielle de I’infection. C.

albicans exprime a sa surface des protéines specifiques appelées adhésines, telles que

8|Page



Syntheése bibliographique

celles de la famille ALS et Hwp1, qui se lient aux récepteurs des cellules épithéliales
vaginales. Cette interaction permet a la levure de se fixer solidement a I’hdte et de
résister a 1’élimination mécanique (Mayer et al., 2013). La capacité d’adhésion
augmente lorsqu'elle passe a la forme filamenteuse, ce qui améliore son pouvoir
d’invasion (Wu et al., 2020). L’environnement vaginal influence fortement ce
processus : en situation de dysbiose, la diminution des lactobacilles et 1’é1évation du
pH réduisent la protection naturelle du vagin. Cela facilite la colonisation par Candida
albicans, qui peut alors s’ancrer a la muqueuse et échapper aux défenses locales (Pohl,

2022).

Le dimorphisme : Candida albicans présente un dimorphisme adaptatif, c’est-a-dire
qu’elle peut alterner entre une forme levurienne (commensale) et une forme
filamenteuse (pathogéne) (Alonso-Mange et al.,2024). Ce changement est déclenché
par des signaux de 1I’environnement comme le pH, la température ou les nutriments.
La forme hyphale est plus agressive car elle permet la pénétration des tissus, 1’évasion
immunitaire et la formation de biofilms. Des études ont montré que des souches
incapables de former des hyphes perdent leur capacité a causer une infection sévére
(Alonso-Monge et al., 2024).

Le quorum sensing : est un mécanisme de communication entre cellules fongiques
basé sur des signaux chimiques, notamment le farnésol. Ce composé régule la
transition morphologique et la formation de biofilms, deux éléments essentiels a la
virulence. Il permet a C. albicans d’adapter son comportement a la densité de
population, de coordonner son développement et méme de moduler la réponse
immunitaire de 1’hote (Nickerson et al., 2024 ; Zhou et al., 2023).

Production d‘enzymes hydrolytiques : C. albicans produit plusieurs enzymes qui
facilitent la dégradation des barrieres de I’hote et I’invasion des tissus. Parmi elles, les
SAPs (protéinases aspartiques sécrétées) dégradent les protéines de la muqueuse, les
phospholipases attaquent les membranes cellulaires, et les hémolysines aident a la
libération du fer, essentiel a la croissance fongique. Ces enzymes permettent a la levure
de survivre, se propager et échapper a I’immunité de 1’hote (Wibawa, 2016).

La formation de biofilm : est une stratégie majeure de survie pour C. albicans. Elle
consiste en la création d'une communauté cellulaire structurée et protégée par une
matrice extracellulaire adhérant a une surface (Texis et al., 2024). Ce biofilm confére

une résistance importante aux antifongiques et a la phagocytose, ce qui complique le
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traitement des infections chroniques. Il favorise aussi la persistance sur les dispositifs
médicaux (comme les sondes) et augmente le risque de récidive (Texis et al., 2024 ;
Elshazly et al., 2022). Cette capacité explique en partie les échecs thérapeutiques et
la gravité des candidoses invasives. La figure ci-dessus représente 1’interaction de C.

albicans avec le microbiote vaginale.

e ‘\
1.Adhésion aux cellules 2. Evitement immunitaire
épithéliales vaginale

. Baisse de
AT TG Lactobacillus
l pH plus élevé
favorisant Candida
3. Transition morphologique 4.Déséquilibre du microbiote
(dimorphisme) vaginale
Created in BioRender.com bio

Figure 2. Interaction pathogene de Candida albicans avec le microbiote vaginal

11 .3.2. Les facteurs de risque des infections vaginale a Candida :

Les infections a C. albicans sont influencées par divers facteurs qui altérent I'équilibre
normal du microbiote vaginal, favorisant ainsi la prolifération fongique. Des études récentes

continuent de mettre en lumiére les facteurs critiques suivants (Faustino et al., 2025).

» Utilisation d'antibiotiques : La prise d’antibiotiques perturbe énormément le
microbiote vaginal. En detruisant les Lactobacillus protecteurs, ces traitements
facilitent la prolifération de C. albicans, causant une candidose vulvo vaginale dans
10 a 30 % des cas post antibiothérapie (Xu et al., 2008).

» Changements hormonaux : L'épithelium vaginal subit une réduction de glycogene
a cause des modifications hormonales, particulierement la diminution des
cestrogénes. Cela limite la croissance des Lactobacillus, indispensable pour la

préservation d'un pH faible et la défense contre les agents pathogenes. Cette
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altération du microbiote vaginal stimule la multiplication de micro-organismes
opportunistes tels que C. albicans, ce qui augmente le danger d'infections vaginales
(Navarro et al., 2023 ; Valentine et al., 2025).

> Etats immunodéprimés : L’infection par le VIH, les maladies auto-immunes ou
encore I’immunosuppression physiologique liée a la grossesse augmentent également
la susceptibilité a la candidose vulvo-vaginale. La réduction de la réponse immunitaire
cellulaire permet a C. albicans de coloniser plus facilement les muqueuses vaginales
et de provoquer des infections récurrentes (Sustr et al., 2020).

» Facteurs liés au mode de vie et pratiques d’hygiéne : De mauvaises habitudes
d'’hygiéne menstruelle, comme le changement peu fréquent d'absorbants, sont
associées a une prévalence plus élevée de CVC (Gomes et Islam, 2024). Le port de
sous-vétements synthétiques serrés peut créer un environnement chaud et humide

favorisant a croissance de Candida (Hosiikoglu et al., 2022).

Il .4. Traitements des candidoses vaginales

Il .4.1. Traitements naturels

Les probiotiques, tels que Bacillus et Enterococcus, renforcent les effets antifongiques,
notamment lorsqu’ils sont utilisés en complément de la thérapie photodynamique. Cette
synergie favorise I'éradication du biofilm et contribue a diminuer la résistance aux
antifongiques (Ghanbari et Makhdoumi, 2025).

