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Résumé

Cette ¢tude porte sur la recherche des altérations mixtes, associant Candida spp. et bactéries Gram
négatives, chez des patients hospitalisés au service d’anesthésie-réanimation du CHU de Tlemcen.
Entre juin et aott 2018, 100 prélévements sont réalisés chez 16 patients ayant subi une procédure
invasive depuis plus de 48 heures. Le taux d’altération mixte est de 36% avec une prédominance
des associations Candida albicans/Acinetobacter baumannii et Candida albicans/Proteus
mirabilis. Ces altérations sont principalement observées chez les patients de sexe féminin au niveau
des aspirations trachéales et sondes endotrachéales. L’étude des profils de résistance aux
antimicrobiens, montre que 1’antifongique amphotéricine B et 1’antibiotique colistine conservent
leurs activités respectives vis-a-vis de I’ensemble des souches de Candida spp. et de bactéries Gram
négatives ¢tudiées. En revanche, une résistance élevée est observée pour les autres antibiotiques y
compris a I'imipeneéme (CMI > 256 pg/Ml). L’évaluation du potentiel des levures Candida spp. et
des bactéries Gram négatives étudiées a former des biofilms multi-especes se révele différente,
d’une part d’une association a une autre et d’autre part des biofilms mono-espéeces. Le traitement
de ces biofilms par une bithérapie associant amphotéricine B/imipenéme ou amphotéricine
B/colistine n’a pas d’effet significatif. Cependant, ’utilisation de la colistine en monothérapie
réduit efficacement la biomasse des biofilms multi-especes & Candida albicans/bactéries Gram
négatives. Néanmoins, la dose efficace dépasse celle actuellement approuvée en pratique clinique,

ce qui souligne la nécessité d’optimiser son utilisation thérapeutique.

Mots clés : Altérations mixtes, Candida spp, Bactéries Gram négatives, Biofilms, Résistance,

Traitement.



Abstract

This study investigates mixed alterations involving Candida spp. and Gram-negative bacteria in
patients hospitalized in the Anesthesiology and Intensive Care Unit of the University Hospital
Center (CHU) of Tlemcen.

Between June and August 2018, 100 samples were collected from 16 patients who had undergone
invasive procedures for more than 48 hours. The rate of mixed alterations was 36%, with a
predominance of Candida albicans/Acinetobacter baumannii and Candida albicans/Proteus
mirabilis associations. These alterations were mainly observed in female patients, particularly in
tracheal aspirates and endotracheal tube samples. The analysis of antimicrobial resistance profiles
showed that the antifungal agent amphotericin B and the antibiotic colistin retained their respective
activities against all Candida spp. and Gram-negative bacterial isolates tested. Conversely, a high
level of resistance was observed for other antibiotics, including imipenem (MIC > 256 pg/mL).
The evaluation of the ability of the studied Candida spp. and Gram-negative bacteria to form multi-
species biofilms revealed variations both between different associations and compared to mono-
species biofilms. Treatment of these biofilms with combination therapy using amphotericin
B/imipenem or amphotericin B/colistin showed no significant effect. However, colistin
monotherapy effectively reduced the biomass of multi-species biofilms formed by Candida
albicans and Gram-negative bacteria. Nevertheless, the effective dose exceeds the level currently
approved in clinical practice, highlighting the need to optimize its therapeutic use.

Keywords: Mixed alterations, Candida spp., Gram-negative bacteria, Biofilms, Resistance,

Treatment.
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| Premiére partie : Synthése bibliographique
1. Introduction

Les infections fongiques provoquent environ 1,7 million de décés par an dans le monde [(Kainz
et coll., 2020) ; (Macias-Paz et coll., 2023)]. Prés de 90 % d’entre elles sont attribuées aux
levures opportunistes du genre Candida. Ces infections figurent parmi les principales causes
d’infections associées aux soins et représentent un enjeu majeur de santé publique [(Marak et
Dhanashree, 2018) ; (Nami et coll., 2019) ; (Gajdacs et coll., 2019) ; (Malinovska et coll.,
2023)]. Le groupe de population le plus vulnérable a ces infections comprend les patients
atteints de maladies graves ou immunodéprimés, ceux qui ont recu une antibiothérapie a large
spectre, les nouveau-nés prématurés ainsi que les personnes porteuses de dispositifs médicaux
(Tsay et coll., 2017). Les levures Candida ont la capacité d’adhérer et de coloniser les surfaces
de ces dispositifs et d’offrir un environnement favorable a la croissance d’autres
microorganismes, tels que les bactéries, engendrant ainsi la formation de communautés
microbiennes appelées biofilms [(Flemming et coll., 2016) ; (koo et coll., 2017) ; (Vitalis et
coll., 2020) ; (Ponde et coll., 2021) ; (Pohl, 2022)]. Ce mode de vie, dit sessile, par opposition
au mode de vie planctonique (libre), se caractérise par la formation de structures
tridimensionnelles complexes de microorganismes enfermés dans une matrice protectrice auto-
synthétisée dont la nature peut considérablement varier en fonction des microorganismes
impliqués et de I’environnement dans lequel se trouve le biofilm [(Percival, 2017) ; (Verderosa
et coll., 2019)]. Cette matrice extracellulaire est essentiellement constituée d’eau (Jusqu’a 97
%), répartie selon un schéma hétérogene, et principalement responsable du mouvement des
nutriments a l'intérieur du biofilm [(Batoni et coll., 2016) ; (Nazir et coll., 2019)]. Elle est
également constituée d'exopolysaccharides, d'acides nucléiques, de nutriments, de métabolites,
de produits de lyse cellulaire, de protéines, de lipides et d’autres éléments du milieu environnant
[(Allison, 2003) ; (Coughlan et coll., 2016) ; (Flemming et coll., 2016)]. Elle peut aussi

contenir des ¢léments de I'hote, tels que la fibrine, les plaquettes ou les immunoglobulines
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[(Hoiby et coll., 2014) ; (Batoni et coll., 2016) ; (Nazir et coll., 2019)]. La diversité des agents
pathogenes impliqués dans les biofilms varie en fonction du dispositif et de la durée de son
implantation, et peut contribuer de maniére significative a de graves complications cliniques.
En effet, les biofilms constituent une source permanente de microorganismes qui échappent, a
la fois, aux défenses immunitaires de 1’hote et aux thérapies antimicrobiennes, ce qui augmente
les difficultés des traitements des infections liées aux biofilms [(Brauner et coll., 2016) ;
(Muhsin_et coll., 2018) ; (Mulani et coll., 2019)]. Devant ces difficultés, le retrait du dispositif
est une option définitive pour guérir une infection. Cependant, cette procédure n'est pas toujours
envisageable et peut étre suivie par des complications associées a des colits importants [(Bispo
et coll., 2015) ; (Yu Mi Wi et coll., 2018) ; (Carolus et coll., 2019) ; (Zhong et coll., 2020)].
Les microorganismes peuvent également coloniser les tissus environnants autour des dispositifs
permettant la réinfection des dispositifs remplacés. Il est estimé que ces infections représentent
80% de toutes les infections microbiennes chez ’homme faisant des biofilms un sujet de
recherche particulicrement pertinent [(Srinivasan et coll., 2017) ; (Muhsin_et coll., 2018) ;

(Rodrigues et coll., 2020)].

2. Interactions Candida spp. - bactéries au sein des biofilms

Les especes Candida sont les agents pathogeénes fongiques les plus fréquemment observés,
¢tablissant des biofilms polymicrobiens au niveau inter-régne avec différentes bactéries
pathogenes (Allison et coll., 2016). 11 est estimé que plus de 25% des infections a Candida spp.
sont polymicrobiennes, avec un co-isolement de Candida et de bactéries a partir de surfaces
vivantes (peau, poumons, cavité buccale, tractus gastro-intestinal) ou non vivantes (instruments
biomédicaux, dispositifs médicaux) [(Pammi et coll., 2014); (Tsui et coll., 2016) ;
(Montelongo-Jauregui et Lopez-Ribot, 2018) ; (Zhong et coll., 2020) ; (khan et coll.,
2021)]. Les Candida spp. interagissent avec les bactéries dans différents habitats, soit

physiquement, soit chimiquement [(Fourie et coll., 2016) ; (Koo et coll., 2018)]. L'interaction


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jamal+M&cauthor_id=29042186
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jamal+M&cauthor_id=29042186
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physique est obtenue a l'aide des récepteurs de la surface cellulaire /protéines (Xu et coll.,
2014). En revanche, les interactions chimiques se produisent en raison de l'implication de
plusieurs molécules sécrétoires ou intermédiaires métaboliques libérés par des cellules
fongiques ou bactériennes dans l'environnement. Ces produits métaboliques facilitent la
communication entre les cellules de maniére synergique ou antagoniste. Les interactions
s’établissent en réponses a plusieurs facteurs de stress tel que 1’espace limité, la disponibilité
des nutriments, la présence de déchets métaboliques et des antimicrobiens [(Flemming et coll.,
2016) ; (Fisher et coll., 2017)]. Elles sont essentielles a la régulation directe ou indirecte de la
croissance cellulaire, a la formation de biofilms et a la production de facteurs de virulence
(Zago et coll., 2015). De méme, ces interactions peuvent accélérer et aggraver la progression
de la maladie [(Allison et coll., 2016) ; (Hotterbeekx et coll., 2017) ; (Maisetta et coll.,
2020)].

Les interactions synergiques conduisent a la co-agrégation des Candida et des bactéries, a
I’induction mutuelle de la résistance aux médicaments antifongiques/antibiotiques, a la
modulation réciproque des propriétés invasives, a I’expression de facteurs de virulence ainsi
qu’au développement des mécanismes de protection contre la réponse immunitaire de 1'hote
[(Allison et coll., 2016) ; (Orazi et O’Toole, 2020)]. En revanche, les interactions antagonistes
inhibent des especes en modulant la structure et 1'organisation spatiale du biofilm. En effet, la
colonisation, de biofilms mixtes établis, par d’autres microorganismes peut parfois entrainer la
rupture de la synergie entre les espéces du biofilm en perturbant 1’acceés aux nutriments

[(Negrini et coll., 2019) ; (Huffines et Scoffield, 2020)].

Candida spp. — Streptococcus spp.
L'interaction de Candida albicans avec les streptocoques (par exemple, Streptococcus mutans,
Streptococcus gordonii) est signalée comme étant principalement synergique. Ces deux

pathogenes forment une architecture de biofilm complexe [(Montelongo-Jauregui et Lopez-
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Ribot, 2018) ; (Koo et coll., 2018)]. 11 est signalé que Candida albicans n'a pas la capacité de
métaboliser efficacement le saccharose. Cependant, elle peut utiliser les produits de dégradation
du saccharose, tels que le glucose et le fructose, générés par Streptococcus mutans dans un
biofilm [(Sztajer et coll., 2014) ; (He et coll., 2017) ; (Ellepola et coll., 2019)]. Des
interactions antagonistes entre Candida albicans et Streptococcus mutans ont également été
documentées. Le changement morphologique de la levure unicellulaire a la forme d'hyphes
filamenteux est crucial pour la virulence de Candida albicans. Streptococcus mutans inhibe la
transformation hyphale de la levure par la sécrétion de certaines molécules telles que I'acide
trans 2-décanoique et la mutanobactine A [(Jarosz et coll., 2009) ; (Vilchez et coll., 2010) ;
(Jacobsen et Hube, 2017)]. En revanche, les streptocoques du groupe Mitis (MGS), tels que
Streptococcus gordonii, Streptococcus oralis et Streptococcus sanguinis améliorent 1'expression
des génes associés aux hyphes ce qui conduit a une virulence accrue. De méme, Candida
albicans favorise la formation de biofilms de ces bactéries. Cette synergie a été détectée in vitro
a la surface de matériaux utilisés dans l'industrie biomédicale, comme le titane [(Montelongo
Jauregui et coll., 2018) ; (Souza et coll., 2020)]. A l'opposé de cette coopération favorisant la
virulence, Streptococcus dentisani, une bactérie probiotique orale, présente un effet antagoniste
vis-a-vis de Candida glabrata. Elle inhibe de maniere significative sa croissance et sa formation
de biofilms. Cette interaction affecte 1'intégrité de la membrane cellulaire de la levure, suggérant
un potentiel thérapeutique pour prévenir ou traiter les dysbioses orales impliquant Candida
glabrata (Medina et coll., 2025). Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
caractériser les composés produits par Streptococcus dentisani responsables de cet effet

antifongique.

