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Résumé :
Cette étude a porté sur I'évaluation des profils de résistances de Candida albicans a
l'amhotéricine B et de bactéries a Gram négatif fermentaires et non fermentaires
(d’Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et de Proteus mirabilis) a la colistine
et a l'imipenéme. Les levures et les bactéries sont co-isolées de dispositifs médicaux au
service de réanimation du CHU de Tlemcen.
Les résultats obtenus nous ont permis de classe toutes les souches de Candida albicans
testées, selon les recommandations du CLSI 2008, dans la catégorie sensible a
'amphotéricine B avec des CMI comprises entre 0,25 et 1ug/mL aprés 24 et 48 heures
d’incubation a 37°C.
Les CMI de la colistine vis-a-vis des souches d’Acinetobacter baumannii et de Pseudomonas
aeruginosa sont de 0,5ug/mL et de 1ug/mL respectivement. Les CMI étant inférieures a
2ug/mL, ces souches sont assignées a la catégorie sensible selon les recommandations
d’EUCAST 2019. En revanche, en se référant aux données EUCAST 2018, les souches de
Proteus mirabilis sont classées dans la catégorie intermédiaire pour [limipenéme
(CMI comprise entre 2 et 8 ug/mL).
Mots clés : Sensibilité, Candida albicans, Bactéries a gram négatif, Amphotéricine B,
Colistine, Imipenéme.

Abstract

This study focused on the evaluation of the resistance profiles of Candida albicans to
amphotericinB  and Gram-negative fermentative and non-fermentative bacteria
(Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Proteus mirabilis) to colistin and
imipenem. Yeasts and bacteria are co-isolated from medical devices in the intensive care
unit of Tlemcen University Hospital.

The results obtained showed that all the Candida albicans strains tested are sensitive to
amphotericin B with MICs between 0.25 and 1ug/mL after 24 and 48 hours of incubation at
37°C (CLSI 2008).

Colistin MICs for Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa strains are
0.5pg/mL andl1 pg/mL respectively. Since the MICs are less than 2ug/mL, these strains are
assigned to the sensitive category according to the recommendations of EUCAST 2019.
However, the Proteus mirabilis strains are classified in the intermediate category for
imipenem (MIC between 2 and 8 pg/mL) (EUCAST 2018).

Key words: Sensibility, Candida albicans, Gram negative bacteria, Amphotericin B, Colistin,
Imipenem.
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Liste des abréviations

CMI: Concentration Minimale Inhibitrice

Ca: Candida albicans

Ab : Acinetobacter baumannii

Pm : Proteus mirabilis

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute Medium 1640

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Suscebtibility Testing

UFC : Unité Formant Colonie
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Premiére partie Synthese bibliographigue

Dans I'environnement, les microorganismes peuvent alterner entre deux modes de
vie distincts. Un mode planctonique qui correspond aux cellules libres et isolées
en suspension dans un milieu et un mode sessile ou les cellules vivent en
communautés attachées a un support, on parle alors de biofilms. Il s’agit du mode

de vie adopté par plus de 99 % de microorganismes (Garrett et coll., 2008).

Au sein des biofilms, les microorganismes sont en contact avec des surfaces
biotiques ou abiotiques, enrobés de matrices hydratées riches en polymeéres

extracellulaires.

Ces structures sont incriminées dans la majorité des situations pathologiques
affectant ’'hnomme. Impliquées dans plus de 60% des infections associées aux
soins, la part des candidoses est non négligeable. En effet, les levures du genre
Candida sont le plus souvent considérées comme le quatrieme microorganisme
responsable d’infections systémiques associées aux soins et la cause la plus
commune d’infections fongiques chez les sujets immunodéprimés [(Pfaller et
Diekema 2007) ; (Harding et coll., 2009)].