Les plantes médicinales offrent une alternative prometteuse pour le traitement des
infections a Candida, grace a leur faible toxicité et a leur risque réduit de provoquer des
résistances. En effet, les phytoconstituants actifs agissent en perturbant la formation de biofilms
et en altérant I'intégrité des cellules fongiques. Cela constitue une approche complémentaire
intéressante aux antifongiques classiques (Hazarika et al., 2024). Le tableau 3 représente les

plantes utilisé en tant que traitement naturel contre C. albicans en Algérie.
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Tableau 3. Les plantes utiliser en Algérie en tant que Traitement naturel contre les infections
a Candida

Effet antifongique

, Origine/Localisation Reférence
observé
Activite antifongique Utilisée
) o . (Boukhatem et al.,
Thymus vulgaris in vitro contre traditionnellement en 2020)
Candida albicans. Algérie.

. L Activité anti biofilm .
Salvia officinalis o Région d’Annaba.  (Kerkoub et al., 2018)
et antifongique.

Artemisia herba-alba,

Asphodelus Propriétés o )
- ) ) Régions sahariennes )
tenuifolius, Cotula antifongiques ) (Salhi et al., 2017)
) ) d’Algérie.
cinerea, Euphorbia prometteuses.
guyoniana

Il .4.2. Traitements antifongiques

Les agents antifongiques, tels que les azolés, les échinocandines et les polyénes, agissent
en ciblant les membranes cellulaires des champignons ou en intervenant dans la synthese des
parois cellulaires. Ce mécanisme perturbe leur croissance et leur réplication (Agbadamashi et
Price, 2024).

L'augmentation de la résistance aux antifongiques, associée a leur toxicité accrue et a
leur efficacité limitée face aux biofilms, complique considérablement le succes des traitements
(Jha et al., 2024).

« En Algérie, le clotrimazole et le miconazole sont les traitements topiques les plus
utilisés contre la candidose vulvo-vaginale, selon les fiches du ministére de 1’Industrie
Pharmaceutique (PharmNet-DZ, 2024). Le tableau 4 présente les principaux antifongiques
utilisés dans le contexte national, en mettant en évidence les formes galéniques disponibles et
leurs indications thérapeutiques.
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Tableau 4. Les Antifongiques Les plus utilisés en Algérie

Médicament / Classe Forme utilisée Indication Référence

Traitement local
(PharmNet-DZ,

Clotrimazole Ovule 500 mg / creme 1%  de la candidose

) ) 2024)
vulvaire/vaginale.
) . Candidose (PharmNet-DZ,
Miconazole Ovule 100 mg / creme 2% ]
vaginale. 2024)
, . Candidose (PharmNet-DZ,
Econazole Ovule LP 150 mg / créme o
récidivante. 2024)
) Traitement
Geélule 150 mg per os o
Fluconazole ) systémique (HAS, 2014)
(voie orale) '
d’appoint.
Alternative
Nystatine Ovule 100 000 Ul / créme pendant la (Vidal, 2022)
grossesse.
(PharmNet-DZ,
Capsules 100 mg (voie | Cas résistants ou
Itraconazole o 2024)
orale) récidivants.

I1 .5. Difficultés liées au traitement

Les traitements conventionnels échouent fréeqguemment a cause de la résilience des
biofilms et de Il'apparition d'une résistance aux agents antimicrobiens, ce qui exige le
développement de nouvelles approches thérapeutiques (Mondal et al., 2023) (Han et al.,
2021).

L'accent est de plus en plus mis sur I’élaboration de traitements efficaces ciblant les
troubles dysbiotiques sous-jacentes au lieu que de se contenter de traiter les symptémes (Han

et al., 2021).
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Partie 11 : Les probiotiques

111.1. Définition

Le terme de probiotique a été batie a partir des mots grecs npo, préfixe signifiant « pour »

ou « en faveur de », et Biog, désignant la vie (Coudeyras et Forestier, 2010).

Le groupe de travail d'experts de I'OMS et de la FAO (Organisation des Nations Unies
pour I'alimentation et I'agriculture) a établi une définition des probiotiques .Les probiotiques
sont actuellement définis comme des « micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont

consommés en quantité adéquate, ont un effet bénéfique sur la santé de 1’hote » (Butel, 2014).
[11.2. Diversité des probiotiques

La plupart des probiotiques sont des bactéries a Gram positif, en particulier des espéces
appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Des exemples de certaines especes
non pathogénes posseédant des propriétés probiotiques introduisent Escherichia coli,
Enterococcus, Pediococcus et des levures telles que Saccharomyces boulardii. certains autres
bactéries commensales intestinales, comme Streptococcus oralis et Salivarius, auraient des
effets bénéfiques sur la santé (Mazziotta et al., 2023) (Del Pilar Angarita-Diaz et al., 2024).

111 .3. Les effets des levures probiotiques :

Antagonisme contre
P les agents pathogénes

Adhérence aux cellules Probiotiques
intestinales humaines \ de levure

Production de substances
antimicrobiennes et
d’autres métabolites

Figure 3.Les avantages des levures probiotiques (Gopalan et al., 2023)

14|Page



Syntheése bibliographique

111 .4. Saccharomyces cerevisiae en tant que probiotique

Saccharomyces cerevisiae est une levure ascomyceéte qui a été traditionnellement utilisee
pour la fermentation des sucres en vue de la production de divers aliments et boissons.
Récemment, elle est également employée comme composant dans les suppléments probiotiques
destinés a traiter et prévenir différentes affections diarrhéiques. Ce micro-organisme
unicellulaire est I’'un des eucaryotes modeles les plus recherchés et a principalement été utilisé
comme hote pour la fabrication de protéines recombinantes. C’est un envahisseur courant de la
peau, des muqueuses vaginales ainsi que des systéemes digestif et respiratoire. Il reste a
déterminer si la colonisation du tube digestif est durable ou temporaire suite a la consommation

d’aliments contenant des levures (Fadhel et al., 2019).

Selon Pericolini et al. (2017), I’application locale de S. cerevisiae, qu’elle soit vivante
ou non, a permis d’accélérer 1’¢limination de C. albicans du vagin infecté chez les souris et
ainsi de raccourcir la durée du VVC. Cet effet positif est attribu¢ a I’inhibition de 1’adhésion de
la Candida a la surface muqueuse par la formation de Co-agrégats, ce qui empéche les Iésions

tissulaires induites par la levure (Wang, Liu, et Chen, 2024).

Il ne se trouve sur le marché que deux types de levures probiotiques : Saccharomyces
boulardii et S. cerevisiae (Wang, Liu, et Chen, 2024).