Candida spp. - Lactobacillus spp.
Les interactions entre Candida spp., en particulier Candida albicans, et Lactobacillus spp. sont

majoritairement antagonistes [(Lebeaux et coll.,2014) ; (Orsi et coll., 2014)]. Les lactobacilles
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exercent une compétition pour les sites d’adhésion en produisant divers composés
antimicrobiens, dont le peroxyde d’hydrogene et I’acide lactique, formant ainsi une barricre
biologique contre I’implantation d’agents pathogénes opportunistes [(Kaewsrichan et coll.,
2006) ; (Mijac et coll., 2006) ; (Martinez et coll., 2008)]. Ils sont également capables d’inhiber
la croissance, la filamentation et la formation de biofilms de Candida albicans via la production
de métabolites solubles et d’acides gras a chaine courte [(Strus et coll., 2005) ; (Vylkova et
coll., 2011) ; (Orsi et coll., 2014) ; (Wang et coll., 2017)]. L’exposition a ces bactéries entraine
une surexpression des génes de stress chez Candida albicans, ce qui suggére un environnement
hostile, probablement li¢ a I’acidification du milieu induite par les lactobacilles (Kohler et coll.,
2012). Les especes de Lactobacillus jouent également un role important dans la prévention des
infections & Candida glabrata. Parmi elles, Limosilactobacillus fermentum a montré une
activité¢ antifongique marquée contre différentes souches de Candida glabrata. Cette activité
est notamment liée a une diminution significative de la teneur en ergostérol, un stérol essentiel
a l’intégrité de la membrane plasmique fongique. Cet effet de déplétion en ergostérol a
également ¢été observé avec d’autres especes de Candida et de Lactobacillus. Par ailleurs, une
inhibition synergique de la croissance fongique a ét¢ mise en évidence lors de I’association de
Limosilactobacillus fermentum avec le fluconazole, antifongique ciblant également la
biosyntheése de I’ergostérol. Ces observations confirment le role central de 1’ergostérol comme
cible métabolique clé dans la suppression de Candida glabrata par Limosilactobacillus

fermentum (Zangl et coll., 2023).

Candida spp. - Staphylococcus aureus

Les cellules de Staphylococcus aureus adherent a la surface cellulaire de Candida albicans,
grace a une protéine réceptrice spécifique des hyphes, Als3 (séquence de type agglutinine)
(Peters et coll., 2012). Les hyphes hautement immunogenes de Candida albicans attirent les

cellules phagocytaires, qui entourent rapidement Staphylococcus aureus et migrent vers les
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ganglions lymphatiques cervicaux, ce qui accélere l'invasion de Staphylococcus aureus a travers
les barriéres muqueuses. Cette synergie conduit a une maladie staphylococcique disséminée et
a une augmentation de la mortalité de 1’hote [(Todd et coll., 2019) ; (Allison et coll., 2019)].
L’interaction de Candida albicans avec Staphylococcus aureus améliore la virulence et la
tolérance aux médicaments. En effet, Candida albicans favorise la formation de biofilm de
Staphylococcus aureus et sa tolérance a la vancomycine [(Krause et coll., 2015) ; (Kong et
coll., 2017)] en produisant du farnésol a des concentrations faibles ou intermédiaires.
Cependant, a de fortes concentrations, elle réduit la formation de biofilm et la viabilité de
Staphylococcus aureus (Jabra-Rizk et coll., 2006). L’interaction de Candida albicans avec
Staphylococcus aureus protége également les deux microorganismes contre le systéme
immunitaire [(Nash et coll., 2016) ; (Carolus et coll., 2019)]. Candida glabrata interagit avec
Staphylococcus aureus d’une manicre antagoniste. La bactérie conduit a une réduction de la
viabilité cellulaire de la levure, a une altération nucléaire et a une fragmentation de I'ADN en
provoquant la lyse et la mort cellulaire (Camarillo-Marquez et coll., 2018). De telles
interactions de Staphylococcus aureus avec les Candida (synergiques avec Candida albicans et
antagonistes avec Candida glabrata) soulévent la question de savoir si d'autres especes

bactériennes présenteront ¢galement des interactions similaires.

Candida spp. - Pseudomonas aeruginosa

En fonction des limitations nutritionnelles dans le corps de 1'hdte et avant I'apparition de tout
effet antagoniste, Candida albicans et Pseudomonas aeruginosa communiquent et s'associent
entre elles via des molécules de signalisation Quorum Sensing (QS) pour former un biofilm
mixte. Les cellules de Pseudomonas aeruginosa se développent et adherent a la surface des
hyphes de Candida albicans, et forment une structure de biofilm qui résiste a l'action des
cellules immunitaires de I'h6te [(Ovchinnikova et coll., 2012) ; (Mear et coll., 2013) ; (Fourie

et Pohl, 2019) ; (Grainha et coll., 2020)]. Lors de la formation de biofilm, les cellules de
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Pseudomonas aeruginosa commencent a produire des molécules de signalisation telles que la
phospholipase hémolytique, la phénazine et d'autres facteurs de virulence qui inhibent la
transformation hyphale chez Candida albicans [(Davis-Hanna et coll., 2008) ; (Hall et coll.,
2011) ; (Mear et coll., 2013)]. En revanche, Candida albicans produit le farnésol, molécule de
signalisation QS, qui régule principalement la transcription des geénes associés a la formation
de biofilm, a la formation d'hyphes et a I'adhésion. Cette molécule est capable d’inhiber par
ailleurs les facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa telle que la pyocyanine et les
rhamnolipides qui contribuent largement a la capacité de cette bactérie a provoquer des
maladies (Hotterbeekx et coll., 2017). L’interaction compétitive entre ces deux especes
entraine une virulence accrue et la génération de cellules mutantes dans les biofilms mixtes,
modifiant ainsi le cours des interactions entre I'hote et le pathogéne dans les infections
polymicrobiennes (Trejo-Hernandez et coll., 2014). Pseudomonas aeruginosa exerce
¢galement un effet inhibiteur sur la croissance et la formation de biofilms de Candida tropicalis
(Bandara et coll., 2010). Cette inhibition repose sur plusieurs mécanismes, notamment la
production de phénazines telles que la phénazine-1-carboxylique (PCA) et la phénazine-1-
carboximide (PCN), qui perturbent I’intégrité membranaire des cellules fongiques et inhibent
leur développement (Nishanth et coll., 2014). Par ailleurs, Candida tropicalis produit de
I’éthanol lors de la fermentation, lequel stimule a son tour la production de phénazines chez
Pseudomonas aeruginosa, renforcant ainsi 1’effet antifongique dans une boucle de
rétroactivation (Chen et coll., 2014). 1l est également notable que cette inhibition semble
indépendante de la morphologie hyphale, Candida tropicalis étant ciblé méme sous forme de

blastospores [(Bandara et coll., 2010) ; (Bandara et coll., 2013)].

Candida spp. - Acinetobacter baumannii
Les interactions entre Candida albicans et Acinetobacter baumannii sont modulées par

plusieurs facteurs, notamment les conditions environnementales, la taille de 1'inoculum et 1'état
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de croissance des microorganismes (Dhamgaye et coll., 2016). Acinetobacter baumannii
inhibe la transition morphologique de Candida albicans de la forme levure a la forme hyphale
grice a une protéine de la membrane externe, OmpA, qui joue également un rdle dans
I’adhésion et I’induction de I’apoptose des cellules filamenteuses. En réponse a cette inhibition,
Candida albicans sécréte du farnésol, une molécule qui entrave la formation de biofilm par
Acinetobacter baumannii et réduit sa viabilité. Par ailleurs, lorsqu’un biofilm fongique mature
est établi avant la co-infection, la croissance bactérienne est significativement affectée,
suggérant un effet du farnésol sur I’intégrité membranaire de la bactérie [(Peleg et coll., 2008) ;
(Gaddy et coll., 2009) ; (Kostoulias et coll., 2016)]. D’autre part, I’éthanol produit par
Candida albicans, ainsi que par d’autres espéces de Candida non-albicans (CNA), constitue
une source de carbone pour Acinetobacter baumannii. Cette interaction métabolique stimule
I’expression de génes bactériens associés a la virulence, notamment ceux impliqués dans les
systémes d’efflux, la production de phospholipases et I’assimilation du phosphate (Wang et
coll., 2023). Bien que ce mécanisme soit bien décrit pour Candida albicans, son implication
dans les interactions avec les Candida non-albicans (CNA) reste a ¢élucider et nécessite des

investigations spécifiques.

Candida spp. - Escherichia coli

Candida albicans peut augmenter la tolérance d’Escherichia coli a 1’ofloxacine, notamment par
la production de B-1,3-glucane, un composant de la matrice extracellulaire favorisant la
persistance bactérienne. En retour, les produits sécrétoires d’Escherichia coli influencent
négativement le développement des biofilms de Candida spp., en modulant I’expression des
genes associés a la morphogenése hyphale et a sa régulation transcriptionnelle (De Brucker et
coll., 2015). Par ailleurs, Candida albicans peut inhiber la croissance et la migration
d’Escherichia coli, exercant ainsi un effet protecteur potentiel contre les infections

bactériennes, y compris celles dues a d’autres entérobactéries (Hall et Noverr, 2017). De fagon
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contrastée, des interactions coopératives ont été observées entre Candida tropicalis et
Escherichia coli, les deux especes formant conjointement des biofilms denses dans lesquels les
lipopolysaccharides bactériens stimulent la maturation du biofilm fongique et favorisent la

filamentation (Bandara et coll., 2009).

10
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1  Tableau 1. Interactions Candida spp./bactéries au sein des biofilms polymicrobiens

Candida spp./bactéries

Candida spp./
Streptococcus spp.

Microorganismes impliqués  Interaction
Synergie
Candida albicans /
Streptococcus mutans
Antagonisme
Candida albicans /
Streptocoques du groupe
Mitis Synergie
(S. gordonii, S. oralis, S.
sanguinis)
Candida glabrata / .
andida graorata Antagonisme

Streptococcus dentisani

Meécanismes

Formation d’un biofilm complexe ;
C. albicans utilise le glucose et le
fructose produits par S. mutans

S. mutans inhibe la transition
hyphale de C. albicans via I’acide
trans-2-décanoique et la
mutanobactine A

Activation des geénes associés aux
hyphes de C. albicans ;
augmentation de la virulence
fongique

Inhibition de la croissance et de la
formation de biofilms ; altération de
la membrane cellulaire de la levure ;

potentiel thérapeutique en santé
bucco-dentaire

11

Références

(Montelongo-Jauregui et Lopez-
Ribot, 2018) ; (Koo et coll., 2018) ;
(Sztajer et coll., 2014) ; (He et coll.,

2017) ; (Ellepola et coll., 2019)

(Jarosz et coll., 2009) ; (Vilchez et
coll., 2010) ; (Jacobsen et Hube,
2017)

(Montelongo-Jauregui et Lopez-
Ribot, 2018) ; (Koo et coll., 2018) ;
(Montelongo Jauregui et coll., 2018) ;
(Souza et coll., 2020)

(Medina et coll., 2025)
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Candida spp./
Lactobacillus spp.

Candida albicans/
Lactobacillus spp.

Candida glabrata /
Limosilactobacillus
fermentum

Antagonisme

Antagonisme

Compétition pour les sites
d’adhésion ; production de
peroxyde d’hydrogene, d’acide
lactique et d’autres composés
antimicrobiens

Les lactobacilles inhibent
I’adhésion des pathogenes en
produisant des antimicrobiens

(H20-, acide lactique), créant une
barriére biologique

Inhibition de la croissance,
filamentation et formation de
biofilms via des métabolites

solubles et acides gras a chaine
courte

Surexpression des geénes de stress
de C. albicans due a
I’acidification du milieu

Réduction de I’ergostérol
fongique, altérant ’intégrité
membranaire ; effet observé avec
d'autres especes de Candida

12

(Lebeaux et coll., 2014) ; (Orsi et
coll, 2014)

(Kaewsrichan et coll., 2006) ; (Mijac
et coll., 2006) ; (Martinez et coll.,
2008)

(Orsi et coll., 2014) ; (Strus et coll.,
2005) ; (Vylkova et coll., 2011) ;
(Wang et coll., 2017)

(Kohler et coll., 2012)

(Zangl et coll., 2023)
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Adhésion de S. aureus sur les
hyphes de C. albicans via la
protéine Als3 ; facilitation de la

) e (Peters et coll., 2012)
translocation et dissémination

Les hyphes de C. albicans

favorisent I’ invasion de . ,
avOTISet 7 Invasion ¢e (Todd et coll., 2019) ; (Allison et
aureus, entrainant une

e . coll., 2019)
. dissémination systémique et une
Synergie o
mortalité accrue
; i ) . Kr t coll., 2015) ; (K t
Candida albicans | C. albicans favorise le biofilm de S. (Krause e coll 20 17; (Kong €
coll.
Candida spp./ Staphylococcus aureus aureus et augmente sa tolérance a la ’
Staphylococcus aureus vancomycine via la production de (Nash et coll., 2016) : (Carolus et
farnésol (effet dose dépendant) }l 01 9’)
coll.,
Protection mutuelle contre les
défenses immunitaires de 1’hote
C. albicans, a de fortes
concentrations du farnésol, réduit
Ant i ’ Jabra-Rizk et coll., 2006
ragomisme la formation de biofilm et la (Jabra-Rizk et coll, )
viabilité de S. aureus
Réduction de la viabilité cellulaire,
Candida glabrata / ) Itérati léaire et fi tati )
andida graorara Antagonisme alibralion fuciealte ¢ Tragmeniation (Camarillo-Marquez et coll., 2018)

de I’ADN de C. glabrata, entrainant
sa lyse

Staphylococcus aureus

13
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Candida spp./
Pseudomonas
aeruginosa

Candida spp./
Acinetobacter
baumannii

Candida albicans /
Pseudomonas aeruginosa

Candida tropicalis /
Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans /
Acinetobacter baumannii

Synergie

Antagonisme

Antagonisme

Antagonisme

Formation de biofilm polymicrobien
via QS (Quorum Sensing)
Adhésion de P. aeruginosa aux
hyphes de C. albicans

P, aeruginosa produit des facteurs de
virulence (phénazines,
phospholipase) inhibant la
transformation hyphale de C.
albicans lors du biofilm

Le farnésol de C. albicans régule la
formation de biofilm et inhibe les
facteurs de virulence de P.
aeruginosa (pyocyanine,
rhamnolipides)

