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RESUME

Les infections fongiques ont considérablement augmenté ces derniéres années et sont devenues
aujourd’hui parmi les complications des sujets a haut risque hospitalisé. Cryptococcus neoformans soit
I’un des pathogenes identifiés lors de ces infections qui peut entrainer des cas de mycoses
nosocomiales.

En effet, ces levures se développent en adhérant a des implants médicaux, tels que les cathéters
veineux périphériques conduisant & la formation des biofilms qui leur conférent des propriétés de
résistances aux antifongiques.

Dans ce contexte nous avons entrepris ce travail qui consiste a isoler des souches de Cryptococcus
neoformans a partir des cathéters veineux périphériques en chlorure de polyvinyle (PVC) usés
directement aprés leurs excisions des patients, de vérifier leur capacité a former des biofilms et de
tester leur résistance vis-a-vis de I’amphotéricine B, traitement de premiére ligne des mycoses
systémiques ou généralisées.

Sur 281 prelevements, 4 souches de Cryptococcus neoformans ont été isolées. Il ressort de cette étude
que les test antifongiques vis-a-vis de I’amphotéricine B montrent que les cellules sessiles formantes
des biofilms de Cryptococcus neoformans sont nettement plus résistantes que leurs homologues
planctoniques. De plus, la résistance de ces biofilms a I’amphotéricine B dépend de la concentration
cellulaire de départ, du renouvellement du milieu et des différentes phases de formation des biofilms.

Mots clés : Cryptococcus neoformans, cathéter veineux périphérique, biofilms, amphotéricine B.

SUMMARY

Fungal infections have dramatically increased in recent years and have now become among the
complications of high-risk patients hospitalized. Cryptococcus neoformans is one of the pathogens
identified in these diseases which can causes nosocomial fungal infections.

In fact, these yeasts grow by adhering to medical devices, such as peripheral venous catheters leading
to the formation of biofilms that confer properties of resistance to antifungal agents.

In this context we undertook this work which is to isolate strains of Cryptococcus neoformans from
polyvinyl chlorure (PVC) peripheral venous catheters worn directly after excision from patients, to
check their powers to form biofilms and to test their resistance against amphotericine B.

From 281 samples, 4 strains of Cryptococcus neoformans were isolated. It appears from this study that
the antifungal tests against AmB show that sessile cells of Cryptococcus neofromans are much more
resistant than their planktonic counterparts. Moreover, resistance of biofilm to AmB depends on the
concentration of the starting inoculum, the renewal of culture medium and different stages of biofilm
formation.

Keywords: Cryptococcus neoformans, peripheral venous catheters, biofilms, amphotericin B.
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Introduction

Les cathéters veineux périphériques, sont les implants médicaux les plus utilisés en
milieu hospitalier, avec un pourcentage de 30 a 80% de patients exigeant ce genre
de dispositif durant leurs hospitalisation [(Lederle et coll., 1992) ; (Pujol et coll.,
2007) ; (Zingg et Pittet, 2009)].

Ces derniers, largement utilisés, présentent un probléme majeur de santé publique,
et constituent des supports importants d’adhésion des microorganismes d'ou la
formation des biofilms. Par conséquent, les patients sont face a un risque potentiel
par ces communautés qui servent de sources de microorganismes, a la fois

résistants aux antimicrobiens et aux défenses immunitaires.

Plusieurs études sur le plan médical ont été réalisées concernant les biofilms
bactériens, alors que ceux d'origine fongique, notamment ceux liés a la levure
Cryptococcus neoformans demeurent moins éclaircis, et beaucoup de choses sont

jusqu’a présent mal comprises.

Les cryptococcoses sont des mycoses cosmopolites affectant principalement les
immunodéprimés, causant des neuroméningites mortelles. Leur traitement est
difficile, en raison de I'absence d’antifongiques a la fois efficaces et non toxiques.
De plus, la résistance de ces levures aux agents antifongiques est un facteur limitant

leur éradication. Cette résistance est plus importante dans le cas des biofilms.

C’est dans ce cadre que notre étude a été entreprise au service de chirurgie A du
centre hospitalo-universitaire (CHU) de Tlemcen et du service de néonatologie de

I'établissement hospitalier spécialisé (EHS) hopital mére et enfant de Tlemcen.

by

Elle consiste a rechercher et a isoler les levures de Cryptococcus neoformans
a partir des cathéters veineux périphériques en chlorure de polyvinyle (PVC),
directement apres leurs ablations et de vérifier leur pouvoir a former des biofilms, et
enfin de tester leur résistance vis-a-vis de lI'amphotéricine B en calculant les
Concentrations Minimales Inhibitrices «CMI» et les Sessiles Concentrations

Minimales Inhibitrices «SCMI» (des biofilms) selon différents protocoles.

-
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1. Généralités

L’hépital (ou tout autre établissement de soins) peut étre considéré comme un
écosysteme ou le patient entre en contact avec un univers microbien parfois
redoutable et risque ainsi de contracter une infection que I'on qualifie de nosocomiale
ou hospitaliére, qui n’était ni en incubation ni présente lors de 'admission du malade
[(Le Minore et Veron, 1990); (Beaucaire, 1997)].

Depuis les trois dernieres décennies, on a assisté a une augmentation drastique des
infections fongiques systémiques en raison de [I'extension de la population
immunodéprimés, résultant principalement de la transplantation d’organes,
le traitement du cancer et l'infection a VIH [(Bohme et Karthaus, 1999); (Brown,
2004); (Rapp, 2004)].

En effet, la méningite cryptococcique, causée par la levure Cryptococcus
neoformans, peut causer plus de 30 % de mortalité chez les patients porteurs du
SIDA dans les régions pauvres telles que I'Asie du sud [(Chariyalertsak et coll.,
2001); (Helbok et coll., 2005); (Kumarasamy et coll., 2005)] et 'Afrique sub-
saharienne [(Casadevall et Perfect, 1998); (Hakim et coll., 2000); (Holmes et
coll., 2003); (Kohno, 2005)].

La cryptococcose est une infection grave due a une levure capsulée
Cryptococcus neoformans. Elle survient le plus souvent sur un terrain de déficit
immunitaire. C’est une infection opportuniste au cours de linfection par le virus de
limmunodéficience humaine (VIH) dont I'épidémiologie a profondément évolué ces

dernieres années (Dromer et Lortholary, 2004).

La cryptococcose se présente le plus souvent sous la forme dune
méningoencéphalite disséminée dont la mortalité aigué est de 100 % en I'absence
de prise en charge thérapeutique adaptée, et de l'ordre de 20 % malgré les
traitements antifongiques, y compris chez les patients sans facteurs de risque sous-
jacent (Dromer et Lortholary, 2004).

On note également I'émergence d’infections mycosiques profondes sur cathéters
(Lopez-Ribot, 2005).
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Cet accroissement est retrouvé quelle que soit la structure hospitaliere concernée
(centre hospitalier général, régional ou hospitalo-universitaire) et a fait passer la
proportion des infections fongiques de 6 a 10,4 % en dix ans (Eggimann et pittet,
2002).

La mise en évidence de Cr. neoformans dans un prélévement biologique implique la
recherche d’autres localisations et la mise en route rapide du traitement.
La prise en charge thérapeutique (choix des antifongiques, traitement de
'hypertension intracranienne, ou chirurgie) dépend de la gravité des localisations et

du terrain sous-jacent (Dromer et Lortholary, 2004).

Il existe deux variétés de I'espéce Cryptococcus neoformans qui sont les seules
représentantes du genre Cryptococcus pathogénes pour 'homme. Il s’agit de
Cr. neoformans var. neoformans (sérotypes A et D) et Cr. neoformans var. gattii
(sérotypes B et C). Actuellement, Cr. neoformans var. gattii est classée comme une
seule variété, et les sérotypes A et D sont séparés pour donner deux variétés
différentes : Cr. neoformans var. grubii (sérotype A) et Cr. neoformans var.

neoformans (sérotype D) [(Kwon-Chung et Varma, 2006); (Lin et Heitman, 2006)].

La prévalence de I'exposition a Cryptococcus neoformans est élevée puisque 80 %
des sujets ont des anticorps anti-Cr. neoformans en I'absence de cryptococcose,
(Goldman et coll., 2001), mais la maladie est relativement rare et survient, le plus
souvent sur un terrain de déficit profond de limmunité cellulaire (Dromer et
Lortholary, 2004).

De plus, l'utilisation des cathéters a connu un essor considérable lié aux progrés
médicaux. Cependant, la principale complication liée a cette manipulation est
l'infection [(Hennequin, 1996); (Veyssier et coll., 1998); (Boo et coll., 2005)].

Plusieurs rapports d’infections a Cryptococcus neoformans sur des fistules de
dialyse et des protheses valvulaires cardiaques  constituées de
polytetrafluoroethylene mettent en évidence la capacité de ces microorganismes
d’adhérer a des dispositifs médicaux [(Braun et coll., 1994); (Banerjee et coll.,
1997); (Penk et Pittrow, 1999)].

-
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Il est donc possible de trouver des infections a Cryptococcus neoformans sur des

cathéters.

Les infections sur cathéter sont responsables d’'une augmentation de la durée de
séjour, du colt de I'hospitalisation et de la morbidité en raison d’'une prescription
accrue d’antibiotiques et de la prolongation de la durée d’hospitalisation. Cette
attitude a des effets indésirables et des conséquences néfastes [(Figueroa-Damian
et coll., 1994); (Digiovine et coll., 1999); (Saidi et coll., 2006); (Kibbler, 2007)].