Par ailleurs, S. cerevisiae a montré un effet immunomodulateur bénéfique dans des
modeles expérimentaux de colite, notamment en réduisant I’inflammation et en modulant la

flore intestinale ( Sun et al., 2021).
111 .5. Kluveromyces marxianus en tant que probiotique

Quand K. marxianus a été identifiée pour la premiere fois, elle a recu le nom de
Saccharomyces marxianus. Ses atouts, comme sa thermotolérance, sa croissance rapide, son
aptitude a libérer des enzymes lytiques, sa capacité a assimiler une large gamme de sucres et sa
production d’éthanol par fermentation, justifient son adaptation a un usage industriel dans
différents contextes commerciaux. En outre, cette espece de levure a été classée « GRAS »
(Generally Recognized As Safe) par la Food and Drug Administration (FDA) et a obtenu une «
Présomption de sécurité qualifiée » (QPS) de I’ Autorité européenne de sécurité des aliments

(EFSA) (Homayouni-Rad et al., 2020).

Une des propriétés essentielles de K. marxianus est sa capacité a résister aux enzymes

gastro-intestinales, ce qui lui permet de survivre dans des environnements gastro-intestinaux
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hostiles. K. marxianus a été isolée du lactosérum par Diaz et ses collaborateurs, qui ont mis en
évidence les caractéristiques probiotiques de cette levure a travers des tests in vitro sur
I’alimentation animale. Dans cette recherche, les souches choisies ont prouvé leur aptitude a
résister a des conditions difficiles dans le systeme gastro-intestinal (Homayouni-Rad et al.,
2020). Ces observations ont été confirmées par (Youn et al., 2022) qui ont montré une

excellente survie de K. marxianus dans des conditions simulées du tube digestif.

K. marxianus a également démontré sa capacité a inhiber Candida albicans, en particulier
les souches résistantes au fluconazole, en réduisant la filamentation et la formation de biofilm.
Elle réduit I’adhésion de C. albicans aux cellules épithéliales vaginales, empéchant ainsi
potentiellement 1’infection. De plus, K. marxianus diminue I’expression des génes SAP2 et
SAPG, qui sont associés a la virulence de C. albicans (Buonanno et al., 2025 ; Youn et al.,
2023).
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I. Prélevements vaginaux

I .1. Origine des prélévements

Cette étude a éeté porté sur 20 échantillons vaginaux préleves aupres de 20 patientes
ayant consultées pour un diagnostic d'infection au service de gynécologie d'une institution
privée située dans la Wilaya de Bejaia entre avril et mai 2025. Cette étude a été réalisée au

laboratoire de biotechnologie de I’université Abderrahmane Mira de Bejaia.
| .2. Méthode de prélevement

Les prélevements ont été réalisés par le gynécologue responsable du service. Un
écouvillon est introduit dans I'endocol en réalisant un mouvement de rotation puis transféré
dans un tube contenant 9 ml de bouillon nutritif supplémenté en chloramphénicol (0,05 %)
(Annexel Tableau 6). Ce milieu permet de favoriser la croissance des levures tout en
inhibant celle des bactéries, afin de faciliter ’isolement des souches fongiques (Chauhan et

Jindal, 2020). Les échantillons ont été acheminés rapidement au laboratoire.

I .3. Souches probiotiques
Des levures probiotiques Saccharomyces cerevisiae isolé du figuier (Ficus carica) et
Kluyveromyces marxianus a isolé du grenadier (Punica granatum)) appartenant a la

collection du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (Barache et al., 2024).

I1. Isolement, purification et identification des souches

11.1. Isolement des souches fongiques

Pour chaque prélevement, un écouvillon est immergé directement dans 9 ml de
bouillon nutritif additionné de chloramphénicol a 0,05%, et les tubes sont incubés a 37°C
pendant une période allant de 24 a 48 heures. Des isolements en stries sont effectués sur une
gélose DG-18 (Dichlorane-Glycérol) additionnée de chloramphénicol (Annexe 1 Tableau

3) a partir de chaque bouillon, suivis d'une incubation a 37°C pendant 24 a 72 heures.

11.2. Purification et identification des souches fongiques
La purification consiste a faire des repiquages successifs (gélose <> bouillon) jusqu’a
I’obtention d’une culture pure de colonies caractéristiques et bien isolées en vérifiant
séquentiellement la forme, 1’organisation cellulaire aprés coloration au Bleu de Méthyléne

pour les souches fongiques.
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Un test de filamentation est réalisé sur toutes les souches afin de différencier les
différentes espéces de levures présentes dans le microbiote vaginal, il est particulierement
utile pour distinguer Candida albicans des autres levures. Ce test a été effectué en
ensemencant une colonie dans 3 ml de sérum humain. Aprés 3 heures d’incubation a 37°C
un montage d’état frais a été effectué afin de rechercher des tubes germinatifs

caractéristiques de Candida albicans (Moya-Salazar & Rojas, 2018).

La présence de tubes germinatifs confirme leur appartenance a l'espece Candida

albicans.

I11. Caractérisation des souches

I11. 1. Activité hémolytique

Afin de vérifier ’activité hémolytique des souches de Candida albicans, 5ul d’une
culture fraiche agée de 18h a été déposées en stries a la surface d’une gélose de base
Columbia (Annxel Tableau 4) additionnée de 5 % (v/v) de sang humain puis incubée
pendant 24 h a 37°C. Les boites sont examinées pour I’apparition ou non de zones

hémolytiques autours des stries (Mogavero et al., 2022).

I11. 2. Mise en évidence L’activités antifongiques

I11. 2.1. Test des spots

Une culture fraiche de Candida albicans a été obtenue en incubant, a 37 °C pendant 18
heures, un bouillon nutritif préparé en ajoutant 1 ml de suspension de C. albicans a 9 ml de

milieu.

La surface a été uniformément ensemencée avec cette culture fraiche, de maniére a
recouvrir toute la boite. Les levures probiotiques : S. cerevisiae et K. marxianus, cultivées
dans les mémes conditions (18 h a 37 °C), ont ensuite été déposées en spots de 5 ul a I’aide
d’une micropipette stérile sur la gélose ensemencée. Suite a un séchage modéré a
température ambiante, les boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures (Sahu et al.,
2023). La figure 4 représente la mise en évidence de I’activité antifongique des isolats par la

méthode des spots.
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4
L P
— ” .\\
Inuoduife I'écouvillon Encemencement en tapis Dépot de 5pl de suspension des
dans lIa culture de la levure de I'inoculum sur gélose probiotiques en spots
C. albicans . Mueller Hinton, puis

laisser sécher.