P. aeruginosa inhibe C. tropicalis via
la production de phénazines (PCA,
PCN)

C. tropicalis produit de 1’éthanol
stimulant la syntheése de phénazines

A. baumannii inhibe la
transformation hyphale via OmpA

14

(Ovchinnikova et coll., 2012) ; (Mear
et coll., 2013) ; (Fourie et Pohl,
2019) ; (Grainha et coll., 2020)

(Mear et coll., 2013) ; (Davis-Hanna
et coll., 2008) ; (Hall et coll., 2011)

(Hotterbeekx et coll., 2017)

(Bandara et coll., 2010) ; (Nishanth et
coll., 2014)

(Chen et coll., 2014)
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Candida albicans/
Escherichia coli

Candida spp.
[Escherichia coli

Candida tropicalis/
Escherichia coli

Synergie

Synergie

Antagonisme

Synergie

C. albicans sécréte du farnésol
inhibant le biofilm bactérien et
réduisant sa viabilité
L’¢éthanol fongique stimule la
virulence bactérienne

C. albicans augmente la tolérance
d’E. coli a I’ofloxacine via le B-1,3-
glucane

E. coli inhibe le biofilm de Candida
spp. via ses produits sécrétoires

C. albicans peut inhiber la croissance
et la migration d’E. coli
C. tropicalis et E. coli forment des
biofilms coopératifs favorisés par les
LPS bactériens

15

(Peleg et coll., 2008) ; (Gaddy et
coll., 2009) ; (Kostoulias et coll.,
2016)

(Wang et coll., 2023)

(De Brucker et coll., 2015)

(De Brucker et coll., 2015) ; (Hall et
Noverr, 2017)

(Bandara et coll., 2009)
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3. Resistance

L'un des effets les plus alarmants de l'interaction polymicrobienne est le développement d'une
résistance aux antimicrobiens. Plusieurs études ont montré que le biofilm multi-espéce est plus
résistant que le biofilm mono-espece. La diffusion restreinte des médicaments a travers la matrice
d'exopolysaccharides est I’un des mécanismes de résistance les plus importants [(Hobley et coll.,
2015) ; (Kim et coll., 2018)]. La matrice favorise 1'adhérence et 1'immobilisation des cellules
microbiennes, et les protége du stress environnemental et des agents antimicrobiens. La
composition de la matrice varie d'une espece a l'autre et en fonction de I'environnement. En effet,
les composants de la matrice peuvent entraver 'absorption des antimicrobiens dans le biofilm.
L'ADN environnemental chargé négativement, peut se lier aux antibiotiques chargés positivement
tels que les aminosides. Les polysaccharides peuvent constituer une barriére de perméabilité et les
enzymes sécrétées peuvent dégrader les antibiotiques, réduisant ainsi leur concentration atteignant
les cellules bactériennes [(Hobley et coll., 2015) ; (Redman et coll., 2021)]. Un autre composant
de la matrice, le B-1,3-glucane, un exopolysaccharide sécrété par la levure Candida albicans
protege Staphylococcus aureus du traitement a la vancomycine, I'oxacilline, la ciprofloxacine, la
dé¢lafloxacine et la rifampicine (Kong et coll., 2016), tandis que Streptococcus mutans produit des
glucanes qui protegent Candida spp. du fluconazole dans les biofilms mixtes (Karygianni et coll.,
2020). Les cellules d'un biofilm sont étroitement liées, ce qui permet des interactions
intercellulaires élevées, faisant du biofilm un environnement privilégié pour le transfert horizontal
de génes notamment via la conjugaison bactérienne (Karygianni et coll., 2020). Une étude a
montré que la conjugaison plasmidique était jusqu'a 700 fois plus élevée dans les biofilms que chez
les microorganismes libres (Krol et coll., 2013). De méme, les mutations génétiques peuvent se
produire dans les biofilms. Les taux de mutation pour Staphylococcus aureus et Staphylococcus

epidermidis étant respectivement 4 et 60 fois plus ¢élevés dans les biofilms que dans des conditions
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planctoniques faisant des biofilms un réservoir de genes de résistance [(Ryder et coll., 2012) ;
(Uruén et coll., 2021)]. La résistance aux antimicrobiens est corrélé aussi a la présence de cellules
persistantes qui se forment en réponse a divers stimuli environnementaux, tels que les
antimicrobiens, 1'épuisement des nutriments et d'oxygeéne dans les biofilms [(Totsika et coll.,
2013) ; (Erb et coll., 2014) ; (Lebeaux et coll., 2014) ; (Nabb et coll., 2019)]. Les cellules
persistantes subissent une modification phénotypique, plutot que génétique, vers un état d'inactivité
métabolique. Ces cellules se caractérisent par une synthése restreinte de macromolécules, une
croissance arrétée et une capacité a tolérer une large gamme d'antimicrobiens [(Wood et coll.,
2013) ; (Conlon et coll., 2015) ; (Olsen, 2015)]. En effet, de nombreux antimicrobiens ciblent les
cellules en croissance et en réplication actives, et la présence de cellules persistantes peut interférer
avec leur action, car les processus cellulaires qu'elles ciblent ne sont plus essentiels a la survie de
ces cellules. Ces cellules peuvent reformer un biofilm aprés 1’élimination de I’agent antimicrobien
(Olsen, 2015). La résistance au sein du biofilm peut également étre due a une tolérance réversible
aux agents antimicrobiens qui résulte du piégeage ou de l'inactivation d'agents antimicrobiens,
et/ou de la croissance lente caractéristique des biofilms matures [(Olsen, 2015) ; (Brauner et coll.,
2016)]. Cependant, les microorganismes planctoniques dispersés peuvent perdre leur tolérance et
restaurer leur sensibilité aux agents antimicrobiens ; ainsi, cibler les mécanismes de dispersion
constitue une stratégie adjuvante potentielle pour rendre les agents antimicrobiens conventionnels
actifs contre les biofilms (Thuptimdang et coll., 2015). D’autres mécanismes sont adoptés par les
biofilms polymicrobiens pour favoriser la résistance aux antimicrobiens en particulier les
interactions synergiques entre les cellules lors de la formation de biofilm et la détection des

molécules du Quorum Sensing [(Orazi et O’Toole, 2020) ; (Bottery et coll., 2022)].

17



| Premiére partie : Synthése bibliographique

4. Traitement

La présence simultanée des pathogénes fongiques et bactériens, combinée au probléme de la
résistance aux antimicrobiens, rend tres difficile le diagnostic et le traitement des infections
associées aux biofilms ainsi qu’a la prise en charge des patients notamment en unité de soins
intensifs. En effet, ’utilisation d’antimicrobiens en monothérapie, dirigés contre une espece,
facilite souvent la prolifération de microorganismes non ciblés et la poursuite de I’infection. Cela
conduit a des niveaux ¢€levés de morbidité et de mortalité nécessitant des stratégies complexes de
traitement multi-médicaments [(Koo et coll., 2017) ; (Santos et coll., 2018)]. Des efforts
considérables ont été déployés pour lutter contre les biofilms mixtes Candida spp. bactéries Gram
négatives, et la thérapie combinée, qui implique l'utilisation de deux ou plusieurs agents
antimicrobiens, est devenue une approche émergente pour revitaliser l'action des médicaments
notamment dans le traitement des agents pathogénes multirésistants. Parmi les avantages de ce
traitement, la diminution de la résistance, la réduction des effets secondaires, la mise a disposition
de voies d'action alternatives et I'amélioration de l'efficacité des médicaments (Tyers et Wright,
2019). L'utilisation de composés d’origine naturelle comme médicaments anti-biofilm dans une
thérapie combinée avec des antimicrobiens conventionnels présente de nombreux avantages,
notamment une grande disponibilité et une faible toxicité (Khan et coll., 2020). Par exemple
I’association de la berbérine, un alcaloide d'origine végétale, avec I'amphotéricine B a efficacement
inhibé la croissance microbienne et la formation de biofilm multi-espeéces de Staphylococcus
aureus et Candida albicans par une réduction de la filamentation fongique et de la co-adhésion
entre Staphylococcus aureus et Candida albicans (Gao et coll., 2021). Un autre composé
antimicrobien d'origine végétale connu sous le nom d'eugénol a été utilisé en combinaison avec
l'azithromycine et le fluconazole pour éradiquer les biofilms matures de Streptococcus mutans et

de Candida albicans (Jafri et coll., 2020). 11 a également ét¢ démontré que la combinaison de
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plusieurs huiles essentielles végétales inhibait ces biofilms en réduisant l'activité métabolique et la
synthése de la matrice extracellulaire (Freires et coll., 2015). La thérapie combinée associant un
antifongique et un antibiotique constitue une option thérapeutique intéressante pour traiter les
infections polymicrobiennes fongiques et bactériennes séveéres (Rodrigues et coll., 2017)
L’association de I’antifongique fluconazole et de I’antibiotique minocycline a entrainé une
réduction efficace des biofilms multi-especes formé par Candida albicans et Staphylococcus
aureus (Li et coll., 2015). L’anidulafungine, un antifongique de la famille des échinocandines, agit
en synergie avec l'antibiotique tigécycline contre les biofilms multi-espéces Candida albicans et
Staphylococcus aureus en inhibant la synthése de poly-(1,6)-N-acétylglucosamine (PNAG), un
¢lément essentiel de la matrice du biofilm bactérien de Staphylococcus aureus (Rogiers et coll.,
2018). De plus, I’association de la caspofungine et de la polymyxine B permet de réduire a la fois
la viabilité cellulaire et la biomasse des biofilms multi-espéces formés par Pseudomonas
aeruginosa et Candida tropicalis (Fernandes et coll.,, 2020). L'optimisation des doses
d'antimicrobiens et la réalisation d'études cliniques complémentaires de pharmacocinétique, de
pharmacodynamie et de toxicologie étayant l'utilisation optimale de ces médicaments sont
nécessaires afin d'améliorer 1'efficacité des traitements et d'éviter les réinfections (Rodrigues et
coll., 2017). D’autre part, des mesures préventives sont appliquées afin d'éviter la formation de
biofilm sur les dispositifs médicaux insérés dans les corps des patients. La modification des
surfaces des dispositifs a l'aide d'antibiotiques et d'argent a fait I'objet de nombreuses recherches
[(Percival et coll., 2015) ; (Hoiby et coll., 2015) ; (Swartjes et coll., 2015) ; (Koo et coll., 2017)].
Les cathéters a base de minocycline-rifampicine ainsi que les cathéters a base de chlorhexidine-
sulfadiazine d'argent, ont été associés a une diminution de la colonisation microbienne des surfaces.
Une sonde endotrachéale imprégnée d'argent a montré une réduction de la mortalité chez les

patients présentant une pneumonie associée a la ventilation mécanique [(Rupp et coll., 2005) ;
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(Kollef et coll., 2008)]. D’autres stratégies sont a 1'étude pour développer des matériaux améliorés
afin de prévenir la formation de biofilm sur les surfaces des dispositifs médicaux [(Ruiz-Ruigomez

et coll., 2016) ; (Brinkman et coll., 2016) ; (Schmidt-Malan et coll., 2017)]
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Problématique

Les infections polymicrobiennes liées aux biofilms représentent un défi majeur en santé humaine
en raison de leur complexité, leur persistance et leur résistance accrue aux traitements
antimicrobiens. En soins intensifs, les Candida spp. sont les levures les plus incriminées et sont
souvent associées aux bactéries Gram négatives dans des biofilms multi-especes. Les interactions
synergétiques ou antagonistes entre ces micro-organismes influencent fortement la virulence, la
réponse immunitaire de 1’hote et [Defficacité des thérapies conventionnelles. Ainsi, le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement les biofilms

polymicrobiens s’avére cruciale.

Dans ce contexte, nous avons entrepris cette étude au niveau du service d’anesthésie-réanimation
du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Tlemcen (Algérie) et qui consiste a :
v" Identifier les altérations mixtes formées des levures Candida spp. et des bactéries Gram
négatives chez les patients hospitalisés.
v Etudier le profil de résistance des souches co-isolées aux agents antimicrobiens.
v Evaluer le potentiel des souches a former des biofilms mono et multi-espéces in vitro.
v' Evaluer I’efficacité des antimicrobiens a effet immunomodulateur, seuls et en combinaison,

vis-a-vis des biofilms multi-especes.
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Matériel et méthodes
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1. Cadre d’étude

L’étude est menée au laboratoire Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité
biologique (LapSab) de D’université Aboubekr BELKAID-Tlemcen. Elle porte sur I’analyse
microbiologique des prélévements réalisés chez des patients hospitalisés au service d’anesthésie-
réanimation du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Tlemcen. Les critéres d’inclusions sont
une procédure invasive (Intubation, cathétérisme, sondage vésicale) depuis plus de 48 Heures
durant la période allant du 1°" juin au 31 aout 2018. Le recueil des données est réalisé¢ de maniere
anonyme. Les sources d’informations sont le médecin traitant et le dossier médical du patient.

Elles concernent I’age, le sexe, les motifs d'admission, 1’antibiothérapie et le devenir du patient.

2. Prélévements

Les prélévements sont recueillis dans des conditions d’asepsie rigoureuses puis acheminés au
laboratoire a 4°C pour des analyses microbiologiques. La recherche des levures et des bactéries est
réalisée dans 2 tubes différents, I’un contenant du milieu Sabouraud liquide et 1’autre du bouillon

nutritif.

