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Résumé :

Les infections fongiques ont considérablement augmenté ces dernieres années et sont
devenues aujourd’hui une préoccupation importante pour les établissements de soins.

Bien que Candida albicans soit le pathogéne majoritairement identifié lors de ces infections,
d’autres espéces non albicans peuvent étre impliquées notamment dans de nombreuses
pathologies nosocomiales.

En effet, ces levures se développent an adhérant a des implants médicaux, tels que les
cathéters formant ainsi des biofilms. Ces derniers leurs conferent des propriétés de résistances
aux antifongiques.

Les souches a étudier ont été isolées a partir des cathéters périphériques implantés 48 h et plus
et prélevées du CHU de Tlemcen

Sur un total de 11 souches isolées , 8 souches Candida albicans et 3 souches de Candida non
albicans

Les résultats obtenus révelent que 1 souche Candida albicans et 1 souche Candida non
albicans sont résistantes a I’amphotéricine B, 2 souches Candida non albicans sont résistantes
au voriconazole.

Mots clés : cathéters , amphotéricine B, voriconazole, résistance, Candida albicans, candida
non albicans.

Abstract:

Fungal infections have dramatically increased in recent years and have now become a major
concern for health care institution.

Although Candida albicans is the pathogen identified by majority these infections, other non-
albicans species may be particularly implicated in numerous nosocomial diseases.

In fact, these yeasts grow year adhering to medical implants, such as catheters and forming
biofilms. These confer their resistance to antifungal properties.

The strains studied were isolated from peripheral catheters implanted 48 hours and over and
picked the University Hospital of Tlemcen

Of a total of 11 strains, 8 strains Candida albicans and three strains of Candida non albicans

The results reveal that 1 strain Candida albicans and 1 strain Candida non-albicans are
resistant to amphotericin B, 2 strains Candida non-albicans are resistant to voriconazole.

Keywords: catheters, amphotericin B, voriconazole, resistance, Candida albicans, non-
Candida albicans.
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1. Introduction :

Depuis plusieurs décennies, la fréquence des infections fongiques, s’est considérablement
accrue en raison des progres des thérapeutiques médicales et chirurgicales.
Paradoxalement, ces dernieres plus efficaces, sont également plus invasives : utilisation
des cathéters vasculaires, mise en place des prothéses, intensification des protocoles de
chimiothérapies, administration d’antibiotiques a large spectre déséquilibrant la flore,
d’immunosuppresseurs et conduisent a des situations de fragilité immunologique ainsi

qu’a une exposition majorée aux agents opportunistes. (Camille, 2013)

Les infections fongiques invasives, sont des infections séveres associées a une lourde
mortalité. Elles sont actuellement un probléme majeur de santé publique et leur incidence
augmente. Les candidémies représentent la quatrieme cause d’infection hématogéne
nosocomiales, les cryptococcoses sont responsables de 600 000 déces chaque année en
Afrique et I’aspergillose invasive infecte 10% des patients transplantés de cellules
souches, la mortalité de ces infections reste élevée avec des taux de 50, 15 et 40%
respectivement. L’augmentation de leur incidence est due a I’accroissement des
populations immunodéprimées qui risquent de développer des infections fongiques en
raison de 1’augmentation des thérapeutiques immunosuppressives. Les infections
fongiques invasives surviennent chez des patients immunodéprimés, majoritairement dans
un contexte d’immunodépression acquise (neutropénie, chimiothérapie, greffe de cellules
souches périphériques ou transplantation d’organe solide, diabéte, infection par le virus de

I’immunodéficience humaine). (Lanternier, 2013)

Hoang et coll (2007) signalent que sur une période de cing ans entre 1997 et 2002 a
I’hopital de Vancouver et le centre des sciences des la santé, 18 souches de Cryptococcus
neoformans ont été isolées dont 10 a partir des patients HIV positifs, ce qui montre que
I’immunodépression est un facteur important dans la dissémination de ces infections,

sinon le taux reste toujours faible.

L’augmentation de la fréquence des infections a levures durant ces trois derniéres
décennies s’est également accompagnée d’une augmentation de 1’incidence de certaines

especes auparavant peu représentées.
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Candida albicans est responsable d’infections qui par leurs gravité, se situent au premier rang

des infections fongiques (Samaranayake et coll., 2002).

Si C.albicans reste de loin I’espéce la plus fréquente, C.glabrata est devenue, selon les études
et la forme clinique de I’infection, la deuxiéme ou troisiéme espéce la plus fréquemment

isolée (Word Health Organisation, 2007).

Mais depuis 2006, C.parapsilosis est devenue la deuxieme espéce responsable de

candidémies, devancant C.glabrata (Paugam et coll., 2010)

Selon Gallien et coll., 2007 I’isolement de C.parapsilosis est fortement associé a une infection

du cathéter veineux.

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

En raison de I’amplitude que prennent les mycoses systémiques en milieu hospitalier, liées a
la pose de cathéters, nous avons voulu déterminer les concentrations minimales inhibitrices et
fongicides de quelques antifongiques utilisés en thérapeutique au CHU de Tlemcen, pour les
levures appartenant au genre Candida isolées du CHU de Tlemcen. Mais avant d’aller plus

loin rappellons les caractéres morphologiques de ce genre de levure.