OV m) @

Incuber les boites a 37°C/ Laisser sécher les spots

24h.

Figure 4. Mise en évidence de ’activité antifongique des isolats par la méthode des spots

I11. 2.2. Test des puits

Les boites de Pétri ont été remplies avec 20 mL de gélose Mueller-Hinton (MH) (Annexe
1 Tableau 5), puis ensemenceées par écouvillonnage avec une culture de Candida albicans
agée de 18 heures. Quatre puits de 6 mm de diamétre ont ensuite été creusés dans la gélose

a I’aide d’un embout stérile.

Chaqgue puits a été rempli avec 50 puL de surnageant obtenu a partir de cultures des
souches probiotiques Saccharomyces cerevisiae et Kluyveromyces marxianus. Les cultures
ont d’abord été centrifugées a 6000 tr/min pendant 15 minutes. Le surnageant a ét¢ prélevé
a I’aide de cones stériles montés sur une micropipette de 1000 pL. Deux puits ont été remplis

avec le surnageant de S. cerevisiae et deux autres avec celui de K. marxianus.

Les boites ont ensuite été laissées a température ambiante pendant 2 heures pour permettre

une bonne diffusion, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures. Ce protocole est adapté de
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Kunyeit et al. (2019). La figure 5 représente la mise en évidence de 1’activité antifongique

des isolats par la méthode des puits.

4
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Introduir; 1'écouvillon Encemencement en tapis Creuser des puits sur la gélose a
dans la culture de la levure de I'inoculum sur gélose l'aide d'un embout stérile
C. albicans . Mueller Hinton, puis
laisser sécher.
. s
\ ‘;
N \ v:
— | | —— &8
Incuber les boites a 37°C/ Laisser sécher pendant 2h Dépot de 50yl de surnageant des
24h. probiotiques dans les puits.

Created in BioRender.com bio

Figure 5. Mise en évidence de I’activité antifongique des isolats par la méthode des puits

IVV. Mise en évidence de la formation de biofilm

L’évaluation de la capacité des souches de Candida albicans a former un biofilm a été
réalisée a I’aide d’un test colorimétrique utilisant le violet de gentiane, sur microplaque en
polystyréne a 96 puits. Cette méthode s’inspire des protocoles développés par O'Toole et
Kolter. (1998), puis adaptés aux levures par Ait Ouali et al. (2014), avec certaines

modifications.
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IV.1. Préparation des micro cultures

Les levures ont été cultivées pendant 24 heures a 37 °C dans du Tryptic Soy Broth
(TSB) (Annexe 1, Tableau 2). Les suspensions de C. albicans ont été standardisées a une
densité optique comprise entre 0,08 et 0,1 a 600 nm, a 1’aide d’un spectrophotomeétre. Les

conditions expérimentales ont été préparées comme suit :

« Conditions test : chaque puits contenait 100 ul de TSB, 20 pl de suspension de C.
albicans et 80 ul de surnageant de levure (provenant de S. cerevisiae ou K.
marxianus).

e Témoins positifs : 100 pl de TSB et 100 pl de suspension de C. albicans (sans
surnageant).

e Témoins négatifs : 120 ul de TSB et 80 pl de surnageant de levure (sans C.
albicans).

e Témoin négatif doublé : 200 ul de TSB seul (sans cellules ni surnageant).

Les conditions ont été réalisées en triplicat, les témoins positifs et négatifs en
quadruplicat, tandis que le témoin négatif doublé a été répété vingt fois, afin d’établir une
base statistique robuste. Les volumes ont été distribués dans des microplaques, suivies d’une

incubation statique de 24 heures a 37 °C.
IV.2. Etapes de fixation et de coloration

Apres incubation, les puits ont été rincés trois fois avec de I’eau distillée stérile pour
éliminer les cellules non adhérentes. Le biofilm résiduel a été fixé par ajout de 200 pl
d’éthanol a 70 % pendant 20 minutes. Les puits ont ensuite été vidés et laissés a sécher a
température ambiante, dans des conditions aseptiques.

La coloration a été effectuée par ajout de 200 pul de violet de gentiane a 0,1 % (p/v),
suivie d’une incubation pendant 20 minutes. Le colorant non fixé a été éliminé par lavages
successifs a I’eau distillée stérile, jusqu’a obtention d’un liquide de ringage clair. Le colorant

fix¢é a ensuite été solubilisé a 1’aide de 200 pl d’éthanol a 95 %.

L’absorbance a été mesurée a 630 nm a ’aide d’un lecteur de microplaque (BioTek

ELx808), reflétant indirectement la quantité de biofilm formé.
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V. Pouvoir antiadhésif des souches probiotiques

Ce test avait pour objectif d’évaluer I’effet inhibiteur exercé par les levures
probiotiques, S. cerevisiae et K. marxianus sur 1’adhésion de Candida albicans aux surfaces

abiotiques. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon Stepanovié et al. (2007).

Inhibition (%) - ((A{témoin}_ A{test}) A{témOln}> X 100

A{témoin}

Des cultures fraiches de C. albicans ont été obtenues aprés incubation pendant 18
heures a 37 °C dans du Tryptic Soy Broth (TSB). Les cultures des souches probiotiques ont
été centrifugées a 6000 tr/min pendant 15 minutes pour obtenir des surnageant.

La répartition des volumes dans les puits de microplaques, incluant les différentes
combinaisons test/souches/témoins, a été réalisée conformément au protocole expérimental
décrit dans la section 1V.1. Chaque condition a été disposée selon le méme schéma de
triplicats ou de quadruplicats, et les témoins négatifs absolus ont été répétés vingt fois pour

assurer une base statistique solide.

Les plaques ont été incubées statiquement pendant 24 heures a 37 °C. A I’issue de cette
incubation, les puits ont été vidés puis traités selon la procédure standard décrite dans la
section 1V.2, incluant les étapes de lavage, de fixation a 1’éthanol, de coloration au violet de
gentiane et de lecture a 630 nm, selon une adaptation de la méthode de Ait Ouali et al.
(2014).