3. Identification

Les méthodes conventionnelles utilisées pour I’identification des levures Candida sont la
croissance sur milieux sélectif Sabouraud et chromogénique CHROM-Agar ™Candida (Sigma),
les observations microscopiques (recherche de chlamydospores-RAT et tubes germinatifs-
Blastése) et les galeries biochimiques API Candida (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Pour les
bactéries Gram négatives, les méthodes utilisées sont la croissance sur milieux sélectif Mac Conkey
(Sigma), la coloration différentielle de Gram et les Galeries biochimiques API 20E et 20NE

(BioMérieux, Marcy 1'Etoile, France).
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Seules les levures Candida spp. et les bactéries Gram négatives co-isolées d’un méme prélévement

sont retenues pour la suite de I’étude.

4. Antibiogramme

L’activité de 13 antibiotiques est déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé selon les
recommandations du CLSI (2019). Pour chacune des bactéries Gram négative a tester, un inoculum
de 108 UFC/mL équivalent & 0,5 Mc Farland est ensemencé par écouvillonnage a la surface du
milieu Mueller Hinton (Sigma) préalablement coulé dans les boites de Pétri. Apres 18 a 24 heures
d’incubation a 37°C, les diamétres d’inhibition sont mesurés afin de déterminer les catégories

cliniques (Annexe 1). Escherichia coli ATCC 25922 est utilis¢é comme contrdle interne.

5. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices

La détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI), de [D’antifongique
amphotéricine B (Sigma) vis-a-vis des levures Candida spp. et des antibiotiques imipénéme
(Sigma) et colistine (Biochrom GmbH) vis-a-vis des bactéries Gram négatives, est réalisée par la
technique de micro-dilution sur microplaque 96 puits selon les protocoles standard du Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) et (CLSI, 2015) publiés dans les documents M27-
A3 et M07-A10 respectivement.

Le milieu Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI 1640 ; Sigma-Aldrich) tamponné
apH 7 avec 0,165 M d'acide morpholinepropanesulfonique (MOPS ; Sigma) est utilisé pour cette
technique. La solution mere d'antifongique est préparée dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a une
concentration de 1,6mg/mL. Les solutions meres d’antibiotiques sont préparées dans de 1'eau
distillée a 5,12 mg/mL. Les intervalles de concentrations finales sont de 0,03 a 16 ug/mL pour

I'amphotéricine B, de 0,125 4 512 ug/mL pour I'imipénéme et de 0,125 a 16 pg/mL pour la colistine.
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Un volume de 100uL de suspension de levures (concentration cellulaire 1.5 cellules/mL) ou de
bactéries (concentration cellulaire 108 UFC/mL) est déposé dans les 96 puits d’une microplaque
stérile auquel est ajouté un volume de 100uL de 1’agent antimicrobien a tester. Les microplaques
sont scellées puis placées dans une étuve a 35°C pendant 24 et 48 heures pour les levures et a 37°C
pour les bactéries pendant 24 heures. Apres incubation, la CMI correspond a la plus faible
concentration d’antimicrobien inhibant toute croissance visible dans les puits a I'ceil nu. Candida

albicans ATCC 10231 et Escherichia coli ATCC 25922 sont utilisés comme contrdles interne.

6. Evaluation du potentiel de formation de biofilms

L’évaluation du potentiel de formation des biofilms mono et multi-espéces in vitro par les levures
Candida spp. et les bactéries Gram négatives est réalisée selon le protocole décrit par Seghir et
coll, (2015).

Des précultures de 24 heures sur milieu Sabouraud pour les levures Candida spp. et sur milieu
BHIB (Brain Heart Infusion Broth) (Sigma) pour les bactéries Gram négatives sont centrifugées a
+4°C pendant 5 minutes a 3000g et pendant 15 minutes a 1000g respectivement. Les culots obtenus
sont ensuite lavés deux fois avec du tampon phosphate salé¢ PBS (pH 7,4 ; 10 mM) stérile puis re-
suspendus dans le RPMI 1640 tamponné a pH 7 avec 0,165 mol/L de MOPS. Les concentrations
cellulaires de levures de départ sont fixées a 10° cellules/mL et celles des bactéries a 10’ UFC/mL.
La formation de biofilms mono-especes est réalisée en déposant 100 pul de suspension de levure ou
de bactérie dans chaque puits. La formation de biofilms multi-especes est réalisée en déposant 50
ul de suspension de levure Candida spp. auxquels sont ajoutés 50 ul de suspension de bactéries
Gram négatives. Les microplaques sont ensuite scellées et incubées a 37°C pendant 48 heures

(Seghir et coll., 2015).
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7. Quantification de la biomasse des biofilms

La quantification de la biomasse des biofilms mono et multi-espéces est réalisée selon le protocole
décrit par Christensen et coll., (1985). Apres 48 heures d’incubation, le milieu est aspiré et les
puits sont lavés avec du PBS stérile (pH 7,4, 10 mM) pour éliminer les cellules non adhérentes aux
surfaces des puits. Les biofilms formés sont fixés par ajout de 100 pl de méthanol (99%) et incubés
pendant 15 minutes a température ambiante. Aprés lavage, les puits sont remplis avec 100 puL de
solution de cristal violet et incubés pendant 20 minutes a température ambiante. Le cristal violet
1ié aux biofilms est solubilisé¢ avec 150 pL d'acide acétique (33%) et la densité optique est lue a
570 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques (Biochrom Asys UVM340). Les souches sont

ensuites classées selon les critéres décrits par Babapour et coll., (2016).

Non formatrices de biofilms (DO < DOc) (DOc = DO de controle négatif)
Faiblement formatrices de biofilms (DOc < DO < 2xDOc)
Modérément formatrices de biofilms (2xDOc¢ < DO < 4xDOc)

Fortement formatrices de biofilms (DO > 4xDQc)

8. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices Sessiles

La formation in vitro des biofilms mono et multi-especes Candida spp. et bactéries Gram négatives
est réalisée selon le protocole de Seghir et coll., (2015) décrit précédemment. Les Concentrations
Minimales Inhibitrices Sessiles (SCMI) sont déterminées selon le protocole de Pierce et Coll.,
(2008). Le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium) (Sigma-
Aldrich, M2128) est utilis¢ comme indicateur de viabilité cellulaire .Les antimicrobiens utilisés
sont I’antifongique amphotéricine B (Sigma) et les antibiotiques imipénéme (Sigma) et colistine

(Biochrom GmbH).
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Les intervalles des concentrations finales sont de 2 pg/mL a 256 pg/mL pour 'amphotéricine B, de
2 pg/mL a 2560 pg/mL pour 'imipénéme et de 0,25 pg/mL a 256 pg/mL pour la colistine. Les

SCMI sont évaluées par la technique de réduction du MTT.

8.1. Technique du Carré-échiquier-damier
L'évaluation de 1’effet des combinaisons antimicrobiennes amphotéricine B/ imipénéme
(AmB/IPM) et amphotéricine B/ colistine (AmB/CS) vis-a-vis des biofilms multi- espéces est
réalisée par la technique du carré-échiquier-damier (Tobudic et coll., 2009).
Six groupes de cultures d'especes mixtes sont formés par les souches de Candida albicans/
bactéries Gram négatives et Candida non albicans/ bactéries Gram négatives co-isolées. Les
combinaisons antimicrobiennes (AmB/IPM) et (AmB/CS) sont utilisées a 1/16, 1/8, 1/4, 1/2, CMI

et deux fois les CMI de chaque souche.

8.2. Technique de réduction au tétrazolium (MTT)
Les biofilms mono et multi-especes formés et traités par les antimicrobiens sont lavés avec du PBS
(pH 7,4, 10 mM) stérile. Un volume de 20uL de la solution mere de MTT (1 mg/mL) est ensuite
ajouté dans les puits des microplaques et incubé pendant 4 heures a 37°C a I’obscurité. Un volume
de 100 pL d’isopropanol acidifié¢ (HC1 0,04 N dans de I’isopropanol) est ensuite ajouté aux puits
des microplaques. Aprés 10 min, 75 pL du contenu de chaque puits sont transférés dans une
nouvelle microplaque stérile. L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 570 nm a I’aide
d’un lecteur de microplaques spectrophotométrique Biochrom Asys UVM340 [(Mosmann,
1983) ; (Van Meerloo et coll., 2011)]. Les SCMI sont évaluées a 50% d’inhibition et sont définies
comme une réduction de 50 % de 1'activité métabolique du biofilm traité avec 1'agent antimicrobien

par rapport au puits témoin.
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Les biofilms médicaux sont associés a des problémes majeurs de santé publique et sont impliqués
dans un large éventail de maladies infectieuses qui touchent essentiellement les personnes
immunodéprimés ou porteuseus de dispositifs médicaux [(Vincent et coll., 2020) ; (Alves et coll.,
2022)]. Les especes Candida sont les agents fongiques les plus fréquemment observés, établissant
des biofilms polymicrobiens avec différentes bactéries pathogeénes (Allison et coll., 2016).
Les interactions synergétiques ou antagonistes entre ces microorganismes influencent fortement la
virulence, la réponse immunitaire de 1’hote ainsi que 1’efficacité des thérapies conventionnelles
[(Muhsin et coll., 2018) ; (Mulani et coll., 2019)]. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés
a 1’étude des biofilms multi-espéces formés des levures Candida spp. et des bactéries Gram
négatives co-isolées de prélévements cliniques et de dispositifs médicaux chez des patients

hospitalisés au service d’anesthésie-réanimation du CHU de Tlemcen.

1. Caractéristiques des patients de I’étude

L’¢étude est menée au service d’anesthésie-réanimation du CHU de Tlemcen durant la période allant
du 1I° Juin au 31 Aout 2018. Le nombre de patients inclus dans 1’étude est de 16.
Les polytraumatismes sont les principaux motifs d’hospitalisation (6/16) avec une prédominance
du sexe masculin (9/16) et un 4ge moyen de 48 ans (Tableau 1).

La durée moyenne d’hospitalisation est de 32,6 jours. Parmi les patients inclus, 8 sont décédés, 7
sont transférés vers d’autres services, et 1 patient demeure hospitalisé en anesthésie-réanimation.
Les familles d’antibiotiques les plus prescrites sont les béta-lactamines, notamment les
céphalosporines de troisieme génération (céfotaxime) et les carbapénémes (imipeneéme), suivies
des aminosides (amikacine, gentamicine) et des fluoroquinolones (ciprofloxacine). Ces
antibiotiques sont utilisés en monothérapie ou en bithérapie (céfotaxime-gentamicine/ imipenéme-

amikacine). Aucune prescription d’antifongique n’est enregistrée.
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Tableau 2. Caractéristiques des patients inclus dans I’étude (1" Juin - 31 Aout 2018)

Patient

Pl

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

Age
53

24
59

43

70

59

31

86
48
41

34

23

21
59
66

38

Sexe

H

F

H

Motif d’hospitalisation

Encéphalite
Poly traumatisme
Poly traumatisme
Hypertension artérielle
Accident vasculaire
cérébrale
Maladie
neurodégénérative
Accident vasculaire
cérébrale
Tumeur
Poly traumatisme
Dysplasie ectodermique
Syndrome de lyell
Troubles du spectre de
I’hypermobilité
Poly traumatisme
Poly traumatisme
Poly traumatisme

Myopathie

Antibiothérapie
CTX, AML, IPM, AK

IPM, AK, CS
IPM, CIP

CTX, GEN

IPM, CAZ, VAN

CIP

CTX, IPM, AK, CIP

CTX
CTX, IPM, CAZ, CIP, GEN
CTX, GEN

/

CTX, GEN

AK, CIP

AK, CIP

Devenir

Décedé

Evacué

Décedé

Décedé

Evacué

Evacué

Evacué

Décédé

Décédé

Evacué

Décédé

Evacué

Décédé

Décédé

Evacué

En cours

AK : Amikacine; AML : Amoxicilline; CTX: Céfotaxime; CAZ: Ceftazidime; CIP:
Ciprofloxacine ; CS : Colistine ; IPM : Imipéneéme ; GEN : Gentamicine ; VAN : Vancomycine.
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Durant la période d’étude, la durée moyenne d’hospitalisation enregistrée au service d’anesthésie-
réanimation du CHU de Tlemcen est de 32,6 jours. Les polytraumatismes constituent la cause la
plus fréquente d’admission, touchant principalement la tranche d’age de 30 a 60 ans. Ces données
rejoignent ceux rapportés par Rodrigues et ses collaborateurs (2024), qui associent le risque
d’une hospitalisation prolongée a un age inférieur a 65 ans chez des patients polytraumatisés.

Le nombre de patients décédés est de 8, soit un taux de mortalit¢ de 50%. Plusieurs études ont
associé les taux élevés de mortalité en réanimation a la colonisation des patients par les levures
Candida spp. et les bactéries Gram négatives [(Kim et coll., 2013) ; (Tan et coll., 2016) ; (Al-
Shabasy et coll., 2020)].

La stratégie thérapeutique adoptée (utilisation des béta-lactamines et des aminosides) est cohérente
avec les pratiques actuelles en soins intensifs, qui privilégient un traitement antimicrobien a large
spectre en cas d'infections suspectées, notamment avant la confirmation microbiologique [(Evans
et coll., 2021) ; (Ture et coll., 2022)]. L'association d'une béta-lactamine avec un aminoside
(céfotaxime-gentamicine/ imipenéme-amikacine) permet une action synergique contre les
bactéries Gram négatives, en particulier les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa,
fréquemment impliqués dans les infections respiratoires et urinaires en réanimation (Vardaka et
coll., 2013). Cependant, une telle pression antibiotique peut favoriser I’émergence de bactéries
multirésistantes [(Bariz et coll., 2019) ; (Nabti et coll., 2022)].