2. Les caracteres morphologiques de la levure :

Les Candida sont des champignons levuriformes qui se multiplient par bourgeonnement
multilatéral. 1ls ont un appareil végétatif constitué de blastopores ovales de 2 a5 um et ont la
possibilité de changer de morphologie, a 1I’exception de Candida glabrata. Ainsi par
bourgeonnement et croissance de bourgeons selon un mode subcylindrique, les levures
forment des pseudo-filaments (Fig. 1). Les ramifications du pseudomycélium sont dues aux
bourgeonnements multiples. Candida albicans et Candida dubliniensis ont en plus la capacité
de différencier un véritable mycélium, formé de vrais filaments dont chaque article est séparé
du voisin par un septum, cloison transversale percée d’un pore. Les septa permettent le

passage intercellulaire du cytoplasme et d’organite. Certaines especes tel que Candida
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lusitaniae ont aussi conservé la capacité a se reproduire par voie sexuée (Maruyama et coll.,
2005).

Figure 1 : Morphologie de trois espéces Candida : C. albicans, C. lusitaniae et C. glabrata.
A : Levures. B : Pseudo-filaments. C : Vrais filaments. (Kullberg et coll., 2002)

Les cellules de ces microorganismes eucaryotes ont la particularité, comme tous les
champignons, d’avoir une paroi contenant de la chitine. Cette paroi joue un role de protection
contre les attaques physico-chimiques de I’environnement et permet de résister aux variations
de la pression osmotique, elle agit comme une membrane imperméable et maintient les
caractéristiques morphologique de la levure. C’est aussi cette paroi, partie la plus externe de
la cellule, qui permet les premieres interactions physiques entre le microorganisme et son
environnement hote. 80 a 90% de la composition de la paroi (fig.2) de Candida albicans est

représentée par des carbohydrates. (Lopez et coll., 2004).
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== Mannan @ N-acetylglucosamine
== Cell wall protein @ 0o-{1.3-mannose

== B-(16)-glucan @® o-{12)-mannose
== [(13)-glucan © o-{l,6)-mannose
== Chitin © B-(1,2)-mannose

O B-(14)-mannose
© B-(1.6)-glucose
@ B-(1.3)-glucose

Figure 2 : Structure de la paroi de Candida albicans (Netea et coll., 2008)

Le schéma représente 1’organisation des composants majeurs de la paroi. Les -1,3 glucanes
et la chitine (poly-B-(1,4)-N acetylglucosamine) sont les principaux composants structuraux et
sont proches de la membrane plasmique. Les couches superficielles sont riches en protéines

pariétales (CWP) mannosylées et liées aux glucanes.

En particulier, 3 constituants basiques représentent la majorité des polysaccharides de la

paroi :

Des polymeéres ramifiés de glucose branchés en a-1,3 et a-1,6 (a-glucanes). La composition
de la paroi en a-glucanes varie en fonction de 1’état morphologique de la levure. En effet, elle
s’éléve a 30-39% de a-1,3-glucanes pour 43-53% de a-1,6-glucanes chez les blastopores et les
mycéliums, alors que ces proportions sont inversées dans le cas des tubes germinatifs (Ruiz et
coll., 2006). Ces a-glucanes représentent d’un point de vue quantitatif 47 a 60% du poids sec
de la paroi. Ce sont donc les constituants majeurs. Ces glucanes constituent la structure de la
paroi. lls forment un squelette rigide, grace a I’existence de liaisons glycosidiques avec la
chitine (Surarit et coll., 1988), et procurent de fortes propriétés physiques a la cellule. Les
glucanes peuvent étre secrétés dans le sang des patients infectés ou ils exercent une toxicité
pouvant aller jusqu’au choc anaphylactique chez la souris. De plus, les glucanes de Candida
albicans peuvent inhiber directement les fonctions des monocytes et celles des cellules T de
facon indirecte, ce qui suggére leur réle prédominant dans le développement de la candidose
(Nakagawa et coll., 2003)
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Des polymeéres de mannose (mannanes) associés a des protéines par des liaisons covalentes
(glyco[manno]-protéines). Ce sont, avec les a-glucanes, les constituants majeurs de la paroi,
puisqu’ils représentent environ40% de polysaccharides et sont les principaux participants a la

formation de la matrice de la paroi [(Calderone et Braun, 1991) ; (Shepherd, 1987)]

Les mannanes sont des édifices complexes de masse moléculaire élevée, constitues de résidus
mannose liés en a-1,6, a-1,2, a-1,3 (Poulaine et Feuilhade., 1995). Ces résidus sont reconnus
par le récepteur mannose, récepteur de I’'immunité innée (PRRs Pattern Recognition
receptors), impliqué dans la fixation et la phagocytose de nombreux pathogenes. Les
mannanes permettent de différencier les sérotypes Ae et B de Candida albicans (Ruiz et coll.,
2006).

Chez ’homme, les mannanes et les glucanes suscitent 1’élaboration d’anticorps a des degrés
différents chez les sujets sains, les patients colonisés ou infectés [(Jones, 1990) ; (Ishibashi et
coll., 2005)]. Ainsi, ils conférent a la paroi des propriétés antigéniques capables d’alerter le

systéme immunitaire de 1’hote.

Cet ensemble moléculaire apparait comme un facteur de pathogénicité de Candida et fait a ce
titre 1’objet de nombreuses études visant a définir les relations structure / immunoreactivité

des oligomannosides qui le constituent (Ishibashi et coll., 2005).

Des polyméres linéaires de N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc) contenant des liaisons a-1,4
(chitine) (Ruiz et coll., 2006). La chitine participe, avec les a-glucanes a la composition du
squelette de la paroi et est impliquée dans la rigidité de la paroi. Chez les levures, elle
participe au processus de bourgeonnement et notamment a la formation de 1’anneau de

constriction pour la séparation a la cellule mere de la cellule fille (Tronchin et coll., 1981).

La paroi contient également un certain nombre de protéines ayant une activité enzymatique (6
a 25 %) (Chaffin et coll., 1998).