Les infections liees au biofilm sont également causées par des bactéries
pathogénes ou opportunistes, le plus souvent dans un contexte de chronicité.
En effet, méme si les antibiothérapies administrées permettent la disparition
transitoire des symptémes, en éradiquant les cellules planctoniques libérées en
continu de la structure du biofilm, ce dernier persistera et constitue donc un

réservoir microbien a 'origine d’infections récidivantes (Parsek et Singh, 2003).

Les biofilms, peuvent se former a la surface ou a lintérieur des dispositifs
médicaux implantés dans l'organisme (cathéter veineux central et périphérique,
sonde endotrachéale, sondes urinaires...) ou encore sur les muqueuses du corps

humain.

Aprés linsertion d'un dispositif médical, les composés tissulaires recouvrent
rapidement sa surface (protéines, plaquettes, fibres de collagene...) formant ainsi
un film conditionnant sur lequel des bactéries et/ou des levures vont adhérer de
fagon réversible dans un premier temps. Cette étape est suivie d’'une adhérence
irreversible qui fait intervenir des adhésines et autres protéines de liaison.

La phase suivante est marquée par I'adhésion des microorganismes entre eux
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pour former une micro-colonie. La croissance microbienne et la sécrétion
concomitante des composantes de la matrice se poursuivent pendant la phase de
maturation. Le détachement et la dispersion des cellules du biofilm mature jouent
un réle important dans la transmission entre les hétes et dans la propagation de

I'infection chez un héte (Dang et coll., 2016).

Contrairement & leurs homologues planctoniques, les cellules sessiles des
microorganismes présentent une résistance accrue aux défenses immunitaires

innées des patients et aux agents antimicrobiens (Kernien et coll., 2017).

La résistance des biofilms aux agents antimicrobiens est un phénomeéne
multifactoriel (Figure N°1) impliquant notamment, la densité cellulaire a I'intérieur
du biofilm ; la présence de la matrice exopolymérique, le taux de stérols de la
membrane dans le cas des levures, le ralentissement de la croissance
microbienne et une pénurie en nutriments et I'expression de génes de résistance,
en particulier ceux codant pour des pompes a efflux et la présence de cellules

«persistantes» (Lebeaux et coll., 2012).
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Figure N°1: Morphologies et principaux facteurs de résistances associées au
développement d’un biofilm. Exemple du biofim de Candida
albicans (Lohse et coll., 2018)
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Il existe deux type de biofilms, ceux formés d’'une seule espéce et qui sont surtout
étudiés en laboratoire et ceux qui hébergent plusieurs espéces de
microorganismes, on parle alors de biofilms multi-espéces ou mixtes et qui sont le

plus rencontrés dans un contexte infectieux (Lebeaux et coll., 2014).

Il est a noter que la levure Candida albicans est souvent co-isolées avec des
espéeces bactériennes appartenant au groupe ESKAPE, a savoir Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter sp. (Rodrigues et coll.,
2019).

La présence de plusieurs espéces dans un environnement restreint fait naitre des
relations de compétition, mais aussi de collaboration. Des espéces qui cohabitent
peuvent développer des relations synergigues ou antagonistes. Staphylococcus
aureus, une bactérie multi-résistante, qui forme difficilement des biofilms par elle-
méme sur les surfaces abiotiques, peut former des colonies dans les biofilms de
Candida albicans par adhésion a ses hyphes. De méme Staphylococcus
epidermidis peut se fixer a la fois sur les deux formes (hyphes et levure) de
Candida albicans [(Harriott et Noverr, 2009); (Peters et coll.,, 2010)].
A linverse, Pseudomonas aeruginosa se fixe préférentiellement sur les hyphes de
Candida albicans (Hogan et Kolter, 2002). Cette intégration au biofilm fongique
confére aux bactéries une résistance accrue aux antibiotiques (Harriott et Noverr,

2010).

En 2006, Al-Fattani et Douglas ont montré que la résistance de Candida albicans
aux antifongiques (amphotéricine B et fluconazole) et de Staphylococcus
epidermidis aux antibiotiques (vancomycine) est plus importante dans un biofilm

mixte formé par ces deux espéces en comparaison a leurs biofilms individuels.