V1. Test d’agrégation et Co-agrégation

Les levures pathogenes C. albicans ainsi que les levures probiotiques, S. cerevisiae et
K. marxianus ont été cultivées dans du bouillon nutritif pendant 18 heures a 37 °C. Ce test
vise a évaluer la capacité des souches probiotiques a s’agréger avec la levure pathogene,
dans le but d’identifier un potentiel effet d’exclusion ou de compétition, pouvant limiter
I’adhésion ou la colonisation de C. albicans. Aprés incubation, les cultures ont été
centrifugées afin d’éliminer le surnageant, puis les culots ont été lavés deux fois a I’eau
physiologique stérile afin d’éliminer les résidus de milieu de culture. Les suspensions
obtenues ont ensuite ¢été ajustées pour mesurer I’absorbance de chaque souche (levure

pathogene, levure probiotique) ainsi que celle du mélange a I’instant initial (T=0), a I’aide
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d’un spectrophotomeétre & 600 nm. Les levures en culture individuelle et les mélanges ont
ensuite été incubés a 37 °C pendant 2 heures. A la fin de I’incubation (T=2h), I’absorbance
des échantillons a été mesurée a nouveau pour permettre le calcul du pourcentage de Co-
agrégation entre les différentes souches (Barache et al., 2020). Le pourcentage de Co-
agrégation a été calculé selon la formule suivante :

(Ax + Ay)/2 — A(x + )

(Ax + Ay)/2 x 100

Co — agregation =
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I. Isolement et identification présomptive des pathogenes

Sur un total de 20 isolats ensemenceés sur milieu DG-18, seulement 7 présentaient une
morphologie typique des levures, confirmée par observation microscopique. Ces isolats
présentaient des cellules rondes a ovale, caractéristiques des levures L1, L2, L3, L4, L5, L6,
L7 (Figure 6).

Tous les isolats se sont révélés catalase-positifs, ce qui est compatible avec les especes de
levures pathogénes opportunistes, notamment du genre Candida (Cuéllar-Cruz et al., 2008)

Ces résultats suggerent que le milieu DG-18 (annexe 1 tableau 3), bien qu’adapté a la
croissance fongique, n’est pas sélectif pour les levures pathogeénes, puisque seulement 35 % des
isolats présentaient une morphologie typique de levures. Ce taux relativement faible peut
s’expliquer par la présence d’autres micro-organismes saprophytes ou contaminants

environnementaux plus compétitifs sur ce milieu.

Figure 6. Photographies des observations au microscope optique (Grossissement x40) de : a)
I'aspect cellulaire des isolats fongiques aprés coloration au bleu de méthylene, b) aspect

macroscopique des colonies de Candida.
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I1. Test de bourgeonnement

Le test de bourgeonnement réaliser sur les 7 isolats obtenues a montré la présence de
tubes germinatifs dans tous les échantillons retenus L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L’observation
de tubes germinatifs aprés incubation dans le sérum humain, caractéristique spécifique de

Candida albicans, indique qu’il s’agit de souches appartenant a cette espéce.

Ces résultats sont cohérents avec les observations morphologiques classiques de Candida
albicans, dont la production de tubes germinatifs en présence de serum constitue un critére
distinctif important (Moya-Salazar et Rojas, 2018). La confirmation biologique par test de
catalase et observation microscopique soutient I'identification. La figure 7 suivante présente

une image microscopique de Candida albicans (Grossissement x40).

Figure 7. Observation microscopique de Candida albicans (Grossissement x40)

I11. Activité hémolytique

Le test sur Columbia additionnée de 5 % (v/v) de sang humain a révélé que parmi les cing
souches testées (Annexe 2) les résultats sont montrés dans le tableau 5 suivant :
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Tableau 5. Activité hémolytique des souches testées

Hémolyse a L2/L3/L4/L7

Hémolyse y L1/L5/L6

La présence d’une hémolyse o chez certaines souches de Candida albicans (L2, L3, L4,
L7) indique une activité hémolytique partielle, suggérant un potentiel virulent moderé.
L’hémolyse a, caractérisée par une coloration verdatre, résulte de I’oxydation partielle de
I’hémoglobine et refléte une capacité a interagir avec les érythrocytes sans provoquer leur lyse
compléte. En revanche, I’absence d’hémolyse chez les souches L1, L5 et L6 peut indiquer une
virulence moindre, notamment en ce qui concerne la capacité a acquérir du fer, nutriment
essentiel a la prolifération fongique dans I’hote (Mogavero et al., 2022). La figure 8 suivante

montre L’activité d’hémolyse des levures avec contrOle.

Figure 8. Activité hémolytique des isolats

IV. Evaluation de la formation de biofilm par les souches Candida albicans

La capacité des souches isolées a former un biofilm a été évaluée a I’aide d’un test sur
microplaque a 96 puits, utilisant le violet de gentiane. L’absorbance a été mesurée a 630 nm a

I’aide d’un lecteur de microplaque.

Le témoin négatif (milieu TSB seul, blanc), ayant une absorbance notée Ac = 0,200, a
servi de référence pour I’interprétation des résultats, selon les critéres définis par Stepanovié
et al, (2007) :

- A < Ac: non adhérente (non productrice de biofilm).
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- Ac <A <2Ac: faiblement adhérente (faible productrice de biofilm).
- 2Ac < A <4Ac : modérément adhérente (productrice modérée).

- A > 4Ac : fortement adhérente (forte productrice de biofilm).

Les capacités d’adhésion et de formation de biofilm des souches de C. albicans ont été

évaluées par la méthode du cristal violet, comme représenté dans 1’histogramme (Figure 9).
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Figure 9. Capacité d'adhésion et de formation de biofilm des souches de Candida albicans

Toutes les valeurs d’absorbance sont comprises entre 0,23 et 0,34, ce qui indique que :

« Toutes les souches présentent des niveaux d’adhésion faibles, selon la classification de
Stepanovic et al. (2007) si Ac < A <2Ac.

« Il yaune variabilité 1égére entre les souches.

e Lessouches L2 et L6 montrent la plus forte capacité d’adhésion.

o Lessouches L5 et L7 montrent les valeurs les plus faibles.