Des lipides (1 a 7%) , dont les phospholipomannanes qui interagissent avec les anticorps
spécifiques dirigés contre les f-1,2- oligomannosides et qui participeraient aux mécanismes

d’adhésion, de protection et de signalisation chez Candida albicans (Mille et coll., 2004).
2. Les antifongiques et leurs modes d’action :

L’arsenal thérapeutique actuellement disponible pour combattre les infections fongiques

humaines se compose de traitements médicamenteux lourds et non exempts d’effets
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secondaires indéesirables (Wingard et Leather, 2004). Parmi les molécules sur le marché, les
composés azolés (fluconazole, itraconazole...), les allylamines (terbinafine, naftifine), les
equinocandines (caspofungine...) et les macrolides polyéniques (amphotéricine B, nystatine)
constituent les principales thérapies utilisées (Odds et al. 2003). Cette palette médicamenteuse
reste limitée et peut se révéler inefficace a traiter certains cas.

Les composes antifongiques utilisés actuellement peuvent étre divisés en 5 groupes selon

leur mode d’action (Odds et al. 2003).

Les polyénes, les échinocandines, les azolés, les fluoro-cytosines, les allylamines, les deux
premieres sont issues de produits naturels tandis que les trois autres sont synthétiques.

3.1. Les polyénes :

L’amphotéricine B (fig.3), découvert en 1955 per Gold et Vandeputte, est extrait de culture de

Streptomyces nodosus.

Figure 3 : Structure chimique de I’amphotéricine B (Kirkiakarian, 2010)

L’amphotéricine B est une molécule lipophile qui se lie a I’ergostérol de la membrane
cellulaire fongique pour lequel elle a une forte affinité, augmentant ainsi la perméabilité

transmembranaire aux cations (sodium : Na®*, potassium : k) par la formation de canaux. La
déplétion du K" intracellulaire entraine secondairement la mort de la cellule (action fongicide)

(Affect, 1999).

Son spectre d’action s’étend a de nombreux champignons pathogénes, agents des mycoses
profondes. Il a une bonne activité envers les candida, cryptococcus neoformans, Aspergillus
(Calop, 2008).




Synthése bibliographique

La nystatine (fig.4), découverte en 1950 par Hazen et brown, est extrait de culture de
Streptomyces noursei, son mode d’action et ses propriétés antifongiques sont tout a fait

comparables a ceux de I’amphotéricine B (Kyle et coll., 2004)

Figure 4 : Structure chimique de la nystatine ((Kirkiakarian, 2010)

3.2. Les azolés :

Les premiers azolés ont été mis sur le marché en 1957.

C’est en 1983 que le premier triazolé a fait son apparition : le kétoconazole.

Plusieurs triazolés vont ensuite étre introduits successivement sur le marché : le fluconazole
(en 1990), I’itraconazole(1993), le voriconazole (2002) et le posaconazole (2006) (Hincky-
vitratv, 2011).

Les azolés sont des inhibiteurs enzymatiques qui agissent en bloquant le site actif de I’enzyme
connue sous le nom de lanostérol 14 a demethylase. Cette enzyme, appelée CYP51 appartient
aux isoenzymes des cytochromes P450 des mitochondries des cellules fongiques. Elle permet
chez la levure la transformation du lanostérol en ergostérol, principal stérol de la membrane
fongique [(Granier, 2000) ; (Vandeputte, 2008)], la 14 a demethylase est codée par le géne
ERGL11 (Granier, 2003).

L’étape de demethylation nécessaire pour transformer les 14a methyl stérols en ergostérol est
dépendante de I’activation du cytochrome P450, sur le plan moléculaire, un des atomes
d’azote (le N-3chez lea imidazolés et le N-4 chez les triazolés) se lie a I’atome de fer de

I’héme situé dans le site actif de I’enzyme du cytochrome P450, inhibant ainsi I’activation de
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ce cytochrome et par conséquence le fonctionnement enzymatique. [(Granier, 2003) ; (Yu et
coll., 2010) ; (Van bambeke, 2012)].

Les azolés sont donc actifs sur les enzymes dépendantes du cytochrome P450 (Delaunay,
2006).

L’inhibition conduit & une accumulation de précurseurs dans la chaine de syntheése :

Lanostérol et divers 14- a demethylstérols ce qui aboutit a 1’inhibition de la croissance de la
levure (Lortholary, 1999).

Ce sont des antifongiques a large spectre, peu résorbés par voie locale. Ils ont une action
antifongique puissante sur les dermatophytes, Candida et Malassezia. lls possédent également

des propriétés antibactériennes (Calop, 2008)

Figure 5 : Structure chimique du voriconazole (kirkiacharian, 2010)

3.3. Les 5-fluorocytosines :
La flucytosine est synthétisée en 1957 par Duschinsky (fig.6), elle agit via 2 mécanismes :

-Elle perturbe la synthése protéique par substitution de 1’uracile par le 5-FU dans 1’ Acide
Ribonucléigue (ARN) fongique.

-elle altere la biosynthése de I’ Acide Désoxyribonucléique (ADN) fongique par inhibition de
la thymidylate synthétase (TS).

Afin que la 5-FC puisse exercer son action antifongique, elle doit d’abord pénétrer dans la
cellule fongique, en compétition avec la cytosine. Pour cela, elle utilise des transporteurs plus

ou moins spécifiques, tels que la cytosine perméase ou des transporteurs des pyrimidines.
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Elle doit ensuite étre transformeée en 5-FU grace a la cytosine désaminase (Herbrecht et coll.,
2005).