Il est important de noter que la résistance aux antimicrobiens continue d’étre un
probléeme majeur de santé publique tant en Algérie qu’a I'étranger. Ce qui est
particulierement inquiétant est I'émergence et la dissémination de nouveaux
genes de résistance aux carbapénemes (Imipénéme). Les défis majeurs de cette
résistance sont rencontrés principalement chez différentes especes

d’entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis),
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et de bacilles a Gram négatif non fermentant (Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter baumannii).

De plus, le taux de mortalité élevé lié aux infections par les bacilles a Gram négatif
résistants aux carbapénémes est aggravé par I'apparition de génes de résistance
a la colistine, traitement considéré comme de dernier recours [(Halaby et coll.,
2013) ; (Bedenié¢ et coll., 2018) ; (Ghasemian et coll., 2018)]. Les travaux de
Rolainet Olaitan (2016) ont monté que le plasmide porteur de cette résistance
s’est répandu mondialement et n’est plus exclusif aux entérobactéries si bien
qu'on le retrouve dans le microbiote de patients n'ayant jamais été exposés a
I'antibiotique.

Chez la levure Candida albicans, les résistances acquises sont la conséquence de
mécanismes d’adaptation sous pression antifongique. En effet, I'absence de
transmission horizontale et le faible nombre de transmissions croisées chez les
levures limitent fort heureusement la dissémination rapide de ces résistances
(Maubon et Morio, 2018). Néanmoins, face a un arsenal thérapeutique tres limité
en nombre de molécules et de cibles antifongiques, I'émergence de ces
résistances qui ont été associées récemment a un nombre croissant d’échecs
cliniques, doit donner lieu a une vigilance accrue (Srivastava et coll., 2018).

De ce fait, la prise en charge des infections polymicrobiennes impliquant bactéries
et levures est problématique et complexe étant donné la nécessité de combiner
antibiotiques et antifongiques a des doses thérapeutiques efficaces et non
toxiques.

Notre travail s’inscrit dans cet ordre d’'idée et consiste a évaluer les profils de
résistances de Candida albicans et de bactéries a Gram négatif co-isolées de
dispositifs médicaux au service de réanimation du CHU de Tlemcen a un

antifongique (amphotéricine B) et a deux antibiotiques (colistine et imipenéme).
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Ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche «Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique (LapSab)» de l'université Aboubekr
Belkaid-Tlemcen.

1. Matériel
1.1. Microorganismes

L’étude a porté sur une collection de souches appartenant au laboratoire de
recherche Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthese et activité
biologique. Il s’agit de levures et de bactéries co-isolées d’'un méme dispositif

meédical. Les associations retenues pour cette étude sont les suivantes :

- 5 Candida albicans/Proteus mirabilis (Ca2/Pml1, Ca3/Pm5, Ca7/Pml0,
Call/Pm12, Cal4/Pm16).

- 3 Candida albicans/Acinetobacter baumanii (Cal/Ab2, Ca5/Ab7, Ca6/Ab8).

- 2 Candida albicans/Pseudomonas aeruginosa (Cal2/Pal2, Cal7/Pal0).

Ces souches sont entretenues par repiquages réguliers et conservées a +4°C sur
gélose Sabouraud pour les levures et sur gélose nutritive pour les bactéries.
La souche de référence Candida albicans ATCC10231 est utilisée comme contrble

interne pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices des levures.

Avant leur premiére utilisation, les souches sont revivifiées et purifiées par plusieurs
passages successifs alternant bouillon nutritif et milieu sélectif Mac Conkey pour les

bactéries et bouillon et gélose Sabouraud pour les levures.
1.2. Antimicrobiens

Nous avons utilisé un antifongique systémique de référence, 'amphotéricine B

(Sigma) et deux antibiotiques, la colistine et 'imipenéme.
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2. Méthodes
2.1. Préparation de la solution mére d’amphotéricine B

La solution mére d’amphotéricine B est préparée en extemporané par sa dissolution

dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration de 1,6mg/mL.
2.2 Préparation des solutions méres de la colistine et de I'imipenéme

Les solutions méres de la colistine et de I'imipenéme sont préparées en extemporané
par leur dissolution dans l'eau distillée a une concentration de 5120ug/mL.
Une gamme de dilution est ensuite réalisée pour ces deux antibiotiques selon le

tableau représenté en Annexe 1.