Le principal mode de colonisation du cathéter se fait au site d’insertion lors de la
pose ou ultérieurement, par la flore cutanée locale du patient migrant le long du trajet
sous-cutané du cathéter [(Mermel et coll., 2001); (Douglas, 2002); (Kaltenbach et
coll., 2002)].

Les levures peuvent coloniser I'extrémité du cathéter et forment des biofilms, elles
sont, souvent, introduites a partir de la peau du patient ou de la main du personnel
soignant [(Goldmann et Pier, 1993); (Saiman et coll., 2001); (Douglas, 2003); (Hot
et coll., 2007)].

Les biofilms sont définis comme étant des communautés microbiennes structurées
qui sont attachées fortement a une surface de maniere irréversible et encastrées
dans une matrice de substance exo-polymérique (EPS) qui peut occuper jusqu’a
75 % ou plus du volume d’un biofilm mature [(Monds et O’toole, 2008); (Kokar et
coll., 2009)].

La formation du biofim comporte des changements considérables dans la forme et la
fonction qui constituent la transition vers le mode dominant de la vie microbienne
[(Donlan et Costerton, 2002); (Monds et O’toole, 2008)].

Beaucoup d’études sont réalisées sur les biofilms bactériens [(Beloin et coll., 2008);
(Otto, 2008)], alors que les biofilms fongiques sont restés dans Il'ombre
(Robertson et Casadevall, 2009). Candida albicans et Cryptococcus neoformans
sont connues par leurs capacités a former les biofiims [(Ramage et coll., 2005);
(Robertson et Casadevall, 2009)].
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Les biofilms constitués d'innombrables cellules cryptococciques enfermées dans une
matrice polysaccharidique peuvent causer des cas de cryptococcoses humaines
(Walsh et coll., 1986).

Cryptococcus neoformans peut former les biofilms sur une gamme de surface y
compris le verre, le polystyrene, le polyvinyl et les dispositifs médicaux comme les
cathéters (Martinez et Casadevall, 2007).

De ce fait, les infections associées aux biofilms sur ces implants médicaux
représentent un probléme majeur d’infections nosocomiales [(Chandra et coll.,
2005); (Nett et coll., 2007)].

Les biofilms peuvent étre causés par une seule espéce microbienne ou par un

ensemble d’espéces bactériennes et/ou fongiques (Douglas, 2003).

lls constituent le mode prédominant de linfection microbienne liée aux dispositifs
médicaux. Ce sont des niches protectrices pour les microorganismes qui se trouvent
a labri des traitements antimicrobiens et des défenses immunitaires de I'héte
[(Chandra et coll., 2001a); (Kuhn et coll., 2002a et b); (Soll, 2008)].

De plus, Martinez et Casadevall, (2006a), ont montré que les biofiims de
Cryptococcus neoformans réduisent considérablement la sensibilité a 'amphotéricine
B et a la caspofungine ce qui rend leurs traitements difficile a réaliser, et présentent

un grand probleme de santé publique.

Il est donc, évident, du point de vue épidémiologique que les biofilms jouent un réle
dans les maladies infectieuses [(Bell, 2001); (Donlan et Costerton, 2002)].

La sévérité de la pathologie sous-jacente, la durée d’exposition aux techniques
invasives et I'immunodépression éventuelle représentent des facteurs de risques
majeurs de ces infections, ce qui facilite la rencontre avec des biomatériaux

implantés et la plupart des surfaces d’accueil (Ramage et coll., 2005).

Mais avant d’aller plus loin, il est nécessaire de rappeler les -caractéres
morphologiques de Cryptococcus neoformans qui sont liés a son pouvoir pathogéne

ainsi que les caractéristiques et I'architecture des biofilms.

-
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2. Caractéres morphologiques de Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans est une levure encapsulée, sphérique ou ovale, a
bourgeonnement uni et multilatéral, donnant des colonies blanches a cremes,
opaques, mucoides et peut étre de plusieurs millimétres de diametre [(Mitchell et
Perfect, 1995); (Casadevall et Perfect, 1998)].

C’est un champignon au caractére opportuniste qui cause des méningo-encéphalites
chez les patients immunodéprimés, et peut entrainer occasionnellement la maladie

chez les sujets sains (Mitchell et Perfect, 1995).

Il peut exister en tant que hyphes ou pseudohyphes chez certaines souches
(Casadevall et Perfect, 1998).

La cellule de Cryptococcus neoformans possede un élément qui la distingue des
autres levures d’intérét médicale : la capsule polysaccharidique, formée
principalement par le glucuronoxylomannane (GXM) constitué de [lacide
glucuronique, de xylose et de mannose, qui joue un role majeur dans sa virulence
[(Mitchell et Perfect, 1995); (Casadevall et Perfect, 1998); (Vecchiarelli, 2000)].

La capsule est connue par la présence d’'un halo clair entourant une levure apres
mélange du liquide biologique (ou mieux, d’'un culot de centrifugation) avec une
suspension d’encre de chine qui permet le diagnostic (Photo 1). Certaines levures
sont tres peu capsulées, rendant difficile le diagnostic et prétant a confusion avec
d’autres levures exceptionnellement responsables de méningites (Candida,

Histoplasma sp) (Dromer et Lortholary, 2004).

g



Synthese bibliographique

Photo 1: Visualisation de deux levures capsulées dans le liquide
céphalorachidien observé au microscope aprés dilution dans I'encre de

chine (grossissement x 1000) (Dromer et Lortholary, 2004).
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De grandes quantités de GXM sont libérées lors de linfection cryptococcique,
causant des effets délétéres sur la réponse immunitaire de I'hdte [(Casadevall et
Perfect, 1998); (Vecchiarelli, 2000)].

De plus, en 2005, Martinez et Casadevall ont signalé que la libération du GXM de
Cryptococcus neoformans est nécessaire pour I'adhésion a un support solide et la

formation du biofilm. (Photos 2 et 3)

Les cellules constitutives des biofilms sont appelées cellules sessiles, elles
présentent des propriétés phénotypiques qui sont radicalement différentes de leurs

homologues planctoniques (c'est-a-dire les cellules non adhérentes ou flottantes)
(Al-Dhaheri et Douglas, 2008).

La libération du GXM lors de la formation du biofilm de Cryptococcus neoformans,
contribue donc dans la résistance de ces communautés vis-a-vis du systeme
immunitaire et les agents antimicrobiens entrainant par la suite des infections

chroniques (Martinez et Casadevall, 2006a et b).
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Photo 2 : Biofilms de Cryptococcus neoformans B3501 formés sur des cathéters en
polyvinyle in vitro montrant une forte adhésion des cellules au substrat. Les fleches
noire et blanche désignent le polysaccharide et le substrat respectivement
(Martinez et Casadevall, 2007).

Photo 3: Microscopie électronique a balayage d’un biofilm mature (48h)

formé par Cryptococcus neoformans B3501 sur une lamelle de verre
montrant ainsi des cellules reliées entre elles par de grandes quantités de
polysaccharide. Les fleches désignent le polysaccharide
(Martinez et Casadevall, 2005).
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3. Phases de formation du biofilm de Cryptococcus neoformans

Si les mécanismes moléculaires exacts different d’'un organisme a un autre, les
étapes du développement du biofilm semblent étre conservées au sein d'un large

éventail de microorganismes (O’toole, 2003).

La formation des biofilms est un phénoméne extrémement complexe, sa constitution
nécessite plusieurs étapes et se déroule selon une séquence bien établie [(Chandra
et coll., 2001a); (Botto, 2003); (Haras, 2005)].

Ces étapes comprennent I'attachement des cellules a un substrat, la croissance et
lagrégation des cellules en microcolonies, la maturation et le maintien de
I'architecture du biofilm [(Davey et coll., 2003); (Davies et coll., 1998)]. (Figure 1)

Mature biofilm

Flow

Adherent organisms
Q00 N
Surface Microcolonies

Figure 1 : les différentes phases de la formation des biofilms microbiens (Bell, 2001).
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La formation du biofilm commence par une adhésion des microorganismes a la
surface suivie par une cascade d’expression génétique résultant par le phénotype
biofilm (Martinez, 2006).

Pour certains microbes, les structures de la surface cellulaire comme les fimbriae, les
flagelles et les capsules, influencent le taux et 'extension de I'adhérence des cellules

microbiennes (Bullit et Makowski, 1995).

Le polysaccharide capsulaire des Cryptococcus neoformans fournit a ces levures un
avantage dans le processus d’adhésion, ainsi, la nature dynamique de la capsule
permet a ces cellules d’adhérer a plusieurs substrats favorisant I'attachement a ces
supports (Martinez et Casadevall, 2005).

La phase intermédiaire de la formation du biofilm est caractérisée par une agrégation

homogene des cellules flottantes a la surface du substrat sous forme de

microcolonies (Martinez, 2006).

Le biofilm mature est constitué d’'un arrangement dense de cellules encastrées dans
une quantité importante de matériel exopolymérique qui peut étre plat ou en forme
de champignon dépendant de la source nutritive [(Stoodley et coll., 2001); (Hall-
Stoodley et coll., 2004)].

Selon Martinez et Casadevall en 2005, La formation du biofilm par Cryptococcus
neoformans suit une séquence d’événements discrets y compris la phase d’adhésion
et la phase de formation des microcolonies connues par un métabolisme actif et

enfin la phase de production de la matrice extracellulaire. (Photo 4)

- Phase d'adhésion (2 a 4 h): les cellules de Cryptococcus neoformans se
trouvent fermement attachées a la surface du substrat sous forme de
monocouche et apparaissent en fort état de croissance par la présence des

cellules bourgeonnantes. (Photo 4 A et B)

- Phase intermédiaire (8 a 16 h): le nombre de cellules augmente
significativement et ces levures se propagent tout au long du substrat formant

des microcolonies. (Photo 4 C et D)

-
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- Phase de maturation (24 a 48 h) : durant cette étape I'architecture du biofilm
devient plus complexe par I'excrétion croissante du matériel extracellulaire qui
entoure les cellules et produit des structures compactes qui sont attachées

avec ténacité au substrat. (Photo 4 E et F).