Le 5- FU est ensuite converti en 5-fluouridine mono phosphate (FURMP) par ’uridine
phosphoribosyl-transférase ou UPRT. A terme, ce mécanisme permet d’aboutir au blocage de

la multiplication cellulaire (Vandeputte, 2008).

La flucytosine posséde un spectre d’action plutdt réduit : Candida, Cryptococcus (Herbrecht
et coll., 2005)

MH,

TR

L s

K O
H

Figure 6 : Structure chimique de la flucytosine (kirkiacharian, 2010)
3.4. Les échinocandines :

Les échinocandines sont une nouvelle classe d’antifongiques systémiques, elle a fait son
apparition avec la caspofungine (fig.7) en 2002, I’anidulafungine en 2007 et la micafungine
en 2008 présentant un mode d’action innovant, spécifique et original. Ces molécules
interferent avec la synthése de la paroi fongique par inhibition non compétitive de la 1, 3 -d-
glucane synthétase, systeme enzymatique présent chez la plupart des champignons pathogénes

mais absent des cellules de mammifeéres.

Leur spectre d’action est étendu, englobant les Candida spp, les aspergillus spp. Et
Pneumocystis carinii mais les Fusarium spp. Les mucorales, Trichosporon spp.et
Cryptococcus neoformans sont résistants aux echinocandines. Trois molécules sont
actuellement disponibles ou en cours de développement : la caspofungine (Caspofungin-
MSDR), I’anidulafungine et la micafungine. Ces médicaments, tous uniquement disponibles
par voie intraveineuse, représentent une réelle avancée dans le traitement des candidoses et

aspergilloses invasives (Lacroix et coll., 2003)

10
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Figure 7 : Structure des échinocandines selon Denning (2003)
3.5. Les allylamines :

Leur représentant, la terbinafine (Lamisil®) (fig.8), agit au niveau des premiéres étapes de la
synthése de 1’ergostérol en inhibant la squaléne epoxydase (Hincky-vitratv, 2011). Elle inhibe
ainsi la biosynthése de I’ergostérol et conduit a la mort cellulaire [(Granier, 2000) ; (Bretagne,
2005)].

Ce sont des antifongiques fongicides intervenant au niveau du cytochrome P450(CYP2D6)
(Calop, 2008).

CH,
CH
CH, 3
1 C
N w FF b

Figure 8 : Structure chimique de la terbinafine (Kirkiacharian, 2010)
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Figure 9 : Mécanisme d’action des antifongiques (Herbrecht et coll., 2005)
4. Mécanismes de résistance de candida aux antifongiques :

La résistance aux antifongiques peut résulter d’un mécanisme épigénétique, par exemple la
capacité a former des biofilms qui limitent le passage de 1’antifongique a ’intérieur de la

cellule.
4.1 Production des genes responsables de la résistance :

La résistance pourrait étre due, en, partie, a la surface induite par la sup-régulation des
pompes a efflux (Jabra-Rizk et coll., 2004). Ces derniéres sont codées par la majorité des

génes qui contribuent a la résistance aux différents traitements antimicrobiens [(Chandra et
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coll., 2001a) ; (Douglas, 2002) ;(Harry et coll., 2002) ; (Ramage et coll., 2002a) ; (White et
coll., 2002)]

L’expression des génes codant pour les transporteurs multi-drogues joue un réle important
dans I’apparition de la résistance de Candida albicans aux antifongiques. En particulier,
lesTransporteurs ABC sont faiblement exprimés chez les souches sauvages. Les promoteurs
de deux geénes codant pour des transporteurs ont été analysés et ont permie I’identification de

régions régulatrices communes (Donlan, 2002)
4.2 Capacité a former les biofilms :

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)],

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)].

Les biofilms sont des communautés de microorganismes adhérentes a une surface et
produisant une matrice exopolymérique (Blankenship, Mitchell., 2006) .Les biofilms générés
par les Candida représentent un vrai probléme clinique. lls peuvent se former sur des surfaces
naturelles telles qu’un endothélium vasculaire endommagé (Douglas, 2003), mais le plus
souvent sur une surface synthétique, comme celle d’un cathéter veineux central, d’un dentier

ou d’une valve cardiaque (Andes et coll., 2004).

Chez C. albicans, les biofilms se forment en plusieurs étapes [(Blankenship et Mitchell.,
2006) ;(Douglas, 2003)]. Tout d’abord, les cellules a 1’état de blastopore doivent adhérer a la
surface du support puis commencer a se multiplier pour former des microcolonies, constituant
la couche basale du biofilm. La croissance du biofilm se poursuit avec la production de
pseudomycélium et de mycélium, permettant le développement de biofilms robustes, et d’une
matrice extracellulaire (Richard et coll., 2005). A partir de I’ensemble des données plus haut,
nous avons envisagé de déterminer les concentrations minimales inhibitrices et fongicides de
quelques antifongiques (Vfend, Fungizone) envers les levures de Candida isolées a partir de

cathéters préleves au CHU de Tlemcen.
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Matériel et Méthodes

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

et activité biologique de 1’université Aboubekr Belkaid Tlemcen.

1-Matériel :

Les levures utilisées pour notre étude proviennent d’une collection de souches isolées de
cathéters périphériques, implantés depuis plus de 48 heures et préleves du service
d’hématologie clinique et de maternité de 1’établissement hospitalier spécialisé(EHS) mére et
enfant du centre hospitalo-universitaire(CHU) de Tlemcen

2. ldentification des levures :

2.1 Test de blastese

La souche a tester est ensemencée dans 1mL de sérum humain, puis incubée a 37°C pendant 3
a 4 heures. L’observation de la suspension au microscope optique (Grossissement *x400) est

réalisée pour mettre en évidence la formation des tubes germinatifs (Bouchet et coll., 1989)
Seul I’espéce Candida albicans filamente sur sérum.