2.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CLSI M27
A3, 2008)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 'amphotéricine B vis-a-vis des
souches étudiées sont déterminées par la technique de microdilution sur microplague
selon le protocole standard de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
publié en 2008 dans le document M27-A3 qui recommande le milieu Roswell Park

Memorial Institute, (RPMI 1640) (sigma) tamponné a pH 7.
2.3.1 Préparation de I'inoculum

A partir d’une culture de 24 heures sur gélose Sabouraud, nous avons préparé une
suspension levurienne de 3.10° cellules/mL dans I'eau physiologique stérile & 8,5%
par dénombrement sur cellule de Thoma. Cette derniere est ensuite diluée au 1/50
puis au 1/20 dans le RPMI pour avoir une concentration finale de I'inoculum égale a
1,5.10° cellules/mL.

2.3.2 Technique de microdilution sur microplague

Dans les 96 puits d’'une microplaque contenant 100uL de I'inoculum (la suspension
levurienne), nous avons ajouté 100uL de la solution d’amphotéricine B a des
concentrations finales allant de 16 a 0,03pug/mL. La microplaque est ensuite scellée

puis incubée a 35°C pendant 24 et 48 heures. Les CMI sont déterminées a I'ceil nu.
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2.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des
bactéries (CLSI M27 A3, 2015)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la colistine et de I'imipenéme sont
déterminées par les méthodes de dilution sur milieu gélosé et de micro-dilution en
microplaque 96 puits. Les inocula de 10* UFC/spot et de 10° UFC/mL sont mis au
contact avec des concentrations croissantes comprises entre 0,06 et 32ug/mL pour

la colistine et entre 1 et 512ug/mL pour I'imipenéme.

Apres une incubation de 24 heures a 37°C, la CMI est définie comme étant la plus
petite concentration d'antibiotique inhibant toute croissance bactérienne visible a I'ceil

nu.
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1. Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B

Les résultats relatifs aux Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) de
'amphotéricine B vis-a-vis des cellules planctoniques des souches hospitaliéres de
Candida albicans et de la souche de référence de Candida albicansATCC10231
obtenues apres 24 et 48 heures d’incubation a 37°C sont représentées sur la

figure N°2.
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Figure N°2 : Concentrations minimales inhibitrices de I'amphotéricine B vis-a-vis des

souches de Candida albicans.

Nous remarquons qu’'aprés 24 et 48 heures d’incubation a 37°C, les CMI de
I'amphotéricine B vis-a-vis des levures de Candida albicans utilisées pour cette étude
sont comprises entre 0,25 et 1ug/mL. Selon les recommandations du CLSI 2008,
Candida sp. est considérée comme sensible a I'amphotéricine Bsi la CMI est
inférieure a 1pg/mL (CLSI 2008). De ce fait, toutes les souches testées sont

sensibles a 'amphotéricine B.

En effet, aprés 24 heures d’incubation, les CMI sont de 0,25ug/mL pour deux
souches (Ca6 et Cal4), de 0,5ug/mL pour huit souches et la souche de référence
(Cal, Ca2, Ca3, Ca7, Call, Cal2 et Cal7 et Candida albicans ATCC10231) et de
lpg/mL pour une souche (Ca5). En revanche, les CMI lues apres 48 heures
d’incubation passent de 0,25 a 0,5ug/mL pour deux souches (Ca6, Cal4) et restent

inchangées pour le reste des souches testées.
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Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Seghir et coll., (2014), Bekkal
Brikci-Benhabib (2016), Lahfa-Hassaine et coll., (2017), Touil et coll., (2018) qui
ont montré que toutes les souches de Candida albicans isolées de différents services
du CHU de Tlemcen sont sensibles a 'amphotéricine B. Il est a noter que la
résistance acquise a I'amphotéricine B reste trés rare et inhabituelle, elle n’a été
décrite que chez quelques espéeces rares de Candida sp. [(Dannaoui, 2013);
(Razzaghi-Abyaneh et coll., 2014) ; (Scorzoni et coll., 2017)].

