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Résumé

L’utilisation croissante des antifongiques dans la prévention et le traitement des candidoses
invasives a conduit a '’émergence d’isolats résistants parfois associés a des échecs clinique.
Le but de ce travail est d’évaluer les niveaux de résistance a 'amphotéricine B d’'une collection
de souches cliniques de Candida sp. appartenant au laboratoire « Antibiotiques, Antifongiques
: physico-chimie, synthése et activité biologique ». Les souches sont identifiées par culture
sue milieu CHROM Agar Candida, test de blastése et test RAT. Les Concentrations minimales
inhibitrices (CMI) sont déterminées par la méthode de microdilution sur microplaque 96 puits
selon les recommandations du CLSI (MA-27_A 3). Les résultats obtenus ont permis
l'identification de 5 souches de Candida albicans, 4 souches de Candida tropicalis et 4 autres
souches de Candida krusei. Les CMI obtenus nous ont permis d’assigner I'ensemble des
souches étudiées a la catégorie sensible a 'amphotéricine B.

Mots clés : Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Amphotéricine B, CMI

Abstract

The increasing use of antifungal agents in the prevention and treatment of invasive candidiasis
has led to the emergence of resistant isolates sometimes associated with clinical failures. The
aim of this work is to evaluate the levels of resistance to amphotecin B in a collection of clinical
strains of Candida sp. belonging to the laboratory "Antibiotics, Antifungals: physico-chemistry,
synthesis and biological activity". The strains are identified by culture on CHROM Agar
Candida medium, a blastase test and a RAT test. Minimum Inhibitory Concentrations (MIC)
are determined by the 96-well microplate microdilution method according to CLSI
recommendations (MA-27_A 3). The results obtained allowed the identification of 5 strains of
Candida albicans, 4 strains of Candida tropicalis and 4 other strains of Candida krusei. The
MICs obtained allowed us to assign all the strains studied to the amphotericin B sensitive
category. Key words Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Amphotericin B,
CMI

Keywords : Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Amphotericin B, CMI
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RPMI 1640: Roswell Park Memrial Institue Medium 1640
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souches de Candida krusei.
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Depuis plus de deux décennies, I'incidence des infections a Candida n’a cessé de
croitre. Cette augmentation est, pour une grande part, liée a 'immunodépression
induite par les  chimiothérapies  anticancéreuses, aux  traitements
immunosuppresseurs, mais aussi aux progres des techniques médicales
(Grenouillet et coll., 2013). Cette tendance, d’autant plus importante en réanimation,
est a 'origine d’'une augmentation de la durée de séjour, des colts d’hospitalisation et
de la mortalité (Charles et coll., 2016).

Les levures Candida sont des saprophytes retrouvées a I'état commensal chez
’'Homme sur la peau et les muqueuses. Le passage de I'état saprophyte a I'état
pathogéne dépend de la balance entre les capacités de colonisation, les facteurs de
virulence des Candida et le controle des défenses du systeme immunitaire
(Loraux, 2017).

Candida albicans est I'espéce la plus fréiquemment retrouvée dans les prélévements
cliniques. Levure diploide, non capsulée, non pigmentée, et aérobie, son matériel
génétique se repartit en huit chromosomes. Candida albicans se reproduit de fagon
asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’'une cellule mére, formant ainsi des

colonies blanches crémeuses (Ene et Bennett, 2014).

Au niveau des tissus infectés, cette levure est retrouvée simultanément sous les
formes de blastospores et de mycéliums. Alors que la forme blastospore reste non-
invasive, la forme mycélienne est capable de pénétrer les muqueuses (Mavor et coll.,
2005).

En plus de la transition morphologique et la commutation phénotypique, de nombreux
facteurs de virulence sont associés a la pathogénése de Candida albicans dont les
principaux sont les adhésines, les protéases aspartiques et les phospholipases
(Karkowska-Kuleta et coll., 2009).

L’utilisation des antifongiques dans la prévention et le traitement des candidoses
invasives a Candida albicans a conduit une pression de sélection et a I'’émergence de
souches de Candida non-albicans comme Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis et Candida krusei parfois associés a des échecs cliniques
(Toubas, 2013).



En effet Candida glabrata, est 'espéce non-albicans la plus frequemment isolée en
Europe et en Amérique du Nord dans les candidoses invasives. Elle est développée
suite a une prophylaxie par antifongiques et sa fréquence augmente avec l'age
(Pfaller et Diekema, 2010).