L'absence d’un traitement antifongique durant la période d’étude souléve une problématique
majeure. En effet, les patients admis en soins intensifs présentent de nombreux facteurs de risque
de candidoses invasives qui peuvent étre a 1’origine d’une augmentation de la mortalité et de la
durée d’hospitalisation [(Eggimann et coll., 2011) ; (Revankar, 2021)]. L'instauration précoce
d'un traitement antifongique approprié¢ peut améliorer le pronostic des patients ainsi que leur prise

en charge (De Almeida et coll., 2025).
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2. Détermination des taux d’altérations
Durant la période d’étude 100 prélévements sont effectués, dont 61 prélévements cliniques (46
aspirations trachéales et 15 urines), et 39 dispositifs médicaux (16 sondes endo-trachéales, 17

sondes vésicales et 6 cathéters).

Cathéter ; 6

Sonde endotrachéale; 16

Aspiration trachéale; 46

Sonde vésicale; 17

Urine; 15

Figure 1. Répartition des prélevements effectués

Sur les 100 prélévements effectués, 97 présentent une culture positive, soit un taux d’altération
globale de 97 %. Ce résultat est comparable a celui observé par Touil et ses collaborateurs (2018),
qui rapportent un taux de 89 % au niveau du méme service (CHU Tlemcen). Cependant, il est
supérieur a celui retrouvé par Benzaid et ses collaborateurs (2022) qui décrivent un taux de 59%
au niveau du service de réanimation du CHU de Annaba.

Les taux d’altération élevés enregistrés dans les services de réanimation, peuvent s’expliquer par
la nature critique des patients, la fréquence des actes invasifs (intubation, sondage, cathétérisme),

la durée prolongée d’hospitalisation, ainsi que les traitements immunosuppresseurs.
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2.1. Altérations mono-microbiennes et mixtes
L’analyse microbiologique des 97 prélévements positifs a montré que, 13 prélévements sont altérés
par les Candida spp, 40 par les bactéries Gram négatives et 35 par les deux microorganismes a la

fois, soit des taux respectifs de 14%, 41% et 36% (Figure 2).

Autres
9% Altération Candida spp.
14%

Altération
Bactéries
Gram
négatives
41%

~A

Figure 2. Répartition des prélévements positifs selon le type d’altération

Ces résultats montrent que le taux d’altération des prélévements positifs par les bactéries Gram
négatives (41 %) est supérieur a celui des levures Candida (14%), ce qui est en accord avec les
données de la littérature qui rapportent que dans les services de réanimation, les bactéries Gram
négatives sont les microorganismes les plus fréquemment isolés (Lanaghan et Stenhouse, 2024).
Bien que moins fréquentes (14 %), les altérations a Candida spp. ne doivent pas étre négligées. En
effet, dans les services de réanimation, la colonisation fongique favorise la surinfection bactérienne
et s’associe a un séjour prolongé ainsi qu’a une mortalité accrue [(Nascimento et coll, 2024) ;
(Gur et coll., 2024)]. Le co-isolement des levures Candida avec les bactéries Gram négatives
représente un taux de 36% ce qui est en accord avec plusieurs autres études qui rapportent
I’importance du risque d’altérations polymicrobiennes au niveau des services de réanimation

[(Kim et coll., 2013) ; (Fengcai et coll., 2015) ; (Haiko et coll., 2019) ; (Zhong et coll., 2022)].
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2.2. Altérations par nature de prélévements, age et sexe des patients

La tranche d’age la plus affectée par les différents types d’altérations est celle de 30 a 60 ans
(Tableau 3, Figure 3). Ce résultat est en désaccord avec d’autres études qui montrent que la tranche
d’age la plus affectée est celle de 65 ans et plus [(Yahav et coll., 2016) ; (Al-Dorzi et coll., 2018) ;
(Alkharashi et coll., 2019) ; (Moreira et coll., 2021)].

L’altération par les levures du genre Candida est observée essentiellement au niveau des aspirations
trachéales aussi bien chez les patients de sexe féminin (16%) que chez les patients de sexe masculin
(14%). En effet, I’isolement des levures Candida au niveau des voies respiratoires est fréquent chez
les patients admis en soins intensif, en particulier ceux sous ventilation mécanique [(Schnabel et
coll., 2014) ; (Ioannou et coll., 2021)]. En revanche, I’altération par les bactéries Gram négatives
est plus fréquente chez les patients de sexe masculin avec un taux de 60% contre 26% pour les
patients de sexe féminin dans les différents prélévements. Ce résultat est en accord avec ceux de
plusieurs études qui rapportent que les patients de sexe masculin sont plus vulnérables aux
infections bactériennes que le sexe opposé [(Dias et coll., 2022) ; (Werneburg, 2022) ; (Zeng et
coll., 2024)].

L’altération mixte (Candida spp./bactéries Gram négatives) est quant a elle observée
essentiellement au niveau des aspirations trachéales et des sondes endotrachéales avec une
prédominance de sexe féminin (58% contre 26% pour les patients de sexe masculin) a I’inverse de
ce qui est observé par Li et ses collaborateurs (2024).

I1 est a noter que les taux des altérations dépendent également de 1’état immunitaire des patients, la
durée d’hospitalisation, l'exposition aux antibiotiques, ainsi que de la durée et les conditions de

pose des dispositifs (Mishra et coll., 2024).
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Tableau 3. Répartition des prélévements positifs en fonction du sexe et de I’age

Altérations Altération mixte
Altérations
Bactéries Gram Candida spp./bactéries Gram
Candida spp.
négatives négatives
0-30 ans - 6 (12%) -
Hommes
30-60 ans 7 (14%) 24 (48%) 13 (26%)
>60 ans - -
Total n=50 7 (14%) 30 (60%) 13 (26%)
0-30 ans - 2 (5%) 6 (16%)
Femmes
30-60 ans 3 (8%) 4 (10,5%) 11 (29%)
>60 ans 3 (8%) 4 (10,5%) 5 (13%)
Total n=38 6 (16%) 10 (26%) 22 (58%)
20 18
e 15
% 15
% 10 7 J ; o 8
S 4 4
= 5 1 I 1 l 2 I 2 2 .
£, -
g Aspiration Urine Sonde Sonde vésicale Cathéter
z trachéale endotrachéale
Prélevements cliniques Dispositifs médicaux

Différents types de prélévements

Altération par les Candida spp.
m Altération par les Bactéries Gram-négatives

Altération mixte Candida spp./ Bactéries Gram-négatives

Figure 3. Taux d’altération selon la nature du prélévement
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3. Identification

L’identification des souches isolées au niveau de service de réanimation du CHU de Tlemcen révéle

une prédominance marquée des bactéries Gram négatives (86 souches, soit 64 %), suivies par les

levures du genre Candida spp. (48 souches, soit 36 %).

Quarante-huit pour cent (48%) de Candida albicans et 52% de Candida non-albicans sont

identifiées. Les espéces non- albicans sont dominées par Candida krusei (23%), suivi de Candida

tropicalis (16,5%) et Candida glabrata (12,5%). Pour les bactéries Gram négatives, Acinetobacter

baumannii (36 %), Proteus mirabilis (22 %) et Pseudomonas aeruginosa (14 %) sont les

pathogenes les plus fréquemment isolés. Ils sont suivis d’Escherichia coli (9,5%), de Providencia

spp. (8%), de Klebsiella pneumoniae (7%) et d’Enterobacter spp. (3,5%) (Tableau 4).

Tableau 4. Répartition des souches isolées au service de réanimation du CHU de Tlemcen

Souches isolées

Candida albicans

Candida spp. Candida krusei
N=48 Candida tropicalis
Candida glabrata

Acinetobacter baumannii
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa

Bactéries Gram négative
Escherichia coli

N= 86
Providencia spp.

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter spp.
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Nombre (%)
23 (48)
11 (23)
8 (16,5)
6 (12,5)
31 (36)
19 (22)
12 (14)
8 (9,5)
7 (8)
6(7)

3(3,5)
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Les résultats obtenus montrent que les levures du genre Candida spp. représentent 36 % des isolats
identifiés. Selon Megri et ses collaborateurs (2020), Benzaid et ses collaborateurs (2022) et
Noppé et ses collaborateurs (2024), ce genre représente les levures les plus fréquemment
associées aux infections fongiques invasives, notamment dans les unités de soins intensifs avec des
taux de mortalité élevés. Candida albicans demeure 1’espéce la plus fréquemment impliquée et
constitue le principal agent pathogéne (McCarty et coll., 2021). Dans notre étude, cette espece
représente (48%) des levures Candida isolées, suivie de Candida krusei (23%), Candida tropicalis
(16,5%) et Candida glabrata (12,5%). Ces résultats concordent avec les données épidémiologiques
récentes qui soulignent I’émergence croissante des espéces non-albicans dans les unités de soins
intensifs [(ZerrouKi et coll., 2022) ; (Vazquez et coll., 2025)]. La répartition de ces espéces varie
selon les contextes géographiques et cliniques. En Algérie, une étude réalisée en 2014 au CHU de
Tlemcen a mis en évidence la prédominance de Candida parapsilosis parmi les espéces non-
albicans, suivie de Candida glabrata et Candida famata (Seghir et coll., 2014). Une enquéte
nationale multicentrique a rapporté Candida tropicalis comme espece la plus fréquemment isolée,
suivie de Candida parapsilosis et Candida glabrata (Megri et coll., 2020). Par ailleurs, une étude
conduite dans plusieurs services de soins intensifs algériens, incluant celui de Tlemcen, a souligné
I’émergence préoccupante de Candida auris parmi les especes non-albicans (Zerrouki et coll.,
2022). En revanche, les données issues d’une ¢tude menée dans les services de réanimation du
CHU de Sétif montrent une distribution différente, avec Candida albicans en premicre position,
suivie de Candida glabrata, Candida parapsilosis et Candida tropicalis (Meradji et coll., 2024).
Selon Guinea (2014), plusieurs facteurs notamment le climat, les pratiques d’utilisation des
antifongiques en milieu hospitalier, ainsi que les particularités du microbiote des patients dans

chaque région, peuvent moduler la prévalence relative des especes.
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Dans notre étude, les bactéries Gram négatives représentent la majorité des isolats (64 %).
Ces agents pathogeénes jouent un role majeur dans les infections associées aux soins (Farrington
et Allon, 2019). Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa sont les
plus fréquemment isolés avec des taux respectifs de (36 %, 22 %, 14 %). Ces résultats sont accord
avec ceux de plusieurs études qui rapportent des taux élevés de ces espéces dans les services de
réanimation [(Ahmed et coll., 2015) ; (Benzaid et coll., 2022) ; (Haque et coll., 2024)].
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae sont également isolées mais a des taux relativement
faibles (9,5% et 7% respectivement). Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux de Benzaid et
ses collaborateurs (2022) et Haque et ses collaborateurs (2024) qui ont mis en évidence des taux
importants d’isolement de ces espéces parmi les bactéries Gram négatives dans les services de
réanimation.

Bien que moins fréquemment isolées que les autres entérobactéries, Providencia spp. (8%) et
Enterobacter spp. (3,5%) sont également des agents pathogenes cliniquement significatifs [(Nabti
et coll., 2022) ; (Malviya et coll., 2024)].

La différence dans la distribution des bactéries Gram négatives dans cette étude pourrait étre due a
I’hétérogénéité des patients inclus, la gravité des pathologies sous-jacentes, 1’utilisation croissante

et parfois inappropriée des antibiotiques ainsi qu’a d’autres facteurs épidémiologiques.