F
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Photo 4 : Microscopie optique du développement du biofilm de Cryptococcus

neoformans B3501 apres lavage puissant par le laveur des microplaques. A et B:
phase d’adhésion (2 a 4 h). C et D: phase intermédiaire (8 & 16 h). E et F: phase
de maturation (24 a 48 h) (Martinez et Casadevall, 2005).
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De plus, les cellules dans le biofilm mature peuvent étre détachées ou dispersées
lentement d'une fagon isolée ou sous forme d'agrégats cellulaires dans

'environnement conduisant a des maladies systémiques (Martinez, 2006).

Ces étapes se déroulent en cycle et le retour des cellules a la phase planctonique
compléte le cycle de développement du biofilm. [(Irie et Parsek, 2008); (Monds et
O’toole, 2008)].

4. Architecture des biofilms

Les biofilms sont hétérogénes d’'un point de vue structural. lls se forment sur des
support variés, ont des épaisseurs différentes et sont formés par des espéces

variées de microorganismes (De Rochemonteix, 2009).

Un biofilm est constitué d’'une fine monocouche de cellules a sa base (fixées a la
surface du substrat), surmonté de plusieurs couches épaisses de cellules enfermées
dans une matrice et reliées par des canaux aqueux. Il s’agit d’'une organisation
spatiale stratifiée, permettant des échanges (informations, nutriments...) et une
coopération entre microorganismes [(Tolker-Nielsen et Molin, 2000); (De
Rochemonteix, 2009)].

L’organisation stratifiée des biofilms s’explique par I'existence de gradients de
nutriments, d’ions... Les nutriments présents dans le milieu extérieur diffusent en
plus grande quantité dans les couches superficielles du biofilm. Plus on avance vers
les couches profondes du biofilm, moins la diffusion est efficace et plus les
concentrations en éléments nutritifs sont basses. Ces gradients permettent
d’expliquer la présence de zones de croissance différentes des microorganismes (De
Rochemonteix, 2009).

Martinez et Casadevall, (2005) rapportent que les biofims de Cryptococcus
neoformans ont une architecture tres hétérogéne, composé de cellules
métaboliguement  actives entrelacées avec la matrice extracellulaire

polysaccharidique, et peuvent étre constitués de trois couches distinctes : (Photo 5)
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- La couche basale poreuse du biofilm de Cryptococcus neoformans constituée
de cellules entourées de leurs polysaccharides (GXM), ces derniers jouent un

réle important dans I'ancrage du biofilm a la surface du substrat.

- La couche intermédiaire, composée de cellules métaboliqguement actives, a

I'intérieur de cette couche se trouvent des canaux d’écoulement.

- La couche la plus superficielle du biofilm, composée d’'une quantité importante

de la matrice extracellulaire.

&



Synthese bibliographique

-]28 um B

-
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Photo 5: Microscopie électronique confocale d’un biofiim mature de Cryptococcus
neoformans formé dans une microplaque en polystyrene montre une architecture

complexe. Les zones rouges représentent les cellules métaboliquement actives encastrées dans une matrice
extracellulaire polysaccharidique colorée en vert. A. le biofilm mature apparait sous forme de structure complexe
contenant une région de cellules métaboliquement actives entrelacées avec la matrice extracellulaire. L’'épaisseur
du biofilm est de 55 um. B. les cellules formant le biofilm sont encastrées dans une matrice exopolymérique qui fait
a peu prés 28 um d’épaisseur. C. la photo représente linterface qui sépare les cellules de la matrice
exopolymérique et qui fait 27 ym d’épaisseur. D. cette photo montre la région des cellules les plus métaboliquement
actives et qui mesure 13 uym d’épaisseur. E. un canal d’écoulement apparait comme une tache sombre a l'intérieur
du biofilm, il mesure 69 um de long et 43 um de large. La fleche désigne ce canal. F. les cellules de la couche
basale poreuse apparaissent en double coloration rouge et verte donnant le jaune, représentant ainsi les levures

entourées de leurs polysaccharides. Bar, 50 um (Martinez et Casadevall, 2005).
16
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Il en résulte la formation d’un biofilm mature, constitué d’'un arrangement dense de
cellules encastrées dans la matrice extracellulaire et le glucuronoxylomannane
(GXM). Cette organisation structurale et la présence des canaux d’écoulement
permettent 'échange des nutriments et des gaz, tout en offrant un environnement
protégé contre les prédateurs, les cellules immunitaires, les forces de cisaillement et

les agents antifongiques (Martinez et Casadevall, 2005).

On connait la présence dans la matrice extracellulaire du biofilm de Cryptococcus
neoformans d’autres sucres qui sont absent dans le GXM, comme le glucose, le

ribose et le fucose (Martinez et Casadevall, 2007).

De plus, des études ont montré que les souches non capsulées de Cryptococcus
neoformans ne forment pas de biofims, méme [Iutilisation des anticorps
anti polysaccharide pour les souches capsulées donne les méme résultats, cela
montre que le GXM, le composant principal de la capsule est nécessaire dans la
formation du biofilm (Martinez et Casadevall, 2005). (Figure 2)

<
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Figure 2 : Model d’inhibition médiée par les anticorps dans la formation du biofilm de

Cryptococcus neoformans. En absence d’anticorps anti capsule, les cellules libérent le
polysaccharide qui favorise la fixation au substrat. En présence d’anticorps, les
immunoglobulines empéchent la libération du polysaccharide, cela bloque I'adhésion

des levures au substrat (Martinez et Casadevall, 2005).
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La matrice extracellulaire des biofilms peut contenir jusqu'a 98% d’eau, cette forte
teneur est due a sa capacité a fixer un grand nombre de molécules d’eau par des
liaisons hydrogénes, permettant de lutter contre la dessiccation de certains biofilms

dans le milieu naturel [(Donlan, 2001a); (De Rochemonteix, 2009)].

Parfois, la couche la plus externe de la matrice se déshydrate afin de former une

interface séche et d’empécher une dessiccation plus marquée (Sutherland, 2001).
5. Résistance des biofilms aux antimicrobiens

Les biofilms microbiens sont notoirement résistants a une variété d’agents
antimicrobiens, y compris les antibiotiques, antiseptiques et les biocides industriels
(Douglas, 2002 et 2003).

Ces biofilms représentent la cause fréguente des infections chroniques des
dispositifs médicaux a séjour, comme les cathéters avec un taux de 25% (Martinez,
2006).

Bien que I'activité métabolique différe entre les cellules planctoniques et sessiles, les
biofilms représentent une niche pour les micro-organismes ou ils sont protégés a la
fois du systéme immunitaire de I'hdéte et de la thérapie antimicrobienne
Andes et coll., 2004); (Peeters et coll., 2008)].

Les infections liées aux biofilms fongiques sont souvent réfractaires aux traitements
habituels en raison de la résistance aux agents antimicrobiens [(Bachmann et coll.,
2002); (Lafleur et coll., 2006)].

La résistance des biofilms de Cryptococcus neoformans aux agents antifongiques et
aux défenses immunitaires a été bien illustrée, ces communautés microbiennes sont
plus résistantes a I'amphotéricine B et au systéme immunitaire que les cellules

planctoniques (Martinez et Casadevall, 2006a et b).

En effet, en présence d’amphotéricine B a des concentrations finales de 4 et 8 ug/mi,
'activité métabolique du biofilm de Cryptococcus neoformans est réduite de 35
et 50% respectivement. Par contre, une concentration finale d’antifongique égale
a 0,5 pg/ml suffit pour réduire l'activité métabolique des cellules planctoniques

de Cr. neoformans d’une fagon significative (Martinez et Casadevall, 2006a).
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Il est a noter que les cellules sessiles de Cryptococcus neoformans ainsi que leurs
homologues planctoniques sont totalement résistantes au fluconazole et
voriconazole (Martinez et Casadevall, 2006a).

Di Bonaventura et coll., (2006) ainsi que Tre-Hardy et coll., (2008) ont montré que les
bactéries et les champignons sont 1000 fois plus résistants a la thérapie
antimicrobienne que leur homologues planctoniques dans plusieurs variétés de

biofilms in vivo et in vitro, bien que cette résistance soit mal comprise.

Plusieurs facteurs sont responsables de I'évolution de la résistance des biofilms aux
antifongiques, entre autre, la complexité structurale et 'augmentation de la densité
cellulaire du biofilm, I'état physiologique des cellules, et I'expression des génes des
biofilms [(Ramage et coll., 2002a); (Perumal et coll., 2007)].

L’architecture des biofilms et la présence du materiel exopolymérique peut réduire la

diffusion des médicaments antifongiques (Ramage et coll., 2010).

Le materiel exopolymérique complexe pourrait servir de protecteur contre les cellules
phagocytaires et aussi d’échafaudage pour maintenir lintégrité du biofilm
(Blankenship et Mitchell, 2006).

Par ailleurs, la présence des canaux d’écoulement permettent le passage de ces
cellules et leurs molécules effectrices sans affecter les cellules du biofilm entourées

de leur matrice exopolymérique (Martinez et Casadevall, 2006b).

Toutefois, la matrice extracellulaire joue un rdle partiel dans la résistance des
cellules sessiles, mais d’autres facteurs sont probablement aussi impliqués
[(Mukherjee et Chandra, 2004); (Haras, 2005); (Ramage et coll., 2005)].