Les résultats obtenus révelent que toutes les souches testées L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7
presentent un faible capacité d’adhésion aux surfaces abiotiques, avec des valeurs d’absorbance
situées dans la plage Ac < A <2Ac. Cela suggére que ces souches de Candida albicans sont
faiblement adhérentes, donc peu capables de former des biofilms robustes dans les conditions
testées.
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La légere variabilité observée entre les souches, notamment L2 et L6 qui se sont révelées
plus adhérentes, pourrait s’expliquer par des différences intrinséques telles que la composition
de la surface cellulaire ou I’expression variable de facteurs d’adhésion (Stepanovié et al.,
2007). Toutefois, il convient de souligner que ce test a été réalisé sur une seule surface (le

plastique de la microplaque), ce qui limite 1’évaluation compléte du pouvoir adhésif dans des

conditions variées.

V. Pouvoir antiadhésif des souches probiotiques

Les pourcentages d'inhibition de I’adhésion ont été calculés en comparant les absorbances
mesurées pour chaque souche de Candida albicans seule (condition témoin) a celles observées
en coculture avec les probiotiques. Une diminution de I’absorbance a été interprétée comme un
effet antiadhésif, traduit par un pourcentage d’inhibition positif. En revanche, lorsqu’aucune
réduction n’est observée, le pourcentage d’inhibition a été nul, indiquant une absence d’effet

(Stepanovic et al., 2007 ; Ait Ouali et al., 2024).

Les pourcentages d'inhibition obtenus pour chaque souche en présence des deux
probiotiques sont représentés dans 1’histogramme ci-dessous, permettant une visualisation

comparative de I’effet antiadhésif exercé par S. cerevisiae et K. marxianus.

20

18 m Saccharomyces cerevisiae Kluveromyces marxianus

= = = =
o N = [e)]

(o]

Pourcentage d'inhibition (%)

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7

Souche

Figure 10. Résultats de test antiadhésif des souches probiotique sur Candida albicans
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Les résultats, présentés dans I’histogramme, révélent que :

e Seules les souches L6 et L7 ont montré une inhibition notable de I’adhésion.

e Saccharomyces cerevisiae est significativement plus efficace que Kluyveromyces
marxianus sur ces deux souches.

e Aucune activité antiadhésive n’a été détectee pour les autres souches L1, L2, L3, L4 et
L5, suggérant une résistance a ’effet des surnageant probiotiques dans les conditions

testées.

Selon Stepanovic¢ et al. (2007) et Ait Ouali et al. (2024), seules les souches L6 et L7 de
C. albicans ont été partiellement inhibées par les surnageants de levures probiotiques. S.
cerevisiae a montré un effet antiadhésif plus marqué (18 % pour L6 et 12 % pour L7), tandis
que K. marxianus a eu un effet trés limité (4 % et 2 % respectivement). Bien que ces taux restent
relativement faibles, ils indiquent une certaine activité souche-dépendante, possiblement liée a
des différences de surface cellulaire ou a I’expression variable de facteurs d’adhésion. Des
¢tudes antérieures ont également rapporté une inhibition modérée de I’adhésion de C. albicans
par des levures probiotiques notamment S. cerevisiae et S. boulardii, avec des taux variables

selon les souches testées (Sanchez et al., 2008 ; Hatoum et al., 2012).

V1. Evaluation de Pactivité antifongique par les tests des spots et des puits

Les levures probiotiques utilisées dans ces tests ont été codées comme suit et ont été
testées a la fois dans les deux types de tests (spots et puits) : Saccharomyces cerevisiae (SC),
Kluyveromyces marxianus (KM).

Ce codage a été utilisé pour identifier les probiotiques déposés sur les boites de gélose,

aussi bien dans le test des spots que dans celui des puits.

V1.1. Test des spots

Sur les sept souches pathogenes testées, aucune n’a présenté de véritable zone
d’inhibition franche ; toutefois, dans deux cas, un léger éclaircissement du milieu autour du
dépbt de S. cerevisiae a été observé pour les levures 5 et 6. Ces zones floues et mal délimitées
peuvent étre interprétées comme des pseudo-zones d’inhibition, traduisant une interaction

partielle ou une action limitée du probiotique sur la croissance de C. albicans.
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En revanche, aucune pseudo-zone ni effet visible n’a été détecté autour des dépots de
K. marxianus, ce qui suggére une absence d'interaction inhibitrice dans les conditions
expérimentales utilisées. Ces résultats suggérent que 1’effet antifongique des levures
probiotiques est faible, voire absent, et semble dépendre a la fois de la souche probiotique et de
la souche pathogene ciblée. Le phénomeéne de pseudo-inhibition observe pourrait étre attribué
a une compétition pour les nutriments, & une modification locale du pH, ou encore a une faible
production de composés antifongiques. Bien que Saccharomyces cerevisiae ne soit pas
principalement reconnue pour son activité antifongique, certaines souches ont été rapportées
comme produisant, dans des conditions spécifiques, des métabolites capables d’inhiber
partiellement Candida albicans (Hatoum et al., 2012). La figure 11 montre 1’activité
antifongique des souches probiotiques S. cerevisiae (1) et K. marxianus (2) a 1I’égard des levures

pathogenes L5 et L6, évaluée par le test de spot.

Figure 11.0Observation de I'activité antifongique des probiotiques S. cerevisiae (1) et K.
marxianus (2) a I'égard des levures 5 et 6 par le test de spots

V1.2, Test des puits

Le test d’inhibition par la méthode des puits n’a montré aucune zone franche d’inhibition
autour des souches probiotiques testées (SC et KM) contre la levure pathogéne. Cependant, de
Iégeres pseudo-zones ont été observées autour des puits contenant KM pour les levures 2 et 7,
ce qui pourrait indiquer une faible activité antifongique ou un simple effet de diffusion sans

inhibition réelle. Aucune zone n’a été observée avec SC. Ces résultats suggerent une activité
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probiotique limitée ou indirecte. (Kunyeit etal., 2019). L'activité est dite "indirecte" lorsqu’elle
n’est pas liée a une action antifongique directe (comme la production de substances
inhibitrices), mais plutdt & des mécanismes secondaires, tels que la competition pour les
nutriments, une modification locale du pH, ou encore une Co-agrégation empéchant 1’adhésion
de C. albicans. Ainsi, bien que les levures probiotiques présentent certaines interactions avec
la souche pathogéne, celles-ci semblent insuffisantes pour induire une inhibition significative
ou constante, d’ou la conclusion d’une activité probiotique limitée ou indirecte (Hatoum et al.,
2012). La figure 12 montre I’activité antifongique des souches probiotiques S. cerevisiae (1) et