Candida glabrata est une petite levure haploide de 13 chromosomes, qui se présente
uniqguement sous la forme de blastoconidies aussi bien in vitro qu’in vivo. Elle ne
présente pas de dimorphisme, se reproduit par bourgeonnements successifs et donne
des colonies blanches, crémeuses (Ahmad et coll., 2014). Pour ce qui est de la
pathogénicité, Candida glabrata posséde des genes codant pour des phospholipases
(Ferreira et coll., 2010).

Candida parapsilosis est une espéce souvent retrouvée chez les nouveaux-nés et les
enfants de moins de deux ans (Pfaller et coll., 2010). Elle est fréequemment isolée
dans les candidémies sur cathéter, en raison de sa capacité accrue a former des
biofiims et a se développer sur ces matériaux (Toubas, 2013). Cette levure se
présente sous formes variables rondes a allongées. Elle se reproduit par
bourgeonnement multipolaire et donne des colonies blanches, crémeuses, lisses, ou

finement plissées (Almirante et coll., 2006).

Candida tropicalis est un Blastomycete isolé pour la premiére fois par Berkhout en
1923. C’est une levure ovoide de taille variable, qui se reproduit par bourgeonnement
multipolaire. Le pseudomycélium peut étre absent, rudimentaire ou abondant. 1y a
parfois présence de vrai mycélium. Les colonies sont de pousse rapide, crémeuse,

blanche, lisse ou Iégérement plissée (Moran et coll., 2002).

Candida krusei est connu comme un commensal des muqueuses avec une faible
pathogénicité. Cependant, I'isolement et I'implication de Candida krusei en pathologie
humaine ces dernieres années a regain un intérét dans I'étude et la compréhension
de cette levure (Patted et coll., 2009). Candida krusei est une levure non pigmentée
qui se reproduit par bourgeonnement multipolaire et donne des colonies étendues,

plates et mates (Samaranayake et coll., 2005).



Le traitement des candidoses repose sur |'utilisation des polyénes (amphotéricine B),
les triazolés (fluconazole, voriconazole) et les échinocandines (caspofungine,
micafungine) pour les mycoses viscérales et les imidazolés topiques pour les
candidoses superficielles (Dannaoui, 2007). Dans ce travail, seule I'amphotéricine B
est abordée.

L’amphotéricine B (Fungizone®) est I'antifongique de référence pour le traitement des
mycoses graves. Elle agit en formant des dimeres peu solubles qui interagissent avec
I'ergostérol de la membrane plasmique de la cellule fongique pour créer des canaux
transmembranaires. Ainsi, cette interaction entraine une fuite de potassium, de
magnésium, de sucres et I'entrée de sodium provoquant alors la mort de la levure
(Calop et coll., 2008).

Cependant, si I'amphotéricine B posséde une forte affinité pour [I'ergostérol,
c’est également le cas pour certains stérols de mammiféres comme le cholestérol
entrainant ainsi une certaine cytotoxicité, particulierement la néphrotoxicité qui est

I'effet indésirable majeur (Chabasse et coll., 2006).

Les formulations lipidiques d’amphotéricine B ont pour but d’améliorer la tolérance et
de réduire la toxicité de cette molécule, avec une efficacité comparable a celle de
'amphotéricine B conventionnelle et permettent d’utiliser de plus fortes posologies

d’amphotéricine B pour une durée plus prolongée (Delauny et Fissore, 2006).

La résistance a 'amphotéricine B reste rare méme apres 40 ans d’utilisation et ne pose
pas de probleme majeur dans la pratique clinique. Cependant il est a noter que
guelques résistances ont été décrites chez Candida glabrata. Ces résistances
s'expliquent par une moindre affinité du principe actif avec les stérols membranaires.
Ainsi, une diminution en ergostérol diminue la liaison de I'amphotéricine B a la

membrane et donc son action (Kuriyama et coll., 2005).

Les résistances des isolats de Candida albicans peuvent se développer chez les
patients traités par chimiothérapie, notamment ceux ayant recu un traitement antérieur
par un polyene ou par un azolé. Il faut garder a I’esprit que des résistances croisées

sont possibles et méme fréquentes entre des azolés et des polyénes (Vazquez, 2006).