2.2 Test de chlamydosporulation

Une colonie de levure est prélevée puis ensemenceée par stries sur gélose PCB (terre, carotte,
bile) inclinés dans des tubes a essai. En réalisant une petite piqure a 1’aide de la pipette
pasteur, apres incubation a 37°C pendant 48 heures la zone ensemenceée est mise sur lame et
recouverte d’une lamelle en exer¢ant un écrasement par cette derniere puis observation au
microscope.

La présence de chlamidospores indique qu’il s’agit dans 95% des cas de C.albicans.

2.3 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode des
micro-dilutions sur microplaques :

Nous avons utilisé la méthode décrite par Clinical and Laboratory Standards Institute M27-
A3 (CLSI). C’est la méthode de référence qui permet de tester I’efficacité des antifongiques et
de determiner les concentrations minimales inhibitrices et les concentrations minimales
fongicides correspondantes. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme
étant la concentration la plus faible de la substance antimicrobienne qui inhibe la croissance

des microorganismes.
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Le principe de cette méthode est d’évaluer la capacité des levures a produire une croissance
visible dans les puits d’une microplaque a fonds rond (a 96 puits) contenant le milieu de

culture liquide, en présence de concentrations croissantes de 1’antifongique.

Le milieu de culture utilisé pour cette technique est le RPMI (Roswell Park Mémorial
Institute, 1640, liquide).
2.3.1 Préparation de I’antifongique :

Nous avons utilisé la fungizone provenant des laboratoires Bristol-Myers Squibb et le
voriconazole provenant des laboratoires Pfizer Ireland Pharmaceuticals Limited.

antifongique Forme de solvant
présentation
Amphotéricine B Pureté 50% Dissous dans DMSO

Substance en poudre

Voriconazole Pureté 5,5% Dissous dans DMSO
Substance en poudre

L’amphotéricine B a une concentration mére de 3200 pg/mL.
Le voriconazole a une concentration mére de 58170 pg/mL.

Une série progressive de doubles dilutions d’antifongique a été réalisée en dehors de la plaque
une dilution au % et une dilution a 1/50.

2.3.2 Préparation de I’inoculum :

A partir d’une culture jeune de levure en boite sur Sabouraud gélose, nous avons prélevé 1
colonie que nous avons placé dans un tube a hémolyse contenant 3 mL d’eau physiologique

stérile.

La concentration cellulaire de cette solution est ensuite ajustée de 10° a5 x 10° cellules/mL.

La concentration cellulaire finale est fixée entre 5 x 10° & 25 x 10° cellules/mL.

Elle est obtenue par deux dilutions successives dans le milieu de test, une dilution au 1/100,

suivie d’une autre dilution au 1/20.

2.3.3 Préparation de la microplaque :
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Dans chaque puis de microplague, nous avons introduit 100 uL de milieu RPMI 1640. Ensuite
100 pL de la solution antifongique (AmB ou VCZ), a une concentration finale de 16 pg/mL,

sont ajoutés aux puits N° 1.

Aprés homogeénéisation, une serie de dilution est réalisée de puits en puits ou 100 uL sont

prélevés, déposés et homogénéisés dans les puits suivants jusqu’aux derniers puits.

100 pL de I'inoculum (10° cellules/mL) sont ensuite ajoutés dans chaque puits de la

microplaque.

Pour chague agent antifongique, une série de dilution sans inoculum est également réalisée

pour servir de témoin négatif.

Les microplaques sont scellées et placées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. Les CMI

sont déterminées a I’ceil nu.

2.4 Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) :

La CMF est définie comme la plus faible concentration de 1’antifongique qui tue 99,9% de la
concentration cellulaire. Apres la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a 35°C),
les deux puits contenant les concentrations de substances antifongiques strictement

supérieures a la CMI vont servir pour la détermination de la CMF.

Pour se faire, 20 pL de chaque puits vont étre transférés dans des boites de pétri contenant du

milieu Sabouraud Gélosé. Les boites sont incubées dans une étuve a 35°C pendant 48h.

Cette technique nous permet de vérifier si les cellules sont viables et cultivables. La boite
correspondant a la CMF renferme un nombre de colonies inferieures a 3 (Majoros et coll.,
2005).

La définition de la résistance in vitro aux antifongiques est basée sur les points d'arrét qui ont
été établies par des méthodes normalisées a des levures dans un ensemble de documents du
CLSI nommée M27.
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Résultats et discussion

Les infections fongiques invasives représentent un réel danger pour la vie humaine, elles sont
graves et a l'origine d'une mortalité élevée. Leur incidence a augmenté sensiblement pendant
les deux dernieres décennies. Actuellement, le diagnostic mycologique classique qui repose
majoritairement sur la mise en évidence directe ou aprés culture des champignons dans les
prélévements biologiques n'est pas toujours satisfaisant et parfois ne permet pas un diagnostic
précoce. (Tellaa, 2013)

L’augmentation des infections profondes a Candida dans les vingt derniéres armées reste une
réalité epidémiologique et clinique et ce, particulierement observée en service de réanimation.
Les raisons de cette progression sont dues a la modification des pratiques médicales, aux
progrés thérapeutiques, a I'amélioration des résultats de la réanimation et au vieillissement de
la population, qui ont d'une part contribué a I'augmentation du nombre de patients a risque et

d'autre part a prolonger la vie de cette méme population. (Gauzit et coll., 2001)

Les condidoses restent de tres loin les infections fongiques les plus fréquentes dans le milieu
hospitalier .L’espéce Candida albicans est I’espéce la plus souvent isolée lors d’une
candidémie qui peut avoir comme origine un cathéter colonisé [(Hawser et Douglas,

1995, (Hennequin, 1996)]

En effet, Pfaller et Diekeme (2007) ont mis en évidence la régression de la fréquence des

isolats cliniques de C.albicans devant les espéces non-albicans.