L’augmentation de la résistance aux antifongiques est induite par I'adhésion des
cellules aux surfaces, elle est associée a une augmentation concomitante de
I'activité métabolique du développement du biofilm [(Mateus et coll., 2004); (Nett et
coll., 2008)].

Selon Ramage et coll., (2001), la densité cellulaire d’'un biofilm explique partiellement
la résistance accrue des cellules sessiles par rapport a leurs homologues

planctoniques.
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Cette résistance pourrait étre due, en partie, a la surface induite par la sup-régulation
des pompes a efflux (Jabra-Rizk et coll., 2004). Ces dernieres sont codées par la
majorité des genes qui contribuent a la résistance aux différents traitements
antimicrobiens [(Chandra et coll., 2001a); (Douglas, 2002); (Harry et coll., 2002);
(Ramage et coll., 2002a); (White et coll., 2002)].

En effet, les biofilms constituent une barriére physique qui empéchent la pénétration
efficace des médicaments antimicrobiens, conférant ainsi a ces communautés, une
plus grande résistance vis-a-vis de I'activité antimicrobienne que leurs homologues
planctoniques [(Chandra et coll., 2001a); (Hall-Stoodley et coll., 2004)].

Actuellement, les stratégies pour prévenir la colonisation microbienne des cathéters
incluent I'imprégnation de ces matériaux avec des médicaments antimicrobiens, pour
modifier la composition chimique du polymére, et changer les propriétés physiques
de la surface. Malheureusement, ces approches n’ont pas été efficaces pour réduire
la formation des biofilms (Martinez, 2006).

Néanmoins, Bachmann et coll.,(2002) et (2003), Kuhn et coll., (2002b) et Ramage et
coll., (2002b), ont signalé l'efficacité de quelques agents antifongiques vis-a-vis des
biofilms fongiques, particuliéerement les formulations liposomales de 'amphotéricine
B et les échinocandines. De leur coté, Martinez et coll.,, (2010) ajoutent que le
chitosane peut étre utilisé comme un agent antimicrobien pour la prophylaxie et/ou le
traitement des cathéters, ou autre implants médicaux, contre leurs infections par les

biofilms fongiques.

Pour mettre le point sur ce genre d’infections et, afin d’évaluer la sensibilité des
biofilms de Cryptococcus neoformans vis-a-vis de I'amphotéricine B, nous avons
procédé a l'isolement de souches directement des cathéters veineux périphériques
afin de déterminer leurs capacités a former des biofilms et de calculer les CMI et les

SCMI «des cellules sessiles» de 'amphotéricine B a I'égard de ces souches.

-
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Ce travail a été réalisé au laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie,

synthése et activité biologique de I'université de Tlemcen.
1. Prélevements, isolement et identification de Cryptococcus neoformans
1.1. Préléevements

Les prélevements ont été effectués entre Janvier et Juin 2010 au niveau du service
de chirurgie A du CHU de Tlemcen et du service de néonatologie de 'EHS (hopital

mére et enfant) de Tlemcen (Tableau N°1).

Ces prélevements ont été réalisés a partir des cathéters veineux périphériques en
chlorure de polyvinyle (PVC) placés depuis 48 heures et plus, selon les

recommandations de Quinet, (2006).

Les cathéters sont pris directement des patients et mis dans le milieu sabouraud
liquide. Afin d’éviter toute contamination, les tubes sont ouverts devant une torche,
flambés puis vite refermés aprés coupure des extrémités distales des cathéters a
laide de ciseaux stériles. Les tubes sont, ensuite, agités au vortex pendant une

minute, selon la technique décrite par Brun-Buisson et coll., (1987).

Les tubes contenant les échantillons sont marqués et incubés a I'étuve a 37°C

pendant 24 heures a 21 jours.

Tableau N°1 : Répartition des prélévements entre les deux services.

Nombre de Taux de
Service prélevements prélevements (%)
Chirurgie A 144 51,25
Néonatologie 137 48,75
Total 281 100
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1.2. Isolement et purification

A partir des tubes présentant un trouble, des boites de pétri préalablement coulées
avec la gélose sabouraud sont ensemencées par stries, puis incubées a 37°C
pendant 24 a 48 heures. Ensuite, une colonie est prélevée de la gélose, repiquée
dans le milieu sabouraud liquide stérile et incubée a 37°C pendant 24 a 48 heures.
Chaque souche pure est ensemencée sur gélose sabouraud inclinée en tube puis

incubée a 37°C pendant 24 a 48 heures et conservée a 4°C.
1.3. Identification

L’identification des souches isolées a partir des cathéters veineux périphériques est

réalisée selon les tests macroscopiques, microscopiques et biochimiques
1.3.1 Culture sur gélose maltosée de sabouraud

On ensemence par stries une boite de gélose de sabouraud, par une colonie qui
présente a I'état frais, 'aspect de la levure Cryptococcus, les colonies sur ce milieu

deviennent humides et coulantes (Segretain et coll., 1979).
1.3.2 Technique d’encre de chine

Dans un tube a hémolyse, on dilue une goutte d’encre de chine au 1/3. Ensuite on
ajoute une petite colonie qui présente I'aspect du Cryptococcus. On préléve une
goutte de cette suspension et on observe sous microscope au grossissement 10x40.
Sur un fond noir les Cryptocoques présentent une capsule qui ne se colore pas par
'encre de chine (Drouhet et Vieu, 1957).

1.3.3 Identification biochimique (Api Candida)

API Candida est un systéme standardisé pour l'identification en 18-24 heures des

levures notamment les plus rencontrées en microbiologie clinique.

La galerie APl Candida comporte 10 tubes contenant des substrats déshydratés,
pour réaliser 12 tests d’identification : acidification de cing sucres [glucose (GLU),
galactose (GAL), saccharose (SAC), trehalose (TRE) et raffinose (RAF)] et sept

réactions enzymatiques [B-maltosidase (3-MAL), a-amylase (a-AMY ), B-xylosidase

B
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(B-XYL ), B-glucuronidase (B-GUR ), hydrolyse de [l'urée (URE), N-acetyl-3-
glucosaminidase (B-NAG) et B-galactosidase (B-GAL)].

A partir d’'une culture jeune sur boite de pétri de 18 & 24 heures, on préléve une ou
plusieurs colonies identiques bien isolées et on réalise dans le NaCl a 0,85% une
suspension d'opacité égale a celle de I'étalon de 3 McFarland (Annexe 1). La
suspension de levures est ensuite répartie dans les tubes en évitant de faire des
bulles, les cing premiers tests des sucres plus celui de I'hydrolyse de I'urée sont

recouverts par I'huile de paraffine.

Dans une boite d’incubation, on dépose 5 ml d’eau [distillée, déminéralisée ou toute
autre eau sans additif ou substance chimique susceptible de libérer des gaz (Cls,
COs....)] dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide, puis on met dans
cette boite notre galerie API Candida et I'incubation se fait a 36°C + 2°C pendant 18
a 24 heures.

La lecture se fait visuellement en se reportant au tableau de la notice technique et
les noter sous forme de + ou — sur la fiche de résultats. Il faut savoir que, les tubes 8
et 9 sont bifonctionnels et permettent la réalisation de 2 réactions dans le méme
tube : tube 8 : BXYL (test n° 8) / BNAG (test n° 11), tube 9 : BGUR (test n° 9) / BGAL
(test n° 12).

L’identification se fait par codage des réactions en un profil numérique composé de
guatre chiffres qui seront comparés avec ceux figurant dans la liste des profils, ou

bien, par utilisation d’un logiciel d’identification « apiweb ™ ».

La méthode d’identification api candida utilisée est celle décrite dans la notice du Kit
de la plague commercialisée (bioMérieux® SA, REF 10500, 08159H - FR -
2006/02)
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2. Evaluation du potentiel des souches étudiées a former des biofilms

Dans le but de vérifier I'aptitude des souches isolées a former les biofilms, ces
derniéres sont soumises a I'action d’'un agent antifongique pour mettre en évidence
une éventuelle résistance des levures sessiles. Ce test consiste a calculer les
concentrations minimales inhibitrices « CMI » ainsi que les concentrations minimales
inhibitrices des cellules sessiles « SCMI », selon différents protocoles. L’antifongique

choisi est 'amphotéricine B pure provenant des laboratoires SIGMA.

Le pouvoir des souches de Cryptococcus neoformans a former les biofilms est jugé
positif si les concentrations minimales inhibitrices calculées selon le protocole de
Ramage et coll., (2001) sont supérieures aux concentrations minimales inhibitrices
calculées selon le protocole du NCCLS M27-A. Les premieres, des cellules sessiles,
sont dénommées « SCMI », les secondes sont désignées par « CMI » (des cellules

planctoniques).

Seules les cellules adhérentes aux parois forment des biofilms, celles qui n’ont pas la
capacité de les former vont étre éradiquées suite au lavage. L’activité antifongique
de I'amphotéricine B est testée sur des souches isolées des deux services cités

précédemment.
2.1. Détermination des CMI et des SCMI
2.1.1 Détermination des CMI

Les CMI des cellules planctoniques des différentes souches sont déterminées selon
la méthode de microdilution décrite par le NCCLS M27-A.