4. Répartition des associations Candida spp./bactéries Gram négatives

Au total, 35 associations Candida spp./bactéries Gram négatives sont identifiées. Six sont formés
de 3 especes, 1 Candida spp. et 2 bactéries Gram négatives et 29 associations sont formées de 2
especes, 1 Candida spp. et 1 bactérie Gram négative. Ces dernicres sont dominées par Candida
albicans/Acinetobacter baumannii (7), suivies de Candida albicans/Proteus mirabilis (5) et

Candida glabrata/Acinetobacter baumannii (4) (Tableau 5).
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Tableau 5. Répartition des associations Candida spp./bactéries Gram négatives

Nombre d’especes co-

Associations Nombre
isolées
Candida albicans/Acinetobacter baumannii/Proteus mirabilis 1
Candida albicans/Acinetobacter baumannii/Pseudomonas aeruginosa 1
3 Candida tropicalis/Acinetobacter baumannii/Providencia stuarti 1
Candida tropicalis/Acinetobacter baumannii/Proteus mirabilis 1
Candida krusei/Escherichia coli/Proteus mirabilis 2
Candida albicans/Acinetobacter baumannii 7
Candida albicans/Proteus mirabilis 5
Candida albicans/Pseudomonas aeruginosa 2
Candida albicans/Providencia stuartii 2
Candida krusei/Acinetobacter baumannii 2
2 Candida krusei/Proteus mirabilis 1
Candida krusei/Pseudomonas aeruginosa 2
Candida glabrata/Acinetobacter baumannii 4
Candida glabrata/Pseudomonas aeruginosa 1
Candida tropicalis/Acinetobacter baumannii 1
Candida tropicalis/Providencia stuartii 2

Il est a noter que les associations Candida spp./bactéries Gram négatives ont concernées
uniquement 9 patients soit un taux de 56%. Elles ont été identifiées essentiellement au niveau des
aspirations trachéales (18), suivie des sondes endotrachéales (9), urines et sondes vésicales (4)
respectivement. Aucune association n’a été enregistrée au niveau des cathéters veineux (figure 4).
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m C.albicans/A.baumannii/ P.aeruginosa m C.albicans/A.baumannii/ P.mirabilis m C.albicans/Providencia spp.
C.albicans/P.aeruginosa m C.albicans/A.baumannii m C.albicans/P.mirabilis

m C.tropicalis/A.baumannii/Providencia spp. m C.tropicalis/A.baumannii/ P.mirabilis m C.tropicalis/Providencia spp.

m C.tropicalis/A.baumannii m C.glabrata/ P.aeruginosa m C.glabrata/A.baumannii

m C.krusei/ P.aeruginosa m C.krusei/A.baumannii = C.krusei/P.mirabilis
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Figure 4. Répartition des associations Candida spp./bactéries Gram négatives selon le type de prélévement
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Chez les patients hospitalisés en unités de soins intensifs, le co-isolement de Candida spp. et de
bactéries Gram négatives est fréquemment rapporté [(Dhamgaye et coll., 2016) ; (Carolus et coll.,
2019)]. Dans notre étude, Candida albicans est 1’espéce la plus souvent co-isolée avec les bactéries
Gram négatives, notamment Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis et Pseudomonas
aeruginosa. Ces bactéries sont également co-isolées avec les Candida non-albicans telles que
Candida krusei, Candida glabrata et Candida tropicalis. Ces résultats sont en accord avec ceux de
plusieurs études qui ont rapporté le co-isolement d’entérobactéries, de Pseudomonas aeruginosa
et d’Acinetobacter baumannii a 1a fois avec Candida albicans et les différentes espéces de Candida
non-albicans [(Hamet et coll., 2012) ; (Tan et coll., 2016) ; (Gajdacs et coll., 2019) ; (Liu et
coll., 2025)].

Candida albicans/Acinetobacter baumannii représente 1’association la plus fréquente,
particulierement dans les aspirations trachéales et les sondes endotrachéales. Ce résultat concorde
avec ceux de Tan et ses collaborateurs (2016) qui ont mis en évidence la dominance de
I’association Candida albicans/Acinetobacter baumannii au niveau des voies respiratoires. Ces
microorganismes sont connus par leur capacité a former des biofilms, leur persistance dans
I’environnement hospitalier ainsi que leur résistance aux traitements antimicrobiens [(Kostoulias

et coll., 2016) ; (Badave et coll., 2015)].

5. Profil de résistance des souches de Candida spp. co-isolées avec les bactéries Gram
négatives

L’¢étude du profil de résistance des souches de Candida spp. est réalisée par la technique de

microdilution sur microplaque 96 puits (CLSI M27-A3, 2008). Les concentrations minimales

inhibitrices (CMI) de I’amphotéricine B vis-a-vis des 35 souches étudiées a 1’état planctonique,

apres 24 et 48 heures d’incubation, sont représentées dans la Figure 5.
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Figure 5. CMI de I'amphotéricine B (AmB) vis-a-vis des souches de Candida spp. co-isolées

Les résultats obtenus (CMI<2pg/mL) permettent de classer 1’ensemble des souches dans la
catégorie sensible. Ils sont en accord avec plusieurs études menées sur des souches de Candida
spp. isolées de dispositifs médicaux dans la méme unité de soins intensifs ainsi que d'autres services
du CHU de Tlemcen [(Hassaine-Lahfa et coll., 2017) ; (Touil et coll., 2018)], du CHU de Sidi
Bel Abbes (Seddiki, 2013) et du CHU d’Oran (Bendjelloul et coll., 2016). Cette sensibilité est
¢galement rapportée par plusieurs études de par le monde [(Valentin et coll., 2012) ; (Dagi et coll.,
2016) ; (Grela et coll., 2019)]. 11 est important de noter que la résistance acquise a I'amphotéricine
B n'est décrite que chez quelques especes rares de Candida spp. [(Dannaoui, 2013) ; (Razzaghi-

Abyaneh et coll., 2014)].
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6. Profil de résistance des bactéries Gram négatives co-isolées avec les levures Candida spp.
L’¢étude du profil de résistance des 41 souches de bactéries Gram négatives co-isolées est réalisée
par la méthode de diffusion en milieu gélos¢ (CASFM, 2017) vis-a-vis de 13 molécules
d’antibiotiques (Annexe 1) et la méthode de microdilution sur microplaque 96 puits des cellules

planctoniques (CLSI, 2015) vis-a-vis des molécules d’imipénéme et de colistine (Tableau 6).

Tableau 6. CMI de I’imipenéme et de la colistine vis a vis les bactéries Gram-négatives co-

isolées
Souches co-isolées [Imipeneme] pg/mL [Colistine] pg/mL
Acinetobacter baumannii (n=18) 64 — 256 0,25-0,5
Pseudomonas aeruginosa (n=6) 4-8 0,5-1
Proteus mirabilis (n=10) 4-8 -
Providencia stuartii (n=5) 4-8 -
Escherichia coli (n=2) 4 1

Toutes les souches d’Acinetobacter baumannii co-isolées (n = 18) présentent une résistance totale
aux 8 molécules de béta-lactamines testées, a I’amikacine et a la ciprofloxacine. Pour I’association
triméthoprime-sulfaméthoxazole, la gentamycine et la tobramycine, la résistance est observée chez
16, 14 et 9 souches respectivement. En ce qui concerne les CMI des cellules a 1’état planctonique,
les intervalles obtenus sont de 64 a 256 pg/mL pour I’imipénéme et inférieures a 2 pg/mL pour la
colistine. Le profil de résistance obtenu est en accord avec ceux de plusieurs études réalisées dans
le nord de I’Algérie [(Mesli et coll., 2013) ; (Benzaid et coll., 2022)], ainsi qu’en Europe

[(Mumtaz et coll., 2024) ; (Shmoury et coll., 2024)].
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Les souches de Pseudomonas aeruginosa co-isolées (n = 6) présentent une résistance totale a la
ticarcilline, a la céfoxitine ainsi qu’a 1’association triméthoprime-sulfaméthoxazole. Cing souches
sont résistantes a I’association ticarcilline /acide clavulanique, a la céftazidime et a I’imipené¢me, 4
souches a la pipéracilline, a la pipéracilline-tazobactam et a ’aztréonam et 3 souches a la
tobramycine et a la ciprofloxacine. La résistance a la gentamicine a concerné 2 souches et celle a
I'amikacine 1 souche. Les intervalles de CMI obtenus pour I’imipenéme sont de 4 a 8 ug/mL.
Aucune résistance n'est enregistrée pour la colistine. Les résultats obtenus rejoignent ceux
rapportées par Jimenez-Guerra et ses collaborateurs (2018) et Requena-Cabello et
collaborateurs (2024). En ce qui concerne les aminosides, une faible résistance est observée a la
gentamicine et a I'amikacine. Ce résultat est en accord avec ceux de Shi et Xie (2023).

Pour les souches de Proteus mirabilis co-isolées (n = 10), une résistance totale est observée pour
les béta-lactamines (ticarcilline, ticarcilline-acide clavulanique, ceftazidime, aztréonam), la
tobramycine et la ciprofloxacine. Neuf souches sont résistantes a la pipéracilline et a ’association
triméthoprime-sulfaméthoxazole et 8 a I'imipénéme, la gentamycine et a 1’amikacine. Trois
souches sont résistantes a la pipéracilline-tazobactam et 1 souche a la céfoxitine. Les intervalles de
CMI obtenus pour I’imipénéme sont de 4 a 8 pg/mL ce qui est en accord avec plusieurs études
[(Lange et coll., 2017) ; (Kanzari et coll., 2018)]. Cependant, a I’inverse des aminosides et de la
ciprofloxacine, le profil de résistance aux béta-lactamines obtenu est différent de celui de I’étude
menée par Souna et ses collaborateurs (2011) au niveau du CHU de Bel Abbes.

Fait alarmant, les 5 souches de Providencia stuartii identifiées présentent une résistance totale aux
13 molécules d’antibiotiques testés. Les valeurs de CMI obtenus pour I’imipénéme sont de 4 a 8
ng/mL Selon Malviya et coll., (2024), Providencia stuartii est 1'espece la plus résistante parmi les

Providencia spp., avec des taux de résistance €élevés aux antibiotiques couramment utilisés.
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Pour les 2 souches d’Escherichia coli co-isolées, la résistance a concerné ’ensemble des
antibiotiques testés, a I’exception de triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT). Les valeurs de CMI
obtenus pour I’imipénéme sont de 4 pg/mL. Ces résultats sont en accord avec ceux des études
précédentes menées au niveau du méme service de réanimation du CHU de Tlemcen [(Baba
Ahmed et coll., 2012) ; (Ayad et coll., 2016)]. Cependant Kapesa et ses collaborateurs (2025)
ont rapporté une résistance élevée au SXT et une sensibilité marquée a I’imipeneme.

L’utilisation croissante des antibiotiques au niveau du service de réanimation du CHU de Tlemcen
a contribué¢ a I’émergence de souches de bactéries Gram négatives multirésistantes. Les
carbapénémes, longtemps considérés comme traitement de dernier recours (Xie et coll., 2020),
voient leur efficacité compromise par une résistance croissante [(Shi et Xie, 2023) ; (Boutzoukas
et Doi, 2025)]. Dans cette étude, les niveaux de résistance alarmants (64-256pug/mL) a I’imipenéme
des souches d’Acinetobacter baumannii ainsi que ceux des autres especes étudi¢es (4-8pug/mL)
sont particulicrement préoccupants. Ces niveaux justifient le classement de ces pathogeénes comme
«menace urgente » par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) et le CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) [(Tacconelli et coll., 2018) ; (Zeng et coll., 2024)]. La situation est
aggravée par |’apparition de nouveaux mécanismes de résistance aux aminosides et aux quinolones,
conduisant a de véritables impasses thérapeutiques [(Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet, 2014) ;
(Berrazeg et coll., 2016)]. Seule la colistine conserve une activité sur toutes les souches étudiées.
Cet antibiotique, longtemps abandonné en raison d’une néphrotoxicité, revient en premicre ligne
dans les services de soins intensifs pour le traitement des infections a bactéries Gram négatives
multirésistantes [(Daikos et coll., 2014) ;( Tumbarello et coll., 2015) ; (Giacobbe et coll., 2018)].
Cependant, 1’efficacité de cette molécule n’a pas échappé aux phénomenes de résistance du fait de
I’augmentation de son usage en monothérapie [(Al-Sweih et coll., 2012) ; (Berrazeg et coll. 2016)

; (Yanat et coll. 2016)].
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7. Potentiel des souches de Candida spp. et de bactéries Gram négatives co-isolées a former
des biofilms in vitro
La capacité des souches co-isolées, a former in vitro des biofilms mono et multi-espéces, est évalué
par la technique de coloration au crystal violet qui permet de quantifier leurs biomasses.
Les figures 6 et 7 regroupent les densités optiques relatives aux quantités des biofilms formés.
Selon les intervalles fixés par Babapour et ses collaborateurs (2016), les résultats des densités
optiques enregistrées permettent de classer les souches de Candida tropicalis (DO : 1,72 a4 2,19),
de Candida glabrata (DO : 0,35 a 1,54) et de Candida Krusei (DO : 0,35 a 0,64) en fortement
formatrices de biofilms. A I’inverse, les souches de Candida albicans sont classés en faiblement a
modérément productrices de biofilms avec des densités optiques allant de 0,15 a 0,28.
Pour les bactéries Gram négatives, les résultats des densités optiques enregistrées permettent de
classer I’ensemble des souches en fortement formatrices de biofilms. Les densités optiques sont
de 0,43 a 1,98 pour les souches d’Acinetobacter baumannii, de 0,44 a 1,08 pour les souches de
Pseudomonas aeruginosa, de 0,85 a 1,52 pour les souches de Proteus mirabilis, de 0,53 a 1,44 pour
les souches de Providencia stuartii et de 0,53 a 0,66 pour les souches d’Escherichia coli.
En ce qui concerne les biofilms multi-especes (Candida spp./bactéries Gram négatives), les
résultats obtenus montrent que les biomasses des biofilms multi-especes formés sont différentes

d’une association a une autre.
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La formation de biofilm par les levures et les bactéries sur des surfaces biotiques ou abiotiques
est un des principaux facteurs de virulence compliquant la prise en charge des infections
polymicrobiennes [(Donlan, 2002) ; (Serra et coll., 2015)].

Dans cette étude, la quantification des biofilms mono-espéces par la méthode de cristal violet
montre que toutes les souches de Candida spp. et de bactéries Gram négatives co-isolées d’un
méme prélevement sont formatrices de biofilm. Ce résultat est en accord avec plusieurs études
qui démontrent la capacité des souches hospitali¢res a former des biofilms [(Asadian et coll.,
2019) ; (Abdulhaq et coll., 2020) ; (Wasfi et coll., 2020) ; (Punnita et coll., 2022)].
Cependant, les quantités de biofilms enregistrées sont différentes entre les especes étudiées et
entre les souches de mémes espéces. Selon Pathak et ses collaborateurs (2012), le potentiel
de formation de biofilms varie d’une souche a une autre et dépend du temps d’incubation et par
conséquent de la maturité du biofilm.