Ces résistances soulignent la nécessité d’utiliser des tests d’étude de la résistance
in vitro bien standardisés qui ont pour objectifs de guider la thérapeutique mais aussi
de surveiller 'émergence de résistances dans une population d’isolats initialement
sensibles et/ ouI'apparition de souches résistantes aux antifongiques dans des études

épidémiologiques (Piens et coll., 2003).

C’est dans ce cadre d’idées que nous sommes proposé de réaliser ce travail dont le
but est de déterminer les profils de résistance a 'amphotéricine B d’'une collection de
souches de Candida sp isolées au service de réanimation du CHU de Tlemcen
et conservées au laboratoire « Antibiotiques, Antifongiques : Physico-chimie, synthése

et activité biologique ».
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Deuxiéme partie Materiel et méthodes

Ce travail porte sur I'étude des profils de résistance a 'amphotéricine B d'une collection
de souches de Candida sp appartenant & Mme Halimi Amel, doctorante au laboratoire
"Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité biologique"
de I'Université Aboubekr Belkaid- Tlemcen. Ces souches sont entretenues par
repiquage régulier et conservées a 4°C sur Sabouraud gélose. La souche de référence
Candida albicans ATCC 10231 est utilisée comme contrdle interne.

1. Identification

La revification et la purification des souches sont réalisées par plusieurs passages
successifs alternant Sabouraud liquide et Sabouraud gélose avec des incubations de
48 Heures a 35°C. L’identification est réalisée par la culture sur milieu CHROM-Agar™
Candida, le test de filamentation et la recherche de chalamydoconidies.

1.1. Le milieu CHROM-Agar™ Candida permet de différencier les espéces
Candida albicans des autres espéces Candida non-albicans par production de
colonies de couleur distincte sur la boite d’isolement apres une incubation de
48 Heures a 35°C. Les colonies de Candida albicans sont repérées par une coloration
vert-turquoise, celles de Candida tropicalis par une couleur bleue, Candida krusei
par une couleur prune et celles de Candida glabrata par une couleur rose/blanche.

Toutes les autres espéces donnent des colonies blanchatres.

1.2. Le test de filamentation (blastése) est réalisé par ensemencement de la souche
a tester dans 0,5 mL de sérum humain et une incubation de 3 & 4 heures a 37°C.
La mise en évidence des tubes germinatifs est réalisée par observation au microscope

optique (Grossissement X 40) (Djohan et coll., 2012).

1.3. Le test de RAT est réalisé par un ensemencement du milieu gélosé RAT (riz, agar,
tween 80) par piqlre centrale du culot et stries sur la pente. Apres une incubation de
48 heures a 30°C, la zone de piqdre du milieu est prélevée et I'échantillon observé
sous microscope optique (grossissement X 40) pour la recherche des chlamydospores
(spores globuleuses de 10 a 15um entourées d’une paroi épaisse) (Ouanes et coll.,
2013).



Deuxiéme partie Materiel et méthodes

2. Etude de la résistance a ’'amphotéricine B

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I'amphotéricine B vis-a-vis des
souches étudiées sont déterminées par la technique de microdilution sur microplaque
selon le protocole standard du document M27-A3 du Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) publié en 2008.

2.1. Préparation de I’antifongique

La solution mere de I'amphotéricine B (Sigma) est préparée en extemporané par
dissolution de I'antifongique dans le diméthylsulfoxyde (DMSQO) a une concentration
de 1,6 mg/mL.

2.2. Préparation de I'inoculum

Une suspension levurienne de 3.102 cellules/mL est préparée a partir d’'une culture de
24 heures sur Sabouraud gélose dans de l'eau physiologique stérile par
dénombrement sur cellule de Thoma. La suspension est ensuite diluée au 1/50 puis
au 1/20 dans le milieu Roswell Park Memorial Institute, (RPMI 1640 ; pH 7) (sigma)

pour avoir un inoculum final égale a 1,5.10° cellules/mL.