Pour chaque souche, une série de dilutions doubles de I'antifongique est réalisée.
Pour cela, 100 pl d’'une solution d’amphotéricine B sont placés dans chaque puits
jusqu’a la fin de la ligne de la microplaque avec des dilutions réalisées dans un ordre
décroissant (64 a 0,5 pg/ml) a partir d'une solution mére d’amphotéricine B a
128 pg/ml. 100 pl d’une culture de Cryptococcus neoformans a une concentration
cellulaire de départ de 2,5 x 10° cellules/ml, dénombrés sur cellules de Thoma, sont
ajoutés dans chaque puits. Le témoin consiste a mettre dans un puits 200 ul de

culture sans antifongique.
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Les CMI ont été déterminées en utilisant le test de réduction au tétrazolium (XTT).
2.1.2 Test de réduction du XTT (Ernst et Rogers, 2005)

L’activité métabolique des cellules fongiques a été déterminées par le XTT [2,3-bis
(2-méthoxy-4-nitro-5-sulfo-phényl)-2H-tétrazolium-5-carboxanilide] qui est converti en

formazane, produit dérivé de couleur qui peut étre quantifié a I'ceil nu.

La solution mere de XTT (5 mg/ml) a été préparée en dissolvant 5 mg de XTT dans
1 ml de PBS préchauffé (bain marie). La solution mere a été stérilisée par filtration a
travers un filtre de taille des pores de 0,22 um, puis mise, séparément en volume de
10 ml, dans des tubes stériles (volume suffisant pour I'incubation d’'une microplaque).
Les tubes sont ensuite stockés a -20°C. Le XTT est sensible a la lumiére, et de ce

fait, les tests ont été effectués dans I'obscurité.

La solution mere du ménadione (10 mM) a été préparée en dissolvant 0,017 g de
ménadione dans 10 ml d’acétone. Juste avant utilisation, 10 ml de la solution mére
du XTT est décongelée et additionnée de 1 pl de ménadione. Dans chaque puits de
la microplaque (contréles inclus), 100 ul de la solution XTT/ménadione sont ajoutés.

Les microplaques sont, ensuite, recouvertes de papier aluminium stériles puis

placées dans une étuve a 35°C pendant 4 a 5 heures.

Si le tétrazolium est réduit par les cellules viables, la solution dans les puits se
transforme en couleur orange visible a I'ceil nu et les CMI sont déterminées a partir

des premiers puits présentant un virage de la couleur vers I'orange.

.
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2.1.3 Détermination des SCMI

Pour les cellules sessiles (des biofilms), les SCMI des différentes souches sont
déterminées selon la méthode de microdilution décrite par Ramage et coll., (2001).
Il s’agit d’'une méthode standard in vitro pour tester la susceptibilité antifongique des

biofilms de Cryptococcus neoformans.
a. Préparation des souches

Les souches ont été inoculées avec une anse de platine dans 20 ml du milieu
Sabouraud liquide puis placées dans un agitateur orbital (100 tours/min) a 30°C.
Dans ces conditions, toutes les souches sont récupérées en phase de

bourgeonnement.

Les cellules sont récupérées par centrifugation a 4000 tours/min pendant 10 minutes
puis lavées deux fois avec du tampon phosphate stérile (PBS) 10 mM, pH 7,4
additionnée de 2,7 mM de chlorure de potassium (KCI) et 137 mM de chlorure de
sodium (NacCl). (Annexe 2)

Dans le milieu RPMI 1640 (Annexe 3) additionné de 2 % de glucose, les cellules sont
réensemencées & une concentration cellulaire de départ égale & 10° cellules/mi

dénombrées sur cellule de Thoma.
b. Formation des biofilms

Des microplaques de polystyréne pré-stérilisées sont utilisées pour la mise en
évidence de la formation des biofilms. 100 pl de la suspension de levure est placée
dans chaque puits. Les microplaques sont, par la suite, convenablement recouvertes
a l'aide du papier aluminium stérile. L’'incubation se fait a 37°C pendant 48 h.
Cette opération est réalisée tout de suite aprés I'ajustement de la concentration

cellulaire de départ de10° cellules/ml.

.
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c. Test antifongique

Apreés la formation du biofilm, le surnageant est aspiré et les cellules non adhérentes
sont soigneusement enlevées par trois lavages successifs avec du PBS stérile.
A cette fin, 100 ul du PBS sont ajoutés puis ré-aspirés. Le liquide résiduel du PBS
est retiré en utilisant du papier buvard stérile.

L’aspiration du surnageant doit étre effectuée avec soin pour éviter la destruction des
biofilms.

Apres avoir ajouté dans chaque puits de la microplague 100 pl du milieu RPMI 1640
additionné de 2 % de glucose, nous avons incorporé la solution d’amphotéricine B.
Pour ce faire, 100 uyl d’'une solution mére d’antifongique a une concentration de
128 ug/ml sont ajoutés au premier puits. Apres homogénéisation du contenu du puits
a l'aide d’'une micropipette, nous avons prélevé 100 yl que nous avons ajouté au

deuxiéme puits et ainsi de suite jusqu’au dernier ou le volume récupéré est écarté.

Un témoin négatif et un témoin positif sont préparés en parallele aves les
échantillons. Le témoin négatif correspond a une incubation de I'amphotéricine B
dans le milieu de culture en absence de levures. Par contre, le témoin positif consiste

a incuber les levures en absence d’amphotéricine B.

Les microplaques ainsi préparées sont scellées et placées dans une étuve a 35°C
pendant 48 h.

Les SCMI ont été déterminées en utilisant le test de réduction du tétrazolium décrit
précédemment.

Pour chaque souche, nous avons répété I'expérience 3 fois.

.
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2.2. Effet de la concentration cellulaire de départ sur les CMI et les SCMI

En 2008, Seneviratne et ses collaborateurs, ont montré que la méthode de
détermination des CMI décrite par le NCCLS ne suffit pas pour obtenir une vision
globale de la sensibilité antifongique, en particulier lorsque les organismes sont en
mode biofilm. Par conséquent, il est important de déterminer les CMI des agents
antifongiques a une plus grande densité de cellules planctoniques et de biofilm.

De plus, selon Perumal et coll., (2007) une concentration cellulaire de départ égale a
10® cellules/ml influe sur la résistance des biofilms de Candida albicans. C’est
pourquoi, nous avons voulu étudier I'effet de 'amphotéricine B sur les biofilms formés
par les souches isolées de Cryptococcus neoformans a une concentration cellulaire

de départ égale a 10° cellules/ml.

Il est & noter que pour ces expériences, nous avons suivi le protocole de Ramage et
coll., (2001)

2.3. Détermination des SCMI au cours des phases de formation des

biofilms

Selon Mateus et coll. (2004) et Peeters et coll. (2008), les biofilms fongiques ont été
étudiés essentiellement en phase mature. Par conséquent, peu d’'informations sont
disponibles quant au comportement des cellules fongiques dans les premiers stades
de formation du biofilm. Pour ce faire, nous avons testé I'effet de 'amphotéricine B
sur la sensibilité des cellules sessiles durant les différentes phases de la formation

des biofilms a savoir :
- La phase d’adhésion (aprés 4 heures d’incubation)
- La phase intermédiaire (aprés 24 heures d’incubation)
- La phase de maturation (aprés 48 heures d’incubation)
- Les biofilms vieux (aprés 72 heures d’incubation)

La méthode utilisée est celle décrite par Ramage et coll., (2001)

.
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2.4. Effet du renouvellement du milieu de culture sur les SCMI

Pour étudier I'effet du renouvellement du milieu de culture sur les concentrations
minimales inhibitrices des cellules sessiles apres maturation des biofilms, nous
avons effectué des expériences sur ces dernieres en renouvelant le milieu de culture
apres 48 heures d’incubation a 37°C.

Nous avons testé les deux concentrations cellulaires de départ, 10° et 10°

cellules/ml.

Apres 48 heures d’incubation a 37°C, le surnageant est aspiré, les puits sont lavés
avec le PBS 10 mM pH 7,4 et 100 pl du milieu RPMI 1640 additionné de 2 % de
glucose sont incorporés aux différents puits de la microplaque. Les microplaques

sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 heures.

La sensibilité des cellules a I'amphotéricine B est suivie selon le protocole décrit

précédemment.
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La cryptococcose est une infection fongique qui affecte principalement les patients
immunodéprimés, elle est causée par la levure Cryptococcus neoformans.
Les poumons et le systéme nerveux central sont les sites les plus courants de cette
infections, de plus, des fongémies et des lésions cutanées ont été décrites [(Leite et
coll., 2004); (Pasqualotto et coll., 2004)].

Les cas de fongémie cryptococcique liées aux cathéters sont trés rares a trouver.
Par ailleurs, la colonisation des voies veineuses centrales par Cryptococcus a
probablement été trouvée dans plusieurs hdépitaux mais sans publication (Tuon et
coll., 2009).

Dans un cas étudié, l'auteur a affirmé que la colonisation du cathéter pourrait
provenir de la peau ou pendant une fongémie. Cryptococcus neoformans est une
levure qui se trouve fortement dans I'environnement, mais certains cas ont été

signalés dans la section nosocomiale (Tuon et coll., 2009).

Partant de ces données, nous avons entrepris cette étude qui consiste a isoler des
levures de Cryptococcus neoformans a partir des cathéters veineux périphériques
usés au niveau du service de chirurgie A du CHU de Tlemcen et de service de
néonatologie de 'EHS de Tlemcen.

1. Prélevements, isolement et identification de Cryptococcus neoformans

Le tableau N° 2 regroupe le nombre de prélevements effectués au niveau des
services de chirurgie A et néonatologie ainsi que le nombre de souches de
Cryptococcus neoformans isolées.

281 prélévements ont été effectués au niveau des deux services, soit 144 au service
de chirurgie A et 137 au service de néonatologie.