2. Concentrations minimales inhibitrices de la colistine

Les CMI de la colistine vis-a-vis des souches d’Acinetobacter baumannii et de
Pseudomonas aeruginosa obtenues apres 24h d’incubation a 37°C sont

représentées sur la figure N°3.

1 -
0,8 |
0,6 .

B Pseudomonas aeruginosa

04 B Acinetobacter baumannii
0,2 |

0 1 1 1 1

1 2 3 4 5

Souches

Colistine(ug/mL)

Figure N°3 : CMI de la colistine vis-a-vis des souches d’Acinetobacter baumannii et

de Pseudomonas aeruginosa

Les valeurs de CMI de la colistine sont de 0,5ug/mL et de 1ug/mL pour les souches
d’Acinetobacter baumannii et pour les souches de Pseudomonas aeruginosa
respectivement. Ces résultats ont permis d’assigner ces souches a la catégorie
sensible (CMI<2ug/mL) (EUCAST 2019).

Ce résultat est en accord avec les travaux de Jayol et coll., (2017) qui ont montré

gue seules gquelques genres/especes sont naturellement résistants a la colistine (les

12
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plus connues étant Serratia sp.,  Proteus sp., Morganella sp., Providencia sp.,
Burkholderia cepacia et Hafnia alvei). En effet, les polymyxines, classe
d’antibiotiques a laquelle appartient la colistine, possédent un spectre d’activité
antibactérien étroit limité aux seules bactéries a gram-négatif (incluant les

entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter sp.).

La colistine a été utilisée en thérapeutique humaine pour le traitement des infections
a bactéries a gram négatif depuis les années 1960. Des les années 1970 son
utilisation a rapidement diminué en raison d'une part des effets secondaires
rapportés (nephrotoxicité, neurotoxicité) et d’autre part de I'introduction de nouveaux
antibiotiques plus actifs et moins toxiques (aminoglycosides, quinolones,
B-lactames). La recrudescence des bactéries a gram-négatifs multi-résistantes et
pan-résistantes (en particulier les entérobactéries productrices de carbapénémases)
a contribué a la réintroduction de l'utilisation de la colistine depuis une dizaine

d’année en médecine humaine.

Suite a la réintroduction de la colistine en médecine humaine pour la prise en charge
des infections sévéres occasionnées par des bactéries multi-résistantes,
la résistance a cet antibiotigue a rapidement émergé et est en augmentation
constante. Cette résistance résulte souvent de mutations chromosomiques dans
divers genes conduisant a des modifications de la structure du lipopolysaccharide
(LPS) site d’action de fixation de la colistine sur la paroi bactérienne [(Dortet et coll.,

2016) ; (Glupczynski and Huang Te-Din, 2017)].

13
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3. Concentrations minimales inhibitrices de I'imipenéme

La figure N°4 regroupe les concentrations minimales inhibitrices de I'imipenéme

vis-a-vis des 5 souches de Proteus mirabilis testées.

7t

6 k

5 |
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3

2

1
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Pm10 Pm12 Pm16
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Figure N°4 : CMI de I'imipenéme vis-a-vis dessouches de Proteus mirabilis.

Les CMI de I'imipenéme, vis-a-vis des souches de Proteus mirabilis étudiées, lues
aprés 24 heures d’incubation a 37°C sont de 4ug/mL pour 3 souches et de 8ug/mL
pour 2 souches.

Selon les recommandations de EUCAST 2018, les souches de Proteus mirabilis que
nous avons testées sont classées dans la catégorie intermédiaire (CMI comprise

entre 2 et8 pg/mL).