K. marxianus (2) a I’égard de la levure 7, évaluée par le test des puits.

Figure 12. Observation de I'activité antifongique des probiotiques S. cerevisiae (1) et K.

marxianus (2) a I'égard de la levure 7 par la méthode des puits
VI1. Test de Co-agrégation entre C. albicans et K. marxianus et S. cerevisiae

La Co-agrégation entre les souches pathogenes de C. albicans avec les levures
probiotiques K. marxianus et S. cerevisea a été évaluée par spectrophotométrie a 600 nm. Ce
test est important car il permet d’analyser la capacité des probiotiques a interagir physiquement
avec le pathogeéne, formant ainsi des agrégats mixtes susceptibles de limiter 1’adhésion de C.

albicans aux surfaces, et donc sa colonisation et la formation de biofilm.
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Selon Collado et al. (2008), la Co-agrégation constitue un mécanisme clé par lequel les
probiotiques peuvent inhiber I’implantation des pathogenes en les piégeant et en réduisant leur
acces aux sites d’adhésion. L’histogramme suivant représente les résultats de test de Co-

agrégation (Figure 13).
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Figure 13. Histogramme représente les résultats de test de Co-agrégation

VII.1. Entre C. albicans et K. marxianus

Les souches testées montrent des capacités variables de Co-agrégation avec
Kluyveromyces marxianus. La souche L6 se distingue nettement avec un pourcentage élevé de
Co-agrégation atteignant environ 37 %, indiquant une forte affinité avec cette levure. Les
souches L2 et L3 présentent également des pourcentages modérés (environ 16 %), tandis que
les souches L4, L5 et L7 affichent des valeurs plus faibles, comprises entre 10 % et 17 %. Enfin,
la souche L1 montre la Co-agrégation la plus faible, autour de 6 %. Ces résultats suggérent que
certaines souches (notamment L6) possedent des structures de surface ou des propriétés
physico-chimiques favorisant une interaction forte avec K. marxianus. Cette aptitude a Co-
agréger peut contribuer a limiter 1’adhésion de levures pathogenes sur les surfaces épithéliales,
jouant ainsi un réle protecteur important dans un contexte probiotique (Yocheva et al.,2024).
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VI11.2. Entre C. albicans et S. cerevisiae

La Co-agrégation avec Saccharomyces cerevisiae a été observée uniquement chez les
souches L2 et L6. La souche L6 présente un taux notable d’environ 28 %, ce qui indique une
bonne capacité d’interaction. En revanche, la souche L2 montre un pourcentage trés faible,
avoisinant les 2 %, tandis qu’aucune Co-agrégation n’a été observée pour les autres souches.
Ces reésultats révelent que S. cerevisiae interagit de facon plus restreinte avec les souches
testées, en comparaison avec K. marxianus. Toutefois, la souche L6 conserve une bonne
capacité de Co-agrégation avec les deux levures, ce qui en fait une candidate prometteuse pour

des applications probiotiques (Yocheva et al.,2024).

Dans I’ensemble, les résultats obtenus montrent que Kluyveromyces marxianus présente
une capacité de Co-agrégation plus marquée avec les souches testées que Saccharomyces
cerevisiae. La souche L6 se démarque par son fort pouvoir de Co-agrégation avec les deux
especes, ce qui suggere un potentiel probiotique élevé, notamment pour empécher 1’adhésion
ou le développement de levures pathogenes. Cette variabilité inter-souches souligne
I’importance d’une sélection rigoureuse dans le choix de souches a usage probiotique, coOmme

le confirme Collado et al. (2008).

Nos résultats, mettant en évidence une Co-agrégation plus marquée entre Kluyveromyces
marxianus et Candida albicans que chez Saccharomyces cerevisiae, sont en accord avec les
travaux de Buonanno et al. (2025), qui ont démontré le fort potentiel probiotique d’une souche
de K. marxianus isolée d’un levain, avec des pourcentages de Co-agrégation élevés vis-a-vis de
souches vaginales de C. albicans. A ’inverse, ’étude de Tomi¢i¢ et al. (2022) a montré que la
Co-agrégation de S. boulardii avec Candida spp. Reste modérée et dépendante des conditions
de culture. Ces résultats confirment que la capacité de Co-agrégation est fortement souche-
dépendante, et positionnent la souche L6 comme une candidate prometteuse pour des

applications probiotiques antifongiques.
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Conclusion

Ce travail visait a évaluer le pouvoir antagoniste de deux levures probiotiques,
Saccharomyces cerevisiae et Kluyveromyces marxianus, vis-a-vis de levures pathogeénes

d’origine vaginale, en particulier Candida albicans.

Sur un total de 20 échantillons vaginaux analyseés, seulement 7 souches ont été isolées et
confirmées comme étant des Candida albicans (soit 35 %). Leur identification s’est appuyée

sur 1’observation microscopique, la production de tubes germinatifs et ’activité catalasique.

L’évaluation de leur activité hémolytique a révélé une variabilité de virulence : 4 souches
L2, L3, L4, L7 ont montré une hémolyse a (partielle), traduisant une interaction avec les

érythrocytes, tandis que 3 souches L1, L5, L6 n’ont présenté aucune activité hémolytique.

L’analyse de la capacité d’adhésion et de formation de biofilm a indiqué que toutes les
souches étaient faiblement adhérentes, avec des absorbances comprises entre 0,23 et 0,34. Les
souches L2 et L6 se sont distinguées par une adhésion légerement plus élevée, suggérant un
potentiel biofilmique modéré.

Les tests du pouvoir antiadhésif ont montré que seules les souches L6 et L7 ont réagi
positivement aux effets des surnageants des levures probiotiques. L’effet inhibiteur le plus
marqué a été observé avec S. cerevisiae, atteignant 18 % pour L6 et 12 % pour L7, contre des
valeurs tres faibles avec K. marxianus. Aucune inhibition n’a été enregistrée pour les cing autres

souches L1, L2, L3, L4, L5 soulignant un effet souche-dépendant.