4 souches de Cryptococcus neoformans ont été isolées, (Annexe 4) représentant
1,42 % de 'ensemble des prélévements. Elles se répartissent dans les deux services
comme suit: 1 souche du service de Chirurgie A et 3 souches du service de

néonatologie.
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Tableau N° 2:

neoformans isolées dans chaque service.

Nombre de prélevements et de souches de Cryptococcus

. Nombre de Nombre de
Service . Taux (%)
prélévements souches
Chirurgie A 144 1 0,69
Néonatologie 137 3 2,19
Total 281 4 1,42

En calculant le taux de souches isolées de Cryptococcus neoformans selon le
nombre de prélévements dans les deux services, nous remarquons que le taux dans
le service de néonatologie avec 2,19 % est plus élevé que celui de chirurgie A avec
0,69 %.

D’aprés ces mémes résultats, nous constatons que le service le moins concerné par
les contaminations des cathéters veineux périphériques par la levure Cryptococcus
neoformans, selon le nombre de prélevements, est le service de chirurgie A avec un

taux tres faible.

Ces résultats sont en accord avec les données de Tuon et coll., (2009), qui ont
signalé la rareté de l'incidence des fongémies cryptococciques, de plus, et d’aprés
les mémes auteurs, les cas de colonisation des voies veineuses centrales trouvés
dans certains hopitaux n’ont pas été publiés, ce qui montre probablement une

certaine ignorance vis-a-vis de ces infections.
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En 1996, Hennequin a montré dans des travaux menés au sein d'un centre
hospitalo-universitaire parisien que linfection a Cryptococcus neoformans est trés
limitée : 14 cas en 3 ans dont 11 chez des patients atteint par le VIH et 3 chez des

patients transplantés rénaux.

Hoang et coll., (2004) signalent que sur une période de cing ans entre 1997 et 2002
a I'hépital de Vancouver et le centre des sciences de la santé, 18 souches de
Cryptococcus neoformans ont été isolées dont 10 a partir des patients HIV positifs,
ce qui montre que limmunodépression est un facteur important dans la

dissémination de ces infections, sinon le taux reste toujours faible.
2. Evaluation du potentiel des souches isolées a former les biofilms

Selon Ramage et coll. (2001), 'accroissement des CMI chez les levures par rapport
a la méthode du NCCLS M27-A témoigne de leur capacité a former des biofilms.
C’est pourquoi, nous avons entrepris de déterminer les CMI des souches que nous
avons isolé suivant les deux méthodes citées, celle du NCCLS M27-A et celle de
Ramage et coll., (2001). L’ensemble des résultats de tous les tests de sensibilité a
'amphotéricine B des souches de références et des souches isolées sont regroupés

dans 'annexe 5.

N’ayant pas de données concernant le Cryptococcus neoformans nous n’avons pu

comparer nos résultats qu’avec ceux publiés sur la levure Candida albicans.
2.1. Détermination des CMI et des SCMI
2.1.1 Détermination des CMI par la méthode de NCCLS M27-A

Le tableau N° 3 regroupe les résultats des CMI de I'amphotéricine B, selon la
méthode du NCCLS M27-A des souches de références (Candida albicans ATCC
10231 et Candida albicans 444 IP) et des souches isolées du CHU et 'EHS de
Tlemcen.

Selon le protocole de NCCLS M27-A, les CMI des souches C. albicans ATCC 10231
et C. albicans 444 IP sont identiques (0,5 pg/ml).
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Pour les 4 souches isolées, les CMI de 'amphotéricine B sont toutes identiques et

égale a 0,5 pg/ml. Cependant, ces CMI restent dans l'intervalle des CMI établies par

Martinez et Casadevall, (2006a).

Tableau N° 3: Concentrations minimales inhibitrices de 'amphotéricine B vis-a-vis

des souches de références de Candida albicans et des souches isolées de

Cryptococcus neoformans selon le protocole du NCCLS M27-A.

Les souches

CMI (pug/ml) d’AmB « NCCLS M27-A »

Candida albicans ATCC 10231 0,5
Candida albicans 444 IP 0,5
Cryptococcus neoformans CH 67 0,5
Cryptococcus neoformans N 86 0,5
Cryptococcus neoformans N 137 0,5
Cryptococcus neoformans N 78 0,5
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2.1.2 Détermination des CMI par la méthode de Ramage et coll., (2001)

Le tableau N° 4 regroupe les résultats des CMI de 'AmB, selon la méthode de
Ramage et coll., (2001) des souches de références (Candida albicans ATCC 10231

et Candida albicans 444 IP) et des souches isolées de Cryptococcus neoformans.

Tableau N° 4 : CMI de 'amphotéricine B vis-a-vis des souches de références de
Candida albicans et des souches isolées de Cryptococcus neoformans selon les
protocoles de NCCLS M27-A et de Ramage et coll., (2001).

CMI d’AmB (ug/ml) CMI d’AmB (ug/ml)
Les souches « NCCLS M27-A » « Ramage et coll., 2001 »

C. albicans ATCC 10231 0,5 2
C. albicans 444 IP 0,5 4
Cr. neoformans CH 67 0,5 16
Cr. neoformans N 86 0,5 8
Cr. neoformans N 137 0,5 4
Cr. neoformans N 78 0,5 4

Nous remarquons que les CMI de 'AmB des souches de références (Candida
albicans ATCC 10231 et Candida albicans 444 IP) sont de 2 pg/ml et 4 pg/ml
respectivement. Ces CMI sont supérieures a celles obtenues par la méthode du
NCCLS M27-A.

Toutes les souches de Cryptocuccus neoformans isolées ont des CMI qui varient
entre 4 et 16 pg/ml, ces valeurs sont nettement supérieures a celles obtenues par la
méthode du NCCLS M27-A.
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Selon Ramage et coll., (2001), 'accroissement des CMI des souches de références
et des 4 souches isolées témoigne de leur capacité a former des biofilms, dans ce

cas, nous parlons de SCMI (CMI des cellules sessiles). (Annexe 5)

Contrairement a nos résultats, Martinez et Casadevall, (2006a) ont trouvé que les
CMI de 'amphotéricine B de 3 souches de Cryptococcus neoformans sont égales a
0,5 pg/ml, alors que leurs SCMI sont de 2 ug/ml, c'est-a-dire que les souches

forment le biofilm mais les valeurs des SCMI sont basses.

L’amphotéricine B réduit significativement I'activité métabolique des cellules de
Cryptococcus neoformans a cause de ses propriétés fongicides (Martinez et
Casadevall, 2006a).

Nous remarquons dans notre étude que les SCMI des deux souches N 137 et N 78
restent dans les limites physiologiques, alors que ceux de CH 67 et N 86 dépassent

les niveaux réalisables in vivo.

De plus, les biofilms de Cryptococcus neoformans sont plus résistants au fluconazole

et au voriconazole (Martinez et Casadevall, 2006a).

Les résultats que nous avons obtenus témoignent des difficultés thérapeutiques
rencontrées dans les traitements antifongiques, ce qui pose un probléme socio-

économigue majeur en santé publique.

La formation des biofiims a augmenté de maniere significative les niveaux de
résistance aux antifongiques classiques [(Baillie et Douglas, 1999); (Miao et coll.,
2007)].

Il parait donc, que les biofilms de Cryptococcus neoformans sont trés résistants a

'amphotéricine B.

Les biofilms constituent une barriere physique qui empéche la pénétration efficace
des médicaments antifongiques et qui conferent aux microorganismes formant les
biofiims des niveaux plus élevés de résistance que ceux de leurs homologues
planctoniques [(Chandra et coll., 2001a); (Al-Fattani et Douglas, 2004)].

.
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2.2. Effet de la concentration cellulaire de départ sur les CMI et les SCMI

Les résultats des tests antifongiques vis-a-vis de ’AmB en utilisant une concentration

cellulaire de départ égale & 10° cellules/ml sont représentés dans le tableau N° 5.

Tableau N° 5: CMI de I'amphotéricine B vis-a-vis des cellules planctoniques et
sessiles des souches de références de Candida albicans et des souches isolées de

Cryptococcus neoformans & une concentration cellulaire de départ de 102 cellules/ml.

CMI d’AmB (pg/ml) CMI d’AmB (ug/ml)
Les souches « NCCLS M27-A » « Ramage et coll., 2001 »

C. albicans ATCC 10231 32 32
C. albicans 444 IP 16 64
Cr. neoformans CH 67 8 32
Cr. neoformans N 86 8 16
Cr. neoformans N 137 8 16
Cr. neoformans N 78 2 16

Nous constatons que les CMI et les SCMI de Candida albicans ATCC 10231 sont
inchangées (32 pug/ml), alors que Candida albicans 444 IP a une CMI de 16 pg/ml et
une SCMI de 64 pg/ml.

Les deux souches isolées N 86 et N 137 ont des CMI de 8 pug/ml et des SCMI de
16 pg/ml alors que la souche CH 67 a une CMI de 8 pg/ml et une SCMI de 32 pg/ml.
D’autre part, uniguement la souche N 78 présente des CMI et SCMI de 2 pg/ml et

16 pg/ml respectivement.
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Ces résultats mettent en évidence 'augmentation de la résistance a 'amphotéricine
B de Cryptococcus neoformans ainsi que I'amplification de celle-ci sur les cellules
sessiles par rapport aux cellules planctoniques. Ces résultats vont dans le méme
sens que ceux de Perumal et coll.,, (2007) qui ont montré qu’a haute densité
cellulaire, les cellules planctoniques de toutes les souches testées de Candida
albicans ont montré une sensibilité réduite de 80 % vis-a-vis de 'AmB par rapport a
leurs homologues sessiles qui développent une tolérance a des concentrations

élevées d’agents antifongiques.