De plus, Bassetti et coll. (2011), Ferreira et coll . 2013) ainsi que Kaur et coll.(2014) ont
révélé que les isolats cliniques des especes non-albicans de candida sont plus importants que

ceux de candida albicans.

En réalité, méme si il existe de trés nombreuses espéces pouvant étre isolées de prélévement

humain, prés de 90% des condidoses invasives sont dues aux cing espéces suivantes :
C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis, C.tropicalis et C.krusei (Pfaller et Diekema ,2007)

La résistance microbiologique peut étre définie comme la diminution de la sensibilité a un
antifongique, mesurée in vitro par des méthodes appropriées et standardisées, la sensibilité est
estimee le plus souvent par la mesure de la CMI (concentration minimales inhibitrice vis-a-vis
d’un antifongique donné. Cette CMI correspond a une concentration d’antifongique inhibant

la croissance de la grande majorité d’un groupe d’isolats de la méme espece. Cependant, la
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CMI ne peut pas étre considérée comme une valeur absolue prédictive du succes ou de I’échec

d’un traitement antifongique. (Sanglard, 2003)

On distingue deux types de résistance :

La résistance innée ou naturelle, primaire : elle intervient avant toute exposition a 1’agent

antifongique in vivo ou in vitro.

La résistance acquise ou secondaire : elle se développe apres exposition a un antifongique,

chez les champignons a priori sensibles a ce traitement.

La distinction doit étre faite entre la résistance a un antifongique, qui est un élément propre au
micro-organisme (résistance innée, acquise) et 1’échec thérapeutique, qui dépend, lui, de

facteurs cliniques propres a 1’hote (état immunitaire, parametres pharmacocinétiques, .....)

L’apparition de résistance aux antifongiques chez certains microorganismes et 1’inefficacité
d’une antifongithérapie pour protéger 1’organisme contre I’envahissement de certaines
souches pathogénes constituent un probléme sérieux. Ainsi, depuis 1950, I’année de la
découverte de la nystatine par HAZEN et BROWN, plusieurs antifongiques furent isolés,
mais un nombre tres restreint est utilisé a des fins thérapeutiques du fait de leur toxicité et/ou
de leur inactivite in vitro.

C’est seulement depuis cette derniére décennie que la thérapeutique antifongique s’est
réellement développée mais malgré plus de cinquante ans d’utilisation, I’amphotéricine B
reste encore 1’antifongique polyenique de premier choix dans les infections fongiques
profondes, en raison de son spectre trés large, de son effet fongicide intense et de I’apparition
de relativement peu de cas de résistance. La mise a disposition des dérivés azolés qui sont
mieux tolérés que I’amphotéricine B a suscité de grands espoirs malheureusement dégus par
’apparition de cas de résistances de plus en plus fréquentes (Scholer et Polack, 1984). De
plus, les dérivés azolés, contrairement a I’amphotéricine B, sont plutot des inhibiteurs de la

croissance des cellules fongiques (Carbon et coll. 1994).

Ce regain d’intérét pour I’amphotéricine B a incité la renaissance des études concernant cette

molécule.

L'augmentation constante de I'incidence des infections fongiques graves, I’émergence de
nouvelles especes, le développement de nouveaux antifongiques et I'apparition de résistances

requiérent ainsi l'utilisation de tests de sensibilité in vitro bien standardisés.
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L’objectif de notre étude est d’évaluer la sensibilité¢ de nos souches a I’antifongique
I’amphotéricine B et le voriconazole en déterminant les concentrations minimales inhibitrices

et fongicides.

1-ldentification des levures utilisées :

Tableau N°1 : identification des souches isolées a partir de cathéters périphériques.
Tube germinatif = test +

Chlamidospores = test +

Souches isolées blastése pch
M7 + +
M6 + +
M5 + +
M4 + +
M16 + +
M1 + +
M2 + +
M9 + +
H3 Ne filamente pas Absence de chlamidospores
H4 Ne filamente pas Absence de chlamidospores
H1 Ne filamente pas Absence de chlamidospores

Sur les 11 souches isolées du CHU de Tlemcen, 8 appartiennent a I’espece C.albicans et 3

non albicans.

Des études antérieurs ont classé C.albicans comme étant 1’agent étiologique le plus souvent
isolé lors de candidémie nosocomiales [(Sahiner et coll., 2009) ;(Das et coll., 2011)].
Cependant, au cours des deux derniéres décennies, nous assistons a 1I’émergence des especes

non albicans. Ces dernieres sont majoritaires dans les candidémies nosocomiales liées aux
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cathéters [(Ruan et coll., 2009) ;(Abbes et coll., 2011)] I’épidémiologie des candidoses s’est
considérablement modifiée ces derni¢res années avec 1’apparition de nouvelles espéces

(Develoux et bretagne, 2005).