Les résultats de la formation de biofilms mono-espéces chez les souches de Candida spp.
montrent que les especes non-albicans possédent un plus grand potentiel de formation de
biofilms par rapport a ’espece Candida albicans. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Samaddar et ses collaborateurs (2020) et de Brito et ses collaborateurs (2023), qui
rapportent que les quantités des biofilms formés par les souches de Candida non-albicans,
notamment Candida tropicalis, sont plus importantes que celles des souches de Candida
albicans.

Pour les bactéries Gram négatives, I’ensemble des souches étudiées est classé dans la catégorie
fortement formatrice de biofilms. Ce résultat différe de ceux retrouvés par Babapour et ses
collaborateurs (2016) et de Sherif et ses collaborateurs (2021) qui rapportent des taux
respectifs de 21,16% et 34.5% de bactéries fortement formatrices de biofilms. Selon Shadkam
et ses collaborateurs (2021), la capacité de formation de biofilms des isolats dépend du type

du prélévement effectué.
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Les résultats de 1’évaluation du potentiel des souches de bactéries Gram négatives étudi¢es a
former des biofilms montrent également une corrélation significative avec leur profil de
résistance aux antibiotiques. En effet, toutes les souches fortement formatrices de biofilm sont
résistantes a au moins 3 antibiotiques. Ce résultat est en accord avec ceux de Shadkam et ses
collaborateurs (2021) et de Ashwath et ses collaborateurs (2022), qui montrent que la
formation de biofilms chez les isolats multi-résistants (MDR) est significativement plus élevée
que celle des isolats non MDR particulierement dans les prélevements d’aspiration trachéales.
Cependant, Tuncer et ses collaborateurs (2022) rapportent que les bactéries pan-résistantes
(résistantes a tous les agents antimicrobiens) sont fortement formatrices de biofilm quel que
soit leur site de prélévements. Dans cette étude, la forte capacité de formation de biofilm est
associée essentiellement a la résistance a I’imipenéme. En effet, toutes les souches étudiées
présentent des niveaux de résistance allant de 4 a 256 ug/mL a cet antibiotique. Les souches
d’Acinetobacter baumannii, considérées comme les plus fortement formatrices de biofilm dans
cette étude, présentent la multi-résistance la plus marquée, allant jusqu’a 10 antibiotiques, et
des niveaux de résistance a I’imipenéme atteignant les 256 pg/mL. Ces résultats sont en accord
avec plusieurs études qui rapportent que la résistance aux carbapénemes est significativement
corrélée a la capacité de formation de biofilms [(Azizi et coll., 2015) ; (Rahdar et coll., 2019)].
Pour les biofilms multi-espéces, les résultats obtenus montrent que les biomasses varient selon
’association microbienne et différent de celles des biofilms mono-especes. Cette variabilité est
rapportée par plusieurs études et dépend a la fois des interactions entre microorganismes et des
conditions du milieu [(Seghir et coll., 2015) ; (Kasetty et coll., 2021)]. Shareck et Belhumeur
(2011) soulignent par exemple que le milieu RPMI favorise la forme hyphale de Candida
albicans, qui sert de support a I’adhésion et a I’agrégation des bactéries, augmentant ainsi la

biomasse totale.
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En effet, au sein des biofilms multi-espéces, chaque espeéce de levure ou de bactérie est
confrontée a des changements dynamiques dans le profil nutritionnel, soit en raison de
variations environnementales, soit en raison du métabolisme et de la migration d'autres especes.
Par conséquent, la quantité¢ de biomasse d’une espece donnée dans un biofilm multi-espece
dépend fortement du comportement des autres espéces (Moons et coll., 2009). Une étude sur
les biofilms de culture binaire montre que I'établissement d'un second organisme dans un
biofilm existant est fonction de leur taux de croissance respectif, I'organisme a croissance rapide
devient l'espéce dominante (Banks et Bryers, 1991). De plus, les souches fortement
productrices de biofilms en mono-espeéces semblent étre responsables de la production de
biofilms multi-espéces. Ces souches sont considérées comme des colonisateurs primaires qui
fournissent un abri a d'autres espéces faiblement productrices de biofilms en mono-espéces,
créant ainsi une communauté de biofilms mixtes (Hola et coll., 2010). Les mécanismes par
lesquels les espéces fongiques et bactériennes coexistent dans les biofilms multi-espéces restent
mal ¢lucidés. Les données disponibles montrent qu’afin de former un biofilm, les
microorganismes doivent maintenir un équilibre rigoureux qui bascule de la synergie a

I’antagonisme selon 1’environnement et les especes présentes (Seghir et coll., 2015).

8. Traitement des biofilms mono-especes par des antimicrobiens a effet
immunomodulateurs

Selon la littérature, 1’association de propriétés antimicrobiennes et immunomodulatrices
représente une nouvelle approche pour traiter les infections liées aux biofilms multi-especes
[(Silva et coll., 2016) ; (Chang et coll., 2017)].

L'amphotéricine B et ’imipenéme sont les antimicrobiens les plus utilisés au CHU de Tlemcen
(Benmansour et coll., 2014). En effet, ’amphotéricine B demeure le traitement de choix des
infections fongiques, avec un excellent spectre d'activit¢ et un faible taux de résistance

[(Benmansour et coll., 2014) ; (Chang et coll., 2017)].
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De plus, son réle immunomodulateur est démontré. Il améliore 1'activation des cellules NK
(Natural Killer) en augmentant leur cytotoxicité [(Ruh et coll., 2017) ; (Long et coll., 2013)].
En ce qui concerne I’'imipenéme, Snow et ses collaborateurs (2024), rapportent que cet
antibiotique présente un potentiel immunosuppresseur plus important que celui des
céphalosporines ou de I’amoxicilline. D’autres travaux montrent également que son association
a certains agents naturels peut moduler la réponse immunitaire et renforcer I’activité bactéricide
des cellules immunitaires (les monocytes), ouvrant ainsi la voie a de nouvelles approches
thérapeutiques combinées (Ripari et coll., 2025). Pour ce qui est de la colistine, cette molécule
est considérée comme le médicament de dernier recours pour le traitement des infections a
bactéries Gram négatives multi-résistantes, notamment en réanimation [(Giacobbe et coll.,
2018) ; (Thet et coll., 2020)]. Ses propriétés antifongiques et son effet immunomodulateur sont
largement étudiés [(Yousfi et coll., 2019) ; (Cortés-Kaplan et coll., 2022)]. En effet, Geladari
et ses collaborateurs, (2020) montrent que la colistine augmente la capacité des neutrophiles
a altérer les biofilms des souches résistantes aux carbapénémes suggérant ainsi un role
régulateur sur la réponse immunitaire de 1’hote.

Pour cette partie de 1’étude, seules les souches co-isolées et fortement formatrices de biofilms,
a savoir Candida albicans (Cal7), Candida tropicalis (Ct8), Acinetobacter baumannii (Ab7) et
Proteus mirabilis (PmS) sont retenues. Les concentrations minimales inhibitrices de
I’amphotéricine B, I’imipenéme et de la colistine réduisant a 50% (SCMlIso) la croissance des
biofilms mono-especes sont déterminées selon le protocole de Pierce et Coll., (2008).

Les résultats des SCMIso obtenus sont regroupés dans le tableau 7. Les SCMlso de
I'amphotéricine B, de I'imipen¢me et de la colistine vis-a-vis des biofilms mono-especes des
souches sélectionnées pour cette partie de I’étude sont significativement supérieures aux CMI
correspondantes. Les SCMIso de 1'amphotéricine B vis-a-vis des souches Candida albicans

(Cal7) et de Candida tropicalis (Ct8) sont respectivement de 4 pg/mL et 16 pg/mL.
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Les SCMlIso de l'imipenéme vis-a-vis des souches d’Acinetobacter baumannii (Ab7) et de
Proteus mirabilis (Pm5) sont de 2560 pg/mL et 160 pg/mL respectivement. La SCMlIso de la

colistine vis-a-vis d’Acinetobacter baumannii (Ab7) est de 2 pg/mL.

Tableau 7. CMI vs SCMIso de ’amphotéricine B, de I’imipénéme et de la colistine

CMI et SCMIso (ng/mL)
Souches Amphotéricine B Imipenéme Colistine
CMI SMICso CMI SMICso CMI SMICso

Candida albicans ATCC10231 0.5 8 - - - -
Candida albicans 0.5 4 - - - -
Candida tropicalis 1 16 - - - -

Escherichia coli ATCC 25922 - - 0.5 2 0.125 0.125
Acinetobacter baumannii - - 256 2560 0.5 2
Proteus mirabilis - - 8 160 - -

Dans cette étude, les SCMIso de 1'amphotéricine B, de I’imipénéme et de la colistine vis-a-vis
des biofilms mono-especes des souches de Candida albicans (Cal7), de Candida tropicalis
(Ct8), d’Acinetobacter baumannii (Ab7) et de Proteus mirabilis (Pm5) sont significativement
plus ¢élevées que les CMI correspondantes. Selon Ramage et ses collaborateurs (2001),
I'augmentation des CMI des cellules sessiles observée est un indicateur de leur potentiel a
former des biofilms. Ces résultats corroborent ceux de Hassaine-Lahfa et ses collaborateurs
(2017), de Touil et ses collaborateurs (2018) ainsi que ceux de Maciejewska et ses
collaborateurs (2016) et de Ranjith et ses collaborateurs (2020) qui montrent qu'en mode
sessile, les levures Candida et les bactéries Gram négatives sont jusqu'a mille fois plus

résistantes aux antimicrobiens.
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Cette résistance est due d’une part, a la présence d'une matrice extracellulaire synthétisée par
les cellules des biofilms, qui les protége de leur environnement et constitue une barriére contre
la pénétration et la diffusion des médicaments, d’autre part, a I’expression des pompes a efflux
et a la présence de cellules persistantes [(Rodrigues et coll., 2014) ; (Al-Shamarti et coll.,
2018)]. Chez Acinetobacter baumannii, Dhabaan et ses collaborateurs (2016), montrent que
le traitement par de I'imipéneéme induit la formation de biofilm de maniére significative chez

une souche résistante par rapport a une souche sensible.

9. Traitement des biofilms multi-espéces par des antimicrobiens a effet
immunomodulateurs

L’utilisation de I'amphotéricine B et de lI'imipenéme en monothérapie pour le traitement des
biofilms multi-espéces des associations Al a A6, n’a pas eu de résultats significatifs.
Cependant, 1’utilisation de la colistine en monothérapie pour le traitement des mémes biofilms
a eu d’importants résultats. En effet, les SCMIso obtenus sont inférieurs ou égale a 2 ng/mL a
I’exception de I’association (A4) ou la SCMIsp est de 16 pg/mL (Tableau 8).

En ce qui concerne la bithérapie, les résultats montrent que les SCMIso de I’amphotéricine B
combinée a ’imipeneéme vis-a-vis des biofilms multi-espéces diminuent d’un facteur de 5 pour
les associations A3-A4, un facteur de 4 pour I’association A1 et des facteurs de 2 et de 1 pour
les associations A2 et A5-A6 respectivement. Pour ce qui est de la combinaison de
I’amphotéricine B et de la colistine, les résultats obtenus montrent que les SCMlIsso de
I’antifongique diminuent d’un facteur de 4 pour 1’association A6, un facteur de 1 pour les

associations Al- A3 et restent inchangeables pour 1’association A4.
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Tableau 8. SCMIso de I’amphotéricine B, de I’imipenéme et de la colistine, seuls et en

association vis-a-vis des biofilms multi-especes de Candida spp./bactéries Gram négatives

Biofilms multi-espéces

AmB
Candida albicans/ Acinetobacter baumannii 128
Candida albicans/ Proteus mirabilis 32
Candida albicans/ Acinetobacter baumannii/
128
Proteus mirabilis
Candida tropicalis/Acinetobacter baumannii 128
Candida tropicalis/ Proteus mirabilis 64
Candida tropicalis/Acinetobacter baumannii/
128

Proteus mirabilis

Amphotéricine B : AmB

SCMlso pg/mL

IPM CS

40 0,125
80 -
80 0,125
640 16
320 -
80 2

Imipenéme : IPM

8+320

8+2560

4+160

4+5120

32+160

64+640

AmB+IPM  AmB+CS

64+128

64+32

128+4

8+128

Colistine : CS

L'utilisation d'une thérapie combinée antifongique/antibiotique associée a un effet

immunomodulateur semble étre une voie prometteuse pour l'inhibition, voire I'éradication, des

biofilms multi-especes [(Carrillo-Munoz et coll., 2014) ; (Ripari et coll., 2025)]. Dans cette

partie de 1’é¢tude, l'activité antimicrobienne de I'amphotéricine B, de I'imipenéme et de la

colistine, seuls et en association vis-a-vis des biofilms multi-espéces a Candida spp./bactéries

Gram négatives est examinée. Les résultats obtenus montrent que les biofilms multi-especes

présentent une résistance élevée a I'amphotéricine B et a I'imipenéme lorsqu'ils sont utilisés en

monothérapie. Ces résultats sont en accord avec ceux de Montelongo-Jauregui et ses

collaborateurs (2016) et ceux de Stefanek et ses collaborateurs (2022).
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En effet, Zhang et ses collaborateurs (2025) démontrent que les métabolites produits par
Candida peuvent moduler la physiologie bactérienne et renforcer la résistance globale du
biofilm. Ces résultats confirment que les biofilms multi-espéces réagissent de maniére variable
aux monothérapies, comme 1’ont également suggéré Orazi et ses collaborateurs (2019).
Pour ce qui est de la colistine, les résultats indiquent que son utilisation en monothérapie réduit
plus efficacement la biomasse des biofilms multi-especes notamment celles des associations :
Candida  albicans/Acinetobacter ~ baumannii et  Candida  albicans/Acinetobacter
baumannii/Proteus mirabilis, ce qui est en accord avec les travaux de Fernandes et ses
collaborateurs (2020) et ceux de Benahmed et ses collaborateurs (2023). En effet, plusieurs
é¢tudes montrent que la nature des interactions entre Candida spp. et les bactéries Gram
négatives influence différemment la sensibilité aux traitements [(Bras et coll., 2025) ; (Alam
et coll., 2023)]. De plus, les souches d’Acinetobacter baumannii étudiées sont résistantes a
I’imipenéme mais sensibles a la colistine. L’action de la colistine peut ainsi perturber la
structure des biofilms multi-especes en inhibant la croissance d’Acinetobacter baumannii. Son
activité repose sur 1’altération de la membrane externe et I’augmentation de sa perméabilité
(Brennan-Krohn et coll., 2018).