Par contre, selon Seneviratne et coll., (2008), 'augmentation de la concentration
cellulaire de départ de 10° a 10° cellules/ml n’induit pas une augmentation
significative de la CMI (elle passe de 0,23 pg/ml & 0,93 pg/ml) de Candida albicans.
Toutefois, les SCMI, avec la méme densité cellulaire au sein des biofilms de cette

levure étaient plus élevées (15 pg/ml et 30 pg/ml).

2.3. Détermination des SCMI au cours des phases de formation des

biofilms

Sur le tableau N° 6 sont regroupés les résultats des tests de sensibilité a
'amphotéricine B des cellules sessiles des souches de références et des souches

isolées durant la formation des biofilms apres :
- La phase d’adhésion (aprés 4 heures d’incubation)
- La phase intermédiaire (aprés 24 heures d’incubation)
- La phase de maturation (aprés 48 heures d’incubation)

- Les biofilms vieux (aprés 72 heures d’incubation)
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Tableau N° 6 : SCMI de 'AmB vis-a-vis des souches de références de candida
albicans et des souches isolées de Cryptococcus neoformans durant la formation

des biofilms & une concentration cellulaire de départ de 10° cellules/ml.

SCMI (ug/ml) de 'AmB
Les souches 4h 24 h 48 h 72 h
C. albicans ATCC 10231 0,5 1 2 8
C. albicans 444 IP 0,5 1 4 4
Cr. neoformans CH 67 1 4 16 16
Cr. neoformans N 86 1 2 8 8
Cr. neoformans N 137 1 2 4 4
Cr. neoformans N 78 0,5 1 4 4

Les SCMI de la souche de Candida albicans ATCC 10231 sont de 0,5 pg/ml,
1 pg/ml, 2 pg/ml et 8 pg/ml apres 4, 24, 48 et 72 heures respectivement.

Les SCMI de la souche de Candida albicans 444 IP sont de 0,5 pg/ml, 1 pg/ml,
4 ug/ml et 4 ug/ml apres 4, 24, 48 et 72 heures respectivement.

La souche isolée N 78 a une SCMI de 0,5 pg/ml pendant la premiere phase
(4 heures) de formation des biofilms, alors que celles des 3 autres souches CH 67, N
86 et N 137 sont de 1 pg/ml.

Durant la phase intermédiaire (24 heures), la souche N 78 a une SCMI de 1 pg/ml,
les deux souches N 86 et N 137 ont des SCMI de 2 pg/ml et la souche CH 67 a une
SCMI de 4 pg/ml.
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Durant la phase de maturation (48 heures), les deux souches N 78 et N 137 ont des
SCMI de 4 pg/ml, la souche N 86 avec 8 pg/ml et la souche CH 67 avec 16 pg/ml.
Pour la phase de 72 heures, toutes les SCMI des souches isolées sont comparables

avec celles de la phase de maturation.

Sur la figure 3 sont illustrés les résultats des tests de sensibilité a 'amphotéricine B
des souches de références et des souches isolées au cours de la formation des

biofilms.

Durant la phase d’adhésion, nous observons que les SCMI (0,5 a 1 pg/ml) sont

proches des CMI calculées précédemment.
Alors que les SCMI de ces 4 souches augmentent entre 24 heures et 48 heures.

Aprés la maturation des biofilms, les SCMI des 4 souches isolées ne changent pas

entre 48 heures et 72 heures.

Les cellules sessiles des souches de références sont nettement plus résistantes a
'amphotéricine B par rapport aux cellules planctoniques, d’autant plus lorsque les

biofilms sont matures.
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Figure 3 : Détermination des SCMI de 'AmB des souches de références de
C. albicans ATCC 10231 et C. albicans 444 IP et des souches isolées de
Cryptococcus neoformans durant les différentes phases de formation des
biofilms.
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Les résultats que nous avons obtenus sont comparables a ceux de Lamfon et coll.,
(2004) qui ont observé que la sensibilité de Candida albicans aux antifongiques est
modifiée tout au long des différentes phases de développement du biofiim. Ce
dernier, devient plus résistant aprés la maturation (plus de 24h). Ceci peut étre du,
en partie, a la formation de la matrice exopolymérique, qui selon Martinez et
Casadevall, (2006a) et Martinez et Fries, (2010) contribue significativement a la
résistance des biofilms fongiques aux médicaments en jouant le réle de barriere

physigque qui empéche la pénétration de ces antifongiques.

D’autres part, Mukherjee et coll., (2003) en examinant le contenu de la membrane,
ont indiqué que le niveau des stérols est modulé au cours de la formation du biofilm
de Candida albicans. L’ergostérol est réduit dans la phase de maturité et
intermédiaire du biofilm par rapport a la premiére phase, c’est pourquoi I'effet de
'AmB est réduit en phase mature des biofiims de Candida albicans. De plus, les
niveaux des stérols au sein des biofilms de Candida albicans a 6 heures étaient

semblables a ceux des cellules planctoniques.

Pour illustrer I'évolution de la résistance des souches isolées, nous avons calculé les
moyennes des résultats des tests antifongiques des souches isolées regroupés sur
le tableau N° 6. Ces moyennes sont calculées pour chague phase du développement
des biofilms.

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure 4.

La résistance vis-a-vis de l'amphotéricine B augmente conjointement avec la
formation du biofilm de Cryptococcus neoformans, mais aprés la phase de
maturation (48 heures), le seuil maximum de résistance de ces communautés
microbiennes est atteint.

Les résultats que nous avons obtenus vont dans le méme sens que ceux de
Chandra et coll., (2001a et b) qui ont montré que la résistance, aux différents agents
antifongiques, augmente au cours des diverses étapes de la formation des biofilms

de Candida albicans.

=



Résultats et discussion

Concentration en AmB (ng/ml)

0,87

O T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps d'incubation (heures)

Figure 4 : Evolution de la résistance du biofilm de Cryptococcus neoformans au

cours des différentes phases de sa formation vis-a-vis de 'AmB.
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2.4. Effet du renouvellement du milieu de culture sur les SCMI

Les résultats des tests antifongiques en milieu de culture renouvelé sont regroupés

sur le tableau N° 7.

Tableau N° 7: CMI de 'AmB vis-a-vis des cellules sessiles des souches de
références de Candida albicans et des souches isolées de Cryptococcus neoformans
avec des milieux de culture renouvelés a des concentrations cellulaires de départ de

10° et 108 cellules/ml.

SCMI (ug/ml) de 'AmB
Les souches Concentrations de Concentrations de
I'inoculum 10° inoculum 10°
cellules/ml cellules/ml

C. albicans ATCC 10231 4 64
C. albicans 444 IP 8 64
Cr. neoformans CH 67 32 64
Cr. neoformans N 86 16 32
Cr. neoformans N 137 8 32
Cr. neoformans N 78 8 32

Le renouvellement du milieu de culture provoque une augmentation des SCMI de

'amphotéricine B pour les souches de références.

En effet, pour Candida albicans ATCC 10231, la SCMI passe de 2 a 4 ug/ml pour
linoculum 10° cellules/ml et de 32 & 64 pg/ml pour linoculum 102 cellules/ml. Pour
Candida albicans 444 IP, la SCMI passe de 4 pg/ml & 8 pg/ml pour I'inoculum 10°

cellules/ml et reste inchangée pour I'inoculum 10° cellules/ml.
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Les SCMI calculées pour les biofilms des souches isolées et incubées pendant 48
heures dans des milieux de cultures renouvelés, passent, pour les deux souches
N 78 et N 137, de 8 pg/ml pour I'inoculum 10° cellules/ml & 32 ug/ml pour I'inoculum
10® cellules/ml. L’augmentation des SCMI varie entre 16 & 32 ug/ml pour la souche
N 86 et 32 a 64 pug/ml pour la souche CH 67. Ces souches présentent toutes des

SCMI nettement plus élevées lorsque nous renouvelons le milieu de culture.

En comparant les résultats obtenus en milieux de cultures renouvelés avec les
résultats précédents en milieux non renouvelés (Annexe 2), les SCMI ont augmenté
de fagon exponentielle quand il s’agit de biofilms matures (48 heures), ce qui va dans
le méme sens que les travaux de Al-Fattani et Douglas, (2006) et Lafleur et coll.,
(2006), qui montrent que les biofilms de Candida albicans cultivés en flux continu
sont beaucoup plus résistants aux traitements antifongiques que ceux cultivés dans

des conditions statiques.

Nos résultats sont également en accord avec ceux de Donlan, (2001b) et Kumamota,
(2002) qui montrent que les conditions de renouvellement favorisent le
développement de vastes biofilms une fois que les cellules adhérent de facon

irréversible a la surface.

¢
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Conclusion générale

Les infections nosocomiales d’origine fongique liées aux implants médicaux,
notamment les cathéters veineux périphériques sont trés mal connues d'ou le
manque d'études dans ce domaine laissant dans l'ombre ce type d’infections

fongiques, parmi elles celles causées par la levure Cr. neoformans.

Pour ce faire, nous avons entrepris ce travail au centre hospitalo-universitaire et
'hépital mere et enfant de Tlemcen qui avait pour but I'évaluation du taux de
contaminations des cathéters veineux périphériques en chlorure de polyvinyle (PVC)
par la levure Cr. neoformans, de vérifier son pouvoir a former des biofilms et de
tester sa résistance vis-a-vis de 'amphotéricine B, I'antifongique le plus utilisé en

milieu clinique.