2.3. Technique de microdilution sur microplaque

100uL de la solution mére de 'amphotéricine B sont répartis a des concentrations
finales allant de 0,03 a 16 ug/ml dans les puits d’'une microplaque contenant 100l
d’inoculum. La microplaque est ensuite scellée puis incubée a 35°C pendant 24 et 48
heures. La concentration minimale inhibitrice (CMI) de 'amphotéricine B est définie
comme étant la plus petite concentration inhibant toute croissance levurienne visible a

I’ceil nu.
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Troisieme partie Résultats et discussion

1. Identification des levures

Une collection de 13 souches de Candida sp. a été mise a notre disposition pour la
réalisation de ce travail. Les résultats des tests d’identification entrepris ont permis
d’assigner 5 souches a I'espece Candida albicans (Ca8, Ca9, Ca22, Ca24 et Ca25),
4 souches a I'espéce Candida tropicalis (Ct2, Ct 3, Ct8, Ct9) et 4 autres souches a
'espéce Candida krusei (Ck4, Ck8, Ck9, Ck11) (Tableau 1).

Tableau 1. Résultats de I'identification des souches de Candida sp.

CHROM-Agar™ Test de Test de RAT
Candida filamentation
Candida albicans Colonies vertes Positif Positif
(Cal, Ca2, Cag3, Ca4, Cab)
Candida tropicalis Colonies bleues Négatif Négatif
(Ct1, Ct2, Ct3, Ct4)
Candida krusei Colonies roses Négatif Négatif

(CK1, Ck2, Ck3, Ckd)

La croissance sur le milieu CHROM-Agar Candida a permis l'identification rapide des
souches de Candida (Photo 1). Ce milieu contient des substances chromogénes
donnant aux colonies qui s'y développent une coloration typique de I'espece avec une
spécificité de plus de 99 % pour Candida albicans. Cette coloration est fondée sur la
mise en évidence d'une activité enzymatique de type hexosaminidase (N-acétyl-B-D-

galactosaminidase) (Leberer et coll., 2001).

Photo 1. Aspect des colonies des souches de Candida sur milieu CHROM-Agar.
A. Photographie de la culture de Candida albicans (colonies vertes). B. Photographie
de la culture de Candida tropicalis (colonies bleu).C. Photographie de la culture de

Candida krusei (colonies roses).



Troisieme partie Reésultats et discussion

L'identification de I'espéce albicans est facilitée par la présence de caractéristiques qui
lui sont propres. En effet, c'est une espece capable de former des tubes germinatifs
dans des conditions de culture trés précises, en particulier en présence de sérum.
D'autre part, elle peut former des spores de résistance, appelées chlamydospores,
lorsque les conditions de culture ne sont pas favorables (Grillot, 1996).

Ces différentes formes sont mises en évidence par les tests blastése et le test de
chlamydosporulation (Photo 2).

-
Q. it
vz

Photo 2. Identification d’'une souche de Candida albicans (Cal).
A. Photographie des clamydospores de Candida albicans (microscope optique
Grossissementx40) ; B. Photographie des tubes germinatifs de Candida albicans

(microscope optiqgue Grossissementx40).

2. Résistance a ’'amphotéricine B

L'émergence de nouvelles especes et l'apparition de résistances aux antifongiques
requierent l'utilisation de tests de sensibilité in vitro bien standardisés. Dans ce travalil,
nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la collection

de souches étudiées a I'amphotéricine B.

Par définition, la CMI est la plus faible concentration d’antifongique capable de
provoquer une inhibition compléte de la croissance d’une souche donnée apres une

certaine période d’incubation.



Troisieme partie Reésultats et discussion

La figure 1 regroupe les résultats relatifs aux Concentrations Minimales Inhibitrices
(CMI) de l'amphotéricine B vis-a-vis de la souche de référence Candida albicans
ATCC10231 et des souches cliniques de Candida albicans (N=5) obtenues apres 24
et 48 heures d’incubation a 37°C.

B CMI pg/ml 24h B CMI pg/ml 48h

0,6

0,5
0,
0,
0,
0,
0

ATCC10231 Ca8 Ca22 Ca24 Ca25
SOUCHES

AMPHOTERICIE B
N w N

=

Figure 1. Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B (ug/mL)

vis-a-vis des souches de Candida albicans

Les concentrations minimales inhibitrices enregistrées aprés 24 heures d’incubation
sont de 0,25ug / ml pour les souches (Cal Ca2, Ca3, Ca4, Cab). Au bout de 48 heures
d’incubation, les CMI des souches ont augmenté a 0,5ug/ mL . Selon les normes du
CLSI 2008, ces résultats nous ont permis de classer les souches de Candida albicans

dans la catégorie sensible.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Seghir et coll., (2014) et de Lahfa-Hasaine
et coll., (2017) qui ont rapporté la sensibilité des souches Candida albicans isolées au

service de réanimation du CHU de Tlemcen a I'amphotéricine B.