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Ghessoum et coll., (2017), de
Lange et coll., (2017) et de Kanzari et coll., (2018) qui ont montré que les souches
de Proteus mirabilis présentent des niveaux de résistance trés élevés a l'imipenéme.
La résistance a limipenéme observée chez les souches étudiées peut étre la
conséquence de la pression de sélection due a l'usage souvent abusif de cet
antibiotique au sein du service de réanimation du CHU de Tlemcen. En effet, une
étude menée par Hassaine (2009) sur la consommation des antibiotiques au CHU
de Tlemcen a montré que le service de réanimation était le service le plus

consommateur de l'imipenéme avec 183 doses définie journaliére(DDJ)/1000jours
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d’hospitalisation en 2007 et 165doses définie journaliere (DDJ)/1000jours
d’hospitalisation en 2008.

Par ailleurs, en 2014, Robert et ses collaborateurs ont montré que toutes les
espéces d’entérobactéries sont naturellement sensibles a tous les carbapénémes a
'exception de Proteus mirabilis et Morganella morganii qui ont une sensibilité
naturellement diminuée a 'imipénéme en raison de la présence de protéines liant la
pénicilline (PLP) (Robert et coll., 2014).
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L’étude que nous avons réalisée a porté sur I'étude des profils de résistance de

Candida albicans et de bactéries a Gram négatif co-isolées de dispositifs médicaux

au service de réanimation du CHU de Tlemcen a un antifongique ('amphotéricine B)

et a deux antibiotiques (la colistine et 'imipenéme).

Il ressort de cette étude que :

Les CMI de I'amphotéricine B, vis-a-vis des levures de Candida albicans
utilisées pour cette étude, lues apres 24 et 48 heures d’incubation a 37°C,
sont comprises entre 0,25 et 1ug/mL. Selon les recommandations du CLSI
2008, Candida sp. est considérée comme sensible a 'amphotéricine B si la
CMI est inférieure a 1pg/mL (CLSI 2008). De ce fait, toutes les souches
testées sont sensibles a 'amphotéricine B.

Les niveaux des CMI de la colistine sont de 0,5ug/mL pour les souches
d’Acinetobacter baumannii et de 1ug/mL pour les souches de Pseudomonas
aeruginosa. Ces résultats ont permis d’assigner ces souches a la catégorie
sensible (CMI < 2ug/mL) (EUCAST 2019).

Les CMI de l'imipenéme, vis-a-vis des souches de Proteus mirabilis testées
sont de 4pg/mL pour 3 souches et de 8ug/mL pour 2 souches. Les souches
de Proteus mirabilis que nous avons testées sont classées dans la catégorie
intermédiaire (CMI comprises entre 2 et 8 ug/mL) (EUCAST 2018).

Pour compléter ce travalil, il serait intéressant de :

Tester I'efficacité de 'amphotéricine B, de la colistine et de I'imipenéme sur les
associations Candida albicans/bactéries en mode planctonique

Evaluer le potentiel des souches testées a former des biofilms mono et multi-
especes.

Déterminer I'effet de I'antifongique et des deux antibiotiques seuls et combinés

sur ces associations de micorogranismes en mode sessile.
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Annexe N°1 : Préparation des solutions d’antibiotiques (Courvallin et coll., 2006)

Solution initiale | Solution mére | Eau distillée | Concentration |Concentration
(Mg/mL) (mL) (mL) Obtenue (ug/mL) | finale dans le
milieu (ug/mL)
5120 2 2 2560 256
5120 1 3 1280 128
5120 0,5 3,5 640 64
5120 0,5 7,5 320 32
320 2 2 160 16
320 1 3 80 8
320 0,5 3,5 40 4
320 0,5 7,5 20 2
20 2 2 10 1
20 1 3 5 0,5
20 0,5 3,5 2,5 0,25
20 0,5 7,5 1,25 0,125
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