Candida albicans est I’espéce la plus souvent isolée, que ce soit aux Etats-Unis (Horn et coll.,
2009 ; Pfaller and Diekema 2007), en Europe (Bouza and Munoz 2008 ;Guery et coll., 2009a ;
Ortega et coll., 2011 ; Tortorano et coll., 2006) ou sur d’autres continents (Arendrup 2010)

Le genre Candida est de loin le genre le plus fréquemment rencontré en pathologie humaine
puisqu'il est responsable de prés de 80% des levuroses (Chabasse et coll., 1999)

Les tubes germinatifs et pseudohyphes ne sont pas observés chez toute les especes de candida.
Candida glabrata ne présente pas ces différent aspects a 1’examen direct, leur présence

permet donc d’éliminer cette possibilité d’identifications possibles (Bouchara et coll., 2010)

Cependant pour certaines espéces il est possible d’observer des pseudo-filaments ou filaments
vrais prenant naissance a partir des tubes germinatifs .Candida albicans est I’espéce qui

produit le plus fréquemment ces tubes germinatifs (Sudbrery et coll., 2004).

Candida albicans et C.dubliniensis sont deux especes capables de produire des structures
particuliéres, les chlamidospores. Celles-ci n’apparaissent que dans des conditions de culture

stringeantes, car il s’agit de formes de résistance et d’adaptation. ( Calderone 2002)

L'espece la plus courante reste le C. albicans, mais nous avons assisté ces dernieres
années a I’émergence croissante d'autres espéces opportunistes du genre, dites «especes
non-a!bicans». (Abi-said et coll., 1997)

Hot et coll., (2007) confirment que le facteur de risque des infections fongiques reste

I’utilisation de cathéters.

En effet, Candida albicans peut pénétrer I’organisme humain en s’adhérant a une surface en
plastique implantée. (Wessenberg-Ward et coll., 2005) La plupart des manifestations de la
candidose sont associés a la formation de biofilm qui se produit sur les surfaces des dispositifs
médicaux. [(Miao et coll., 2007), (Pierce et coll., 2008)]
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2-Détermination de CMI et CMF de ’amphotéricine B :

m CMI

0,5 A m CMF

SN R I

S souches isolées

Figure 1 : CMI et CMF (ug /mL) de I’amphotéricine B envers les levures.

Selon les résultats observés, la CMI de la souche C.albicans 444IP est de 0,5 pg/mL, la CMF
est de 1 pg/mL.

Pour les souches C.albicans les CMI sont de 1 pg/mL vis-a-vis de 2 souches, 0,5 pg/mL
vis-a-vis de 4 souches, 2 pg/mL vis-a-vis d’une souche, 0,125 pg/mL vis-a-vis d’une souche.
Pour les souches C. albicans les CMF sont de 1 pg/mL vis-a-vis de 3 souches, 2 pg/mL
vis-a-vis de 3 souches, 0,25 pg/mL vis-a-vis d’une souche.

Pour les souches C.non albicans les CMI sont de 0,5 pg/mL vis-a-vis de 2 souches, 2 pg/mL
vis-a-vis d’ une souche.

Pour les souches C.non albicans les CMF sont de 1 pg/mL vis-a-vis d’une souche, 4 pg/mL

vis-a-vis d’une souche, 2 pg/mL vis-a-vis d’une souche.
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4 souches C.albicans présentent des CMI comparables a la souche de référence,pour les
souches restantes les CMI sont supérieurs a la souche de référence et une souche a une CMI

inferieur a la CMI de la souche de référence.

2 souches C. non albicans présentent des CMI supérieurs a la CMI de la souche de référence

une souche C. non albicans a une CMI inferieur a la CMI de le souche de référence.
3souches C.albicans présentent des CMF comparables a la CMF de la souche de référence.

4 souches C.albicans présentent des CMF supérieurs a la CMF de la souche de référence.
Une souche C.albicans présente une CMF inferieur a la CMF de la souche de référence.

Une souche C.non albicans présente une CMI identique a la CMI de la souche de référence.
Les deux souches C.non albicans ont des CMI supérieurs a la CMI de la souche de référence.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux d’Eloy et ses collaborateurs (2006) qui ont

montré que les CMI de I’amB varient de 0,047 a 1 pg/mL.

Le comité national pour I’élaboration des standards de laboratoire (NCCLS, 1997) propose
comme valeur consensus(CMI) pour Candida 2 pg/mL, au dela de laquelle on peut envisager

qu’une souche de Candida albicans est résistante.

Les laboratoires Biomérieux (France) recommandent que les concentrations minimales
inhibitrices critiques en I’amB vis-a-vis Candida en catégorie clinique supérieure ou égale a
2ug/mL suggerent une résistance. Comme nous avons obtenu des CMI inferieures a 2ug/mL,

nous pouvons considérer que la totalité de nos souches sont sensibles a I’amB.
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3- Détermination de CMI et CMF du voriconazole:

[vez]

1 uCMI

m CMF

N souches isolées

Figure 2 : CMI et CMF (ug /ml) du variconazole envers les levures.

La souche de référence C.albicans 10231 présente une CMI de 0,25 pg/mL et une CMF de
0,5 pg/mL.

Pour les souches C.albicans les CMI sont de 0,25 pg/mL vis-a-vis de 3 souches, 1 pg/mL

vis-a-vis de 2 souches, 0,5 pg/mL vis-a-vis de 2 souches, 0,125 pg/mL vis-a-vis d’une

souche.

Pour les souches C.albicans les CMF sont de 0,5 pg/mL vis-a-vis de 3 souches, 2 pg/mL
vis-a-vis d’une souche, 1 pg/mL vis-a-vis de 4 souches.

Pour les souches C. non albicans les CMI sont de 1 pg/mL vis-a-vis d’une souche, 2 pg/mL
vis-a-vis de 2 souches.

Pour les souches C.non albicans les CMF sont de 2 pg/mL vis-a-vis de 2 souches, 4 pg/mL

26



Résultats et discussion

vis-a-vis d’une souche.