Troisieme partie Résultats et discussion

Les figures 2 et 3 regroupent les résultats relatifs aux concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de I'amphotéricine B vis-a-vis des souches cliniques de
Candida tropicalis (N=4) et de Candida krusei (N=4) obtenues apres 24 et 48 heures
d’incubation a 37°C.

B CMI pg/ml 24h  ® CMI ug/ml 4h

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0
Ct2 Ct3 Ct8 Ct9

SOUCHES

AMPHOTERICINE B

Figure 2. Concentrations minimales inhibitrices de 'amphotéricine B (ug/mL)

vis-a-vis des souches de Candida tropicalis

B CMI ug/ml 24h B CMI pg/ml 48h

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0
Ck4 CK8 Ck9

SOUCHES

AMPHOTERICINE B

Ck11

Figure 3. Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B (ug/mL)

vis-a-vis des souches de Candida krusei
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Troisieme partie Reésultats et discussion

Les concentrations minimales inhibitrices obtenues aprés 24 heures d’'incubation sont
de 0,25ug/ml pour les souches (Ctl, Ct2, Ct3, Ct4). Aprés 48 heures d’incubation les
CMI de 'amphotéricine B passent a 0,5ug/ml.

Les concentrations minimales inhibitrices enregistrées apres 24 heures d’incubation
sont de 0,5 pg/ml pour les souches (Ckl, Ck2, Ck3, Ck4). Ces CMI ont augmenté a

1pg/ml aprés 48 heures d’incubation.

De ce fait, selon les normes de CLSI 2008, les isolats cliniques de Candida tropicalis

et Candida krusei sont catégorisées sensibles a 'amphotéricine B.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Tortorano et ses collaborateurs, 2006 ;
Sellami et ses collaborateurs, 2011 et Le Govic et ses collaborateurs, 2015
qui ont rapporté la sensibilité des levures du genre Candida a I'amphotéricine B au

cours de ces derniéres années en Tunisie et en Europe.

En effet, trés peu de mécanismes de résistance aux polyenes ont été décrits a ce jour

et leur impact clinique est limité (Vandeputte et coll., 2012).

L’absence de résistances acquises a 'amphotéricine B chez les souches cliniques de
Candida semble indiquer que la pression de sélection antifongique au service de

réanimation du CHU de Tlemcen est bien gérée

-11-
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Quatriéme partie Conclusion génerale

Dans le traitement d’'une candidose, le réle du laboratoire est d’isoler et d’identifier la
souche impliquée puis de détecter in vitro, les souches résistantes ou de sensibilité
diminuée aux antifongiques a l'aide de tests phénotypiques (détermination des CMI)

effectués en routine.

Les seuils spécifiques, d’'un couple levure/antifongique donné, établis par le CLSI
permettent la discrimination entre les souches dites « sauvages » et les souches
« non-sauvages » (ayant acquis des mutations ou des mécanismes de résistance aux

antifongiques).

Dans ce travail, nous nous sommes proposé d’identifier une collection de souches
de Candida sp isolées au service de réanimation du CHU de Tlemcen et conservées
au laboratoire "Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthese et activité
biologique" de [I'Université Aboubekr Belkaid- Tlemcen puis de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B par la technique de

microdilution selon les recommandations du CLSI 2008.

Les résultats d’identification obtenus nous ont permis d’identifier 5 souches
de Candida albicans, 4 souches de Candida tropicalis et 4 autres souches

de Candida krusei.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices résultats nous ont permis
de classer 'ensemble des souches étudiées (n=13) dans la catégorie sensible a

I'amphotéricine B.

L’absence de résistances acquises a 'amphotéricine B chez les souches cliniques de
Candida albicans, Candida tropicalis et Candida krusei semble indiquer que la
pression de sélection antifongique au service de réanimation du CHU de Tlemcen est

bien gérée.

Pour compléter ce travail il serait intéressant de réaliser une étude épidémiologique
visant a identifier I'écologie du service de réanimation et la détection des souches
résistantes ainsi que les mécanismes sous-jacents a l'aide des tests de sensibilité
basés sur les seuils cliniques mis en place par le CLSI afin de permettre de mieux

orienter le choix de I'antifongique.
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