Les résultats que nous avons obtenus montrent que, sur 281 prélevements
effectués, 4 souches de Cr. neoformans ont été isolées, soit un taux de 1,42 %, avec
1 souche isolée du service de chirurgie A et 3 souches du service de néonatologie,
cela nous montre un taux trés faible de cathéters en PVC colonisés par ces levures
et le risque infectieux que présente ces germes est beaucoup moins important en

comparaison avec d’autres microorganismes.

Chez les 4 souches de Cr. neoformans isolées, le pouvoir de la formation des
biofilms est considéré comme positif, le risque de contamination des cathéters
etudiés présenté par ces levures est accentué par une résistance importante vis-a-
vis de 'amphotéricine B. En effet, les cellules sessiles de Cr. neoformans sont plus
résistantes que leurs homologues planctoniques (4 pug/ml pour les premiéres contre

0,5 pg/ml pour les secondes).
Cette résistance augmente significativement avec :

» L’augmentation de la concentration cellulaire de départ (2,5 plus élevée en

passant de la densité cellulaire 10° & 10® cellules/ml).

> Les différentes phases de développement des biofilms (de 0,87 pg/ml « phase

d’adhésion » a 8 pg/ml « phase de maturation »).

> Le renouvellement du milieu de culture.




Conclusion générale

Malgré le taux faible de souches de Cr. neoformans isolées, il ne faut pas ignorer le
probléeme que présente ces infections liées aux dispositifs médicaux prélevés, des

mesures de prévention strictes doivent étre prise afin d’en limiter les cas :
e Lavage soigneux des mains (simple, antiseptique ou hygiénique, chirurgicale).

e L’application des protocoles standards bien enseignés des différentes

manipulations médicales.

e Sensibilisation de 'ensemble du personnel médical aux régles d’hygiéne et

aux protocoles de soins.

La recommandation la plus importante, met au point la nécessité de réduire au
maximum la durée du cathétérisme, tout en respectant en méme temps un ensemble

de regles de manipulations de ces implants médicaux.

Depuis 1988, tous les établissement de santé publics ou privés participant au service
public hospitalier doivent disposer d'un comité de lutte contre les infections
nosocomiales (CLIN), ce dernier est constitué des instances pluridisciplinaires qui ont
pour mission d’élaborer la politique de lutte contre les infections nosocomiales
(Brucker, 1998).

Pour compléter ce travall, il serait intéressant de :

e Etendre l'étude chez les patients immunodéprimés (VIH, cancéreux,

diabétiques...).

e Evaluer le taux de colonisation d’autres implants médicaux comme les

cathéters centraux, les sondes...

e Tester de nouvelles molécules antifongiques (Echinocandines).
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Annexe 1 : Etalon de 3 McFarland

Chlorure de barium, solution de 0,04

Acide sulfurique, solution de 0,18 M

EM........ 3,0 ml

DO a 625 nm au spectrophotometre............... 0,48 —0,6
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Annexe 2 : préparation de la solution PBS, pH = 7,4.

PBS = Phosphate Buffered Saline « Tampon Phosphate Saline » (10 mM tampon phosphate,
2,7 mM chlorure de potassium, 137 mM chlorure de sodium)

NaCl : 137 mM

- KCI:2,7mM

Na2HPO4 : 10 mM (di-sodium hydrogénophosphate)
KH2PO4 : 1,76 mM (di-hydrogénophosphate)

Compléter a 11 et ajuster pH = 7,4, puis autoclaver a 120 °C pendant 20 minutes et conserver

a la température ambiante.

Chandra Mohan. (2003) Buffers A guide for the preparation and use of buffers in biological
systems Biosciences; Cat. No. 524650
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Annexe 3 : milieu RPMI-1640 « Roswell Park Memorial Institut »

Sels Inorganiques (g/litre)
Ca(NO3)2-4H20 0.10000
MgSO4 (anhydre) 0.04884

KCI 0.40000

NaHCO3 1.50000

NaCl 6.00000

Na2HPO4 (anhydrous) 0.80000

Amino Acides (g/litre)
L-Arginine (free base) 0.20000
L-Asparagine-H20 0.05682
L-Aspartic Acid 0.02000
L-Cystine-2HCI 0.06520
L-Glutamic Acid 0.02000
L-Glutamine 0.30000

Glycine 0.01000

L-Histidine (free base) 0.01500
Hydroxy-L-Proline 0.02000
L-Isoleucine 0.05000
L-Leucine 0.05000
L-Lysine-HCI 0.04000
L-Methionine 0.01500
L-Phenylalanine 0.01500
L-Proline 0.02000

L-Serine 0.03000

L-Threonine 0.02000
L-Tryptophan 0.00500
L-Tyrosine-2Na-2H20 0.02883
L-Valine 0.02000

Vitamines (g/litre)

D-Biotine 0.00020

Choline Chloride 0.00300
Acide Folique 0.00100
myo-Inositol 0.03500
Nicotinamide 0.00100

Acide p-Amino Benzoique 0.00100
Acide D-Pantothenique 0.00025
(hemicalcium)

Pyridoxine-HCI 0.00100
Riboflavine 0.00020
Thiamine-HCI 0.00100
Vitamine B-12 0.000005

Autres (g/litre)

D-Glucose 4.50000
Glutathione (reduit) 0.00100
HEPES 2.38300

Rouge de Phénol, Sel Sodium 0.00500

Sodium Pyruvate 0.11000

AMERICANE TYPE CULTURE
COLLECTION

Catalog No. 30-2001
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Annexe 4 : souches de Cryptococcus neoformans identifiées par les plagues Api Candida et selon la méthode microscopique et macroscopique

Identification biochimique (Api Candida) Identification microscopique et
macroscopique
GLU | GAL | SAC | TRE | RAF | B-MAL | a-AMY | B-XYL | B-GUR | URE | B-NAG | B-GAL Souches
Codes e
Encre Gélose Sens\lblllte
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 de maltosée a

chine I’actidione
1 + + + - - - + - - + - - 7011 + + + CH 67
2 + + + - + + - - + + - - 7641 + + + N 86
3 + + + - - - - - - + - - 7001 + + + N 137
4 + + + - - - - - - + - - 7001 + + + N 78

CH : chirurgie A

N : néonatologie
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Annexe 5 : résultats des tests antifongiques de ’AmB vis-a-vis des souches de références et des souches isolées

CMI selon Ramage et coll., (2001)

CMlI selon NCCLS M27-A

Milieu de culture non renouvelé

Milieu de culture

renouvelé
Inoculum (cellules/ml) 2,5%x10° 1x10° 1x10° 1x10° | 1x10° 1x10°
Phase du biofilm (heures) - - 4 24 | 48 | 72 48 48 48
1 C. albicans ATCC 10231 0,5 32 0,5 1 2 8 32 4 64
2 C. albicans 444IP 0,5 16 0,5 1 4 4 64 8 64
3 Cr. neoformans CH 67 0,5 8 1 4 16 | 16 32 32 64
4 Cr. neoformans N 86 0,5 8 1 2 8 8 16 16 32
5 Cr. neoformans N 137 0,5 8 1 2 4 4 16 8 32
6 Cr. neoformans N 78 0,5 2 0,5 1 4 4 16 8 32
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RESUME

Les infections fongiques ont considérablement augmenté ces derniéres années et sont devenues aujourd’hui parmi les complications
des sujets a haut risque hospitalisé. Cryptococcus neoformans soit 1'un des pathogénes identifiés lors de ces infections qui peut
entrainer des cas de mycoses nosocomiales.

En effet, ces levures se développent en adhérant a des implants médicaux, tels que les cathéters veineux périphériques conduisant a
la formation des biofilms qui leur conférent des propriétés de résistances aux antifongiques.

Dans ce contexte nous avons entrepris ce travail qui consiste a isoler des souches de Cryptococcus neoformans a partir des cathéters
veineux périphériques en chlorure de polyvinyle (PVC) usés directement apreés leurs excisions des patients, de vérifier leur capacité a
former des biofilms et de tester leur résistance vis-a-vis de ’amphotéricine B, traitement de premiére ligne des mycoses systémiques
ou généralisées.

Sur 281 prélevements, 4 souches de Cryptococcus neoformans ont été isolées. Il ressort de cette étude que les test antifongiques vis-
a-vis de ’amphotéricine B montrent que les cellules sessiles formantes des biofilms de Cryptococcus neoformans sont nettement
plus résistantes que leurs homologues planctoniques. De plus, la résistance de ces biofilms a I’amphotéricine B dépend de la
concentration cellulaire de départ, du renouvellement du milieu et des différentes phases de formation des biofilms.

Mots clés : Cryptococcus neoformans, cathéter veineux périphérique, biofilms, amphotéricine B.

SUMMARY

Fungal infections have dramatically increased in recent years and have now become among the complications of high-risk patients
hospitalized. Cryptococcus neoformans is one of the pathogens identified in these diseases which can causes nosocomial fungal
infections.

In fact, these yeasts grow by adhering to medical devices, such as peripheral venous catheters leading to the formation of biofilms
that confer properties of resistance to antifungal agents.

In this context we undertook this work which is to isolate strains of Cryptococcus neoformans from polyvinyl chlorure (PVC)
peripheral venous catheters worn directly after excision from patients, to check their powers to form biofilms and to test their
resistance against amphotericine B.

From 281 samples, 4 strains of Cryptococcus neoformans were isolated. It appears from this study that the antifungal tests against
AmB show that sessile cells of Cryptococcus neofromans are much more resistant than their planktonic counterparts. Moreover,
resistance of biofilm to AmB depends on the concentration of the starting inoculum, the renewal of culture medium and different
stages of biofilm formation.

Keywords: Cryptococcus neoformans, peripheral venous catheters, biofilms, amphotericin B.