Les tests antifongiques (spots et puits) n’ont révélé aucune zone franche d’inhibition. De
faibles pseudo-zones ont néanmoins été observées avec certaines combinaisons, notamment S.
cerevisiae contre L5 et L6 (spots), et K. marxianus contre L2 et L7 (puits), traduisant une

activiteé indirecte ou un effet diffus non systématique.

Enfin, les tests de Co-agrégation ont montré que K. marxianus présente une capacité de
Co-agrégation plus marquée que S. cerevisiae, en particulier avec la souche L6 (37 %) et, dans
une moindre mesure, avec L2 et L3. S. cerevisiae a montré une Co-agrégation significative
uniquement avec L6 (28 %), indiquant une interaction plus restreinte. Ces résultats confirment
que la souche L6 se distingue par sa sensibilité et sa réactivité face aux deux levures

probiotiques.
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Conclusion

En conclusion, bien que les effets antifongiques directs des levures probiotiques soient
modestes, leurs capacités antiadhésives et de Co-agrégation démontrent un potentiel
d’interaction fonctionnelle avec certaines souches pathogenes. Cette étude met en évidence
I’importance de la sélection ciblée de souches probiotiques efficaces, adaptées au profil des
pathogeénes rencontrés, et ouvre la voie a des stratégies alternatives de lutte contre les

candidoses vaginales.
Ce travail ouvre plusieurs perspectives prometteuses :

e Elargir le nombre de souches cliniques testées, afin de confirmer la tendance souche-
dépendante observée.

e Réaliser des études in vivo (modeles animaux ou ex Vvivo sur muqgueuse vaginale
humaine) pour mieux comprendre l'effet réel dans un environnement biologique
complexe.

e Isoler et caractériser les composeés actifs produits par les probiotiques, responsables des
effets observés (protéines, peptides, métabolites secondaires...).

e Explorer la synergie avec des antifongiques classiques, pour réduire les doses
nécessaires et limiter les résistances.

e Développer des formulations vaginales probiotiques a base de S. cerevisiae ou K.

marxianus, ciblant les souches les plus sensibles comme L6.

Ces pistes de recherche sont essentielles pour proposer des alternatives durables,
naturelles et efficaces aux traitements antifongiques actuels face a la recrudescence des

candidoses récurrentes et des résistances.
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Annexel : composition des milieux de culture

Tableau 1 : Boillon nutritif ph 7

Composants g/L
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2.5
5Peptone 5
Chlorure de Sodium 5
Eau Distillee Qsp 1L

Tableau 2. Bouillon TSB (bouillon tryptique soja), pH 7

Composants g/L
Peptone de caséine 17
Peptone de soja 3

Glucose 2.5

Phosphate dipotassique 2.5
Chlorure de sodium 5
Extrait de levure 6

Eau distillée 1L
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Tableau 3 : DG-18 PH 5,6+ 0,2

Composants

Tryptone

Glucose

Sulfate de magnésium 7H20
Phosphate monopotassique

Dichloran (dichloro-2,6-

nitroaniline)
Chloramphénicol

Agar

Tableau 4 : Gélose Columbia pH7

Composants
Polypeptone

Peptone

pancréatique
Extrait de levure
Amidon de mais

Chlorure de

sodium
Agar

Eau distillée

g/l

10

0.5

0.002

0.1

15

g/l

17

15

QSP 1L
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Tableau 5 : Gélose Mueller Hinton (MH), pH 7,3

Composants g/l
Extrait de beeuf 2
Hydrolysat acide de caséine 17.5
Amidon 15
Agar 1
Eau distillée 1L

Tableau 6 : Composition du bouillon nutritif supplémenté en chloramphénicol (0,05 %)

Composant Quantité par litre (g/L)
Peptone 5,0

Extrait de viande 1,5

Extrait de levure 1,5

Chlorure de sodium (NaCl) 50
Chloramphénicol (0,05 %) 0,5

Eau distillée QSP. 1L

pH Ajusté 37,2 0,2
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Annexe 2 : L’activité Hémolytiques des levures

Souche Type d’hémolyse




Résumé

Résumé

Cette ¢étude s’intéresse a I’évaluation du pouvoir antagoniste de deux levures probiotiques,
Saccharomyces cerevisiae et Kluyveromyces marxianus, contre des souches pathogeénes de
Candida albicans isolées a partir de prélevements vaginaux. Aprés isolement et identification
de sept souches de C. albicans, différentes analyses ont été réalisées afin d’évaluer leur capacité
a former des biofilms, leur sensibilité aux probiotiques et leur comportement en Co-agrégation.
Les résultats ont montré que toutes les souches testées étaient faiblement productrices de
biofilm et que seules deux d’entre elles (L6 et L7) ont présenté une inhibition de 1’adhésion en
présence des probiotiques, avec une efficacité plus marquée pour S. cerevisiae. Les tests
d’activité¢ antifongique n’ont révélé que des pseudo-zones d’inhibition, suggérant un effet
modéré et souche-dépendant. En revanche, les tests de Co-agrégation ont mis en évidence une
interaction plus importante entre K. marxianus et certaines souches de C. albicans, notamment
la souche L6. Ces résultats soulignent le potentiel prometteur des levures probiotiques comme
alternative ou complément aux traitements antifongiques conventionnels, tout en mettant en
évidence la variabilité de leur efficacité selon les souches ciblées.
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Abstract

This study focuses on the evaluation of the antagonistic power of two probiotic yeasts,
Saccharomyces cerevisiae and Kluyveromyces marxianus, against pathogenic strains of
Candida albicans isolated from vaginal swabs. After isolation and identification of seven
strains of C. albicans, different analyses were carried out to evaluate their ability to form
biofilms, their sensitivity to probiotics and their co-aggregation behavior. The results showed
that all the strains tested were weak producers of biofilm and that only two of them (L6 and L7)
showed inhibition of adhesion in the presence of probiotics, with a more marked efficacy for S.
cerevisiae. Antifungal activity tests revealed only pseudo-zones of inhibition, suggesting a
moderate and strain-dependent effect. In contrast, co-aggregation tests revealed a greater
interaction between K. marxianus and certain strains of C. albicans, notably the L6 strain. These
results highlight the promising potential of probiotic yeasts as an alternative or complement to
conventional antifungal treatments, while highlighting the variability of their efficacy
depending on the targeted strains.
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