3 souches C.albicans présentent des CMI identiques a la CMI de la souche de référence.
Les 4 souches restantes ont des CMI supérieurs & la CMI de la souche de référence.
Une souche a une CMI inferieur a la CMI de la souche de référence.

Les souches C.non albicans présentent des CMI supérieurs a la CMI de la souche de référence
3 souches C.albicans présentent des CMF identiques a la CMF de la souche de référence.

5 souches C.albicans présentent des CMF supérieurs a la CMF de la souche de référence.

Les souches C. non albicans ont des CMF nettement supérieurs a la CMF de la souche de

référence.

Le comité internationale des standards de laboratoire (CLSI, 2008) propose comme valeurs
consensus Vvis-a-vis du voriconazole pour la CMI 1 pg/mL pour Candida au dela la souche

est dite résistante.

Comme C.albicans est une espece naturellement sensible aux antifongiques, malgrés quelques

descriptions de cas de résistance sous traitement ( Ruhnke et al. 2000).

Le fait que I’espece Candida albicans reste trés sensible au cours du temps vis-a-vis des
différents antifongiques est une donnée établie dans la littérature (Pfaller et coll., 2008 ;
Pfaller et coll . 2010c)

Bien que les résistances acquises aux antifongiques soient rares chez les levures du genre
Candida, la détermination de la CMI (concentration minimale inhibitrice) reste intéressante

notamment en cas d’échec thérapeutique ou d’isolement d’espece rare. (Garey et al. 2006 ;

Morrelle et al. 2005).

La CMI de I’amphotéricine B, fongicide sur les levures, correspond a la premiere cupule ou la

pousse est inhibée de 100% selon le CLSI.

Pour les les azolés, la CMI est lue au niveau de la cupule ou la pousse est inhibée de 50% par
rapport a la cupule témoin (Canton et al. 2009).

Historiquement, I’amphotéricine B était le traitement utilisé en premiere intention lors d’un
épisode de candidémie. Ce traitement a été supplanté par la classe thérapeutique des azolés

du fait d’une meilleure tolérance ainsi que par I’apparition d’une nouvelle classe
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d’antifongiques, les échinocandines, classe dotée d’un large spectre associé a un bon profil de

tolérance ( laurent, 2003)

Dans les principales études menées en Europe, la fréquence de la résistance de C.albicans est

extrémement faible, la résistance a I’amphotéricine B étant également exceptionnelle

(Tortorano et al. 2006)

De méme, une étude portant exclusivement sur les especes rare de Candida révéle que la

quasi-totalité de ces espéces sont sensibles a tous les antifongiques. (Diekema et al. 2009)

Le voriconazole a été étudié de maniere extensive, dans de nombreux essais cliniques
randomisés d’infections fongiques invasives. Ceci a permis au voriconazole d’avoir un role de
premier choix dans le traitement de 1’aspergillose invasive, la fusariose et la scédosporiose et
de constituer une alternative dans le traitement des candidoses invasives réfractaires ou

résistantes au fluconazole. (Aoun, 2004)

Le voriconazole s'est aussi révelé plus actif que I'AmB et contre toutes les espéces de Candida
exceptée C. glabrata (Marco et coll., 1998)

L’évolution des pratiques thérapeutiques montre également un abandon progressif de
I’amphotéricine B et du voriconazole comme traitement principal utilisé en cas de candidémie
(Horn et coll., 2009 ; Sendid et coll., 2006 ; Tortorano et coll., 2004)
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Conclusion

Les infections nosocomiales d’origine bactériennes liées aux implants médicaux, notamment
les cathéters, font I’objet d’intenses recherches depuis longtemps laissant dans I’ombre les
infections les infections fongiques et plus particulierement celles causées par Candida
albicans.

Notre travail a porté sur la détermination de la concentration minimale inhibitrice et fongicide

de I’amphotéricine B et du voriconazole vis-a-vis des levures isolées du CHU de tlemcen.
Il ressort de notre étude que :

-Les souches M7, M6, M5, M4, H4, M1, M2, M9, H1 étaient sensibles a lamphotéricine B
sauf les souches M16, H3 étaient résistantes.

-Les souches M7, M6, M5, M4, H4, M1, M2, M9, M16 étaient sensibles au voriconazole sauf

les souches H3, H1 étaient résistantes.

La prévention des infections liées aux cathéters est obligatoire, elle s’appuit sur un trépied de
base :

-le lavage soigneux des mains avec le respect de I’asepsie.
-la référence a des protocoles écrits, simples et réguliérement enseignés.

-’adhésion de I’ensemble de 1’équipe soignante aux régles d’hygiene et aux protocoles de

soins

La recommandation essentielle tient dans la limitation des indications et de la durée du

cathétérisme, les manipulations sur les lignes de perfusion doivent étre réduites au minimum.

En fin, il faudrait une prise de conscience de tout le personnel médical et paramédical et une
discipline en matiére d’hygiéne et d’asepsie dans tout geste thérapeutique pour espérer réduire

un maximum ces infections redoutables qui mettent en péril le pronostique vital des malades.

Pour compléter cette etude, il serait souhaitable de développer des stratégies de traitement qui

doivent étre réévaluées en tenant compte des caracteristiques épidémiologiques locales.

Ceci peut étre realisé par :
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-la prise en charge des infections nosocomiales dues aux autres souches de Candida ainsi

qu’aux autres germes fongiques.

-I’évaluation des biofilms fongiques, surtout ceux de Candida albicans, pour percer le

mystere de ce monde de micro-organisme et arriver a mettre au point de nouvelles molécules
thérapeutiques efficaces contre ces biofilms.
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