Les résultats obtenus montrent également que 1’utilisation de la colistine en monothérapie est
plus efficace contre les biofilms multi-especes formés des levures Candida albicans que ceux
formés par Candida tropicalis. Ces résultats sont probablement dus au fait que la colistine
possede des propriétés antifongiques dirigées contre la levure Candida albicans. En effet, Ben-
Ami et ses collaborateurs (2010) ainsi que Yousfi et ses collaborateurs (2019) rapportent que
la colistine est a 1’origine de lésions de la membrane cytoplasmique chez des souches de
Candida albicans. D’autre part, dans cette étude, Candida tropicalis est 1’espece la plus
fortement formatrice de biofilm. Ce dernier, caractérisé par une matrice dense et épaisse,

confere une protection accrue aux cellules microbiennes.
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Selon Mironova et ses collaborateurs (2023), les modifications structurales du biofilm
influencent la perméabilit¢ aux antibiotiques et peuvent ainsi altérer leur efficacité
thérapeutique.

En ce qui concerne la bithérapie, les résultats obtenus montrent que dans l'association
amphotéricine B/imipenéme, l'augmentation des niveaux de résistance a I’imipenéme observée
dans les biofilms multi-especes est liée a des mécanismes de résistance spécifiques aux especes,
ainsi qu’a des difficultés d'interaction entre les agents antimicrobiens et leurs sites cibles de
méme qu’aux mécanismes de résistance développés par les microorganismes dans les cultures
multi-espéces (Rodrigues et coll., 2017).

D'autre part, des ¢tudes récentes montrent qu'une thérapie combinée avec l'imipenéme,
largement utilisé vis-a-vis des agents pathogeénes multirésistants (O’Donnell et Lodise, 2022),
améliore le potentiel immunomodulateur de I’amphotéricine B par rapport a une monothérapie
(Usmani et coll., 2023).

Concernant ’association amphotéricine B/colistine, une réduction de la biomasse des biofilms
multi-espeéces est observée. Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs études qui
démontrent que la colistine renforce 1'efficacité de I'amphotéricine B. En effet, les 1ésions de la
membrane provoquée par la colistine peuvent s’ajouter a la perméabilisation déja causée par
I’amphotéricine B. Cette action combinée expliquerait 1’effet renforcé observé quand les deux
antimicrobiens sont combinés [(Rodrigues et ses coll.,, 2017) ; (Yousfi et coll, 2019) ;
(Schwarz et coll, 2022); (Benahmed et coll., 2023)]. Compte tenu des effets
immunomodulateurs propres a chaque molécule, il est probable que leur association induise un
effet immunitaire combiné, bien que cela n’ait pas encore été démontré. Il est toutefois
important de souligner que la dose efficace de colistine est supérieure a la dose approuvée pour
l'usage clinique, ce qui entraine probablement une toxicité ¢levée chez 'homme. Il est donc

urgent d'améliorer I'utilisation clinique de cette molécule (Perez et coll., 2016).
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L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude mettent en évidence la complexité des
interactions inter-régnes au sein des biofilms multi-espéces Candida spp./bactéries Gram
négatives. L’efficacité des agents antimicrobiens s’avere étroitement dépendante de la diversité

des microorganismes constituant le biofilm et de la nature des interactions interspécifiques.
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Les infections fongiques sont principalement dues aux espéces opportunistes du genre Candida.
Ces levures peuvent former, avec les bactéries, des biofilms polymicrobiens sur des surfaces
vivantes ou inertes tels les dispositifs médicaux. Les interactions, synergiques ou antagonistes,
au sein de ces biofilms, favorisent la virulence et la résistance aux antimicrobiens ainsi qu’aux
défenses immunitaires de I’hdte. Face a cette résistance, des efforts considérables sont déployés

afin de limiter les échecs thérapeutiques.

En Algérie, les infections fongiques demeurent largement sous-estimées et insuffisamment
documentées. Leur diagnostic est souvent envisagé uniquement chez les patients présentant des
facteurs de risque, généralement apres la survenue d’une infection bactérienne. La recherche
sur les biofilms multi-especes Candida spp./bactéries Gram négatives reste principalement
limitée aux grands centres hospitaliers. De plus, les travaux réalisés dans ce domaine sont

rarement publiés, entrainant une dispersion et une rareté des données disponibles.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux biofilms multi-espéces formés des levures
Candida spp. et des bactéries Gram négatives co-isolées de prélevements réalisés chez des
patients ayant subi une procédure invasive depuis plus de 48 heures et hospitalisés au service

d’anesthésie-réanimation du CHU de Tlemcen durant la période du 1° Juin au 31 Aout 2018.

Le nombre de patients inclus dans I’étude est de 16. Les polytraumatismes sont les principaux
motifs d’hospitalisation avec une prédominance du sexe masculin et un age moyen de 48 ans.
La durée moyenne d’hospitalisation est de 32,6 jours. Parmi ces patients, 8 sont décédés, 7 sont

transférés vers d’autres services, et 1 patient demeure hospitalisé en anesthésie-réanimation.
9

Les familles d’antibiotiques les plus prescrites sont les béta-lactamines, notamment les
céphalosporines de troisiéme génération et les carbapénemes, suivies des aminosides et des
fluoroquinolones. Ces antibiotiques sont utilisés en monothérapie ou en bithérapie. Aucune

prescription d’antifongique n’est enregistrée.
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Sur les 100 prélévements effectués, 97 présentent une culture positive, soit un taux d’altération
globale de 97 %, dont 14% sont altérés par les Candida spp., 41% par les bactéries Gram

négatives et 36% par les deux microorganismes a la fois.

L’identification des levures Candida, révele une prédominance de Candida albicans (48%),
suivie de Candida krusei (23%), de Candida tropicalis (16,5%) et de Candida glabrata
(12,5%). Pour les bactéries Gram négatives, les pathogeénes les plus fréquemment isolés sont
Acinetobacter baumannii (36 %), Proteus mirabilis (22 %) et Pseudomonas aeruginosa (14 %).
Ils sont suivis d’Escherichia coli (9,5%), de Providencia spp. (8%), de Klebsiella pneumoniae

(7%) et d’ Enterobacter spp. (3,5%)

En ce qui concerne le co-isolement, 35 associations Candida spp./bactéries Gram négatives
sont identifiées. Six sont formés de 3 especes, 1 Candida spp. et 2 bactéries Gram négatives et
29 associations sont formées de 2 especes, 1 Candida spp. et 1 bactérie Gram négative. Ces
derni¢res sont dominées par Candida albicans/Acinetobacter baumannii (7), suivies de
Candida albicans/Proteus mirabilis (5) et Candida glabrata/Acinetobacter baumannii (4).
L’altération mixte (Candida spp./bactéries Gram négatives) est observée essentiellement au

niveau des aspirations trachéales et des sondes endotrachéales chez les patients de sexe féminin.

L’¢tude des profils de résistance aux antimicrobiens, montre que 1’antifongique
amphotéricine B et I’antibiotique colistine conservent leurs activités respectives vis-a-vis de
I’ensemble des souches de Candida spp. et de bactéries Gram négatives étudiées.
A Dinverse, des profils de résistance alarmants aux autres molécules antibiotiques sont
observés. Des taux allant jusqu’a 256ug/mL sont enregistrés avec I’imipéneéme vis-a-vis des

souches d’Acinetobacter baumannii.
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L’¢évaluation du potentiel des souches de Candida spp. et de bactéries Gram négatives co-isolées
d’un méme prélévement a former des biofilms in vitro montrent que toutes les souches sont
formatrices de biofilm. Cependant, les quantités des biofilms enregistrées sont différentes entre
les especes étudiées et entre les souches de mémes espéces. Pour les biofilms multi-espéces, les
résultats obtenus montrent que les biomasses varient selon l’association microbienne et

différent de celles des biofilms mono-espéces.

Il est a noter que pour les bactéries Gram négatives étudiées, une corrélation probable entre
leurs potentiels a former des biofilms et leurs profils de résistance aux antibiotiques est
démontrée. En effet, toutes les souches fortement formatrices de biofilms sont résistantes a au
moins 3 antibiotiques. De plus, la forte capacité de formation de biofilm semble étre associée a
la résistance a I’'imipenéme. En effet, toutes les souches étudiées présentent des niveaux de

résistance allant de 4 a 256 pg/mL a cet antibiotique.

En ce qui concerne la détermination des SCMIso de 1'amphotéricine B, de I’'imipénéme et de la
colistine vis-a-vis des biofilms mono-espéces des souches Candida albicans (Cal7), Candida
tropicalis (Ct8), Acinetobacter baumannii (Ab7) et Proteus mirabilis (Pm5), les résultats

obtenus montrent qu’ils sont significativement plus élevés que les CMI correspondantes.

Concernant les biofilms multi-especes, les résultats obtenus montrent que ces derniers
présentent une résistance €levée a I'amphotéricine B et a 'imipenéme lorsqu'ils sont utilisés en
monothérapie. Cependant, la colistine, utilisée seule, réduit plus efficacement la biomasse des

biofilms multi-espéces

Les SCMlIso obtenus avec l'utilisation d'une thérapie combinant I’amphotéricine B et
I’imipénéme ou I’amphotéricine B et la colistine vis-a-vis des biofilms multi-especes sont
nettement inférieures a celles obtenues avec I’amphotéricine B en monothérapie. Néanmoins,

les concentrations inhibitrices restent supérieures aux doses cliniquement tolérées.
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Pour ce qui est de la colistine, en plus de son action antibactérienne, elle posséde des propriétés
antifongiques et un effet immunomodulateur qui la rendent efficace aussi bien en monothérapie
qu’en bithérapie (amphotéricine B/colistine). Cependant, la dose efficace dépasse celle
actuellement approuvée en pratique clinique, ce qui souligne la nécessité d’optimiser son

utilisation thérapeutique.

Afin de compléter ce travail, il serait intéressant de
— FEtudier les intéractions inter-régnes qui régissent les biofilms multi-espéces, afin de
proposer des stratégies thérapeutiques ciblées
— Réduire la dose thérapeutique efficace de la colistine en I’associant a d’autres molécules
antimicrobiennes issues de plantes médicinales, de probiotiques ou autres ...
— Réaliser des études in vivo visant a évaluer d’une part I’éficacité de la colistine sur les
levures Candida spp. et les bactéries Gram négatives et d’autre part son effet

immunomodulateur sue les cellules immunitaires
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Annexe 1

Annexe 1. Antibiogramme des bactéries Gram négatives co-isolées avec les levures Candida spp.

Résistante Intermédiaire Sensible

Souches [ TIC TCC PIP TZP FOX CAZ ATM IPM GN ™ AK cip SXT

223 <23 223 <23 220<17 220<17 219 <15 222 <19 226 <21 222 <16 217 <14 217 <14 216 <13 226 <24 214 <11
Ab2 6 6 6 20 6
Ab3 6 6 6 6
Ab6 7 11 14 6 6 6 11 10 7
Ab7 6 6 6 6 6 18 15 6 26 24 11 21 23
Ab8 11 12 11 12 6 24 6 6 10 6 11
Ab9 12 13 11 12 6 23 6 6 11 6 10
Ab10 13 11 11 13 8 11 6 8 10 10 6 6
Ab11l 8 7 6 9 6 14 7 6 8 11 6 6
Ab12 6 9 6 9 7 10 10 6 6 8 10 7 6
Ab13 6 6 6 6 6 11 6 9 20 9 6 6
Ab14 6 6 6 6 6 11 6 7 21 10 6 6
Ab15 6 6 6 6 6 11 6 6 21 9 6 6
Ab16 6 6 6 6 6 13 6 8 20 11 6 6
Ab19 6 6 6 6 6 15 14 6 22 25 12 20 6
Ab20 6 6 6 6 6 15 13 6 20 23 14 20 21
Ab21 10 6 6 6 6 11 7 22 10
Ab22 6 6 6 6 6 11 6 6
Ab26 6 6 6 6 6 16 14 6 23 19 18
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Souches | TIC TCC PIP TZP FOX CAZ ATM IPM GN ™ AK CIp SXT
223<23 223 <23 220<17 220<17 219<15 222 <19 226 <21 222 <16 217 <14 217 <14 216 <13 226 <24 214 <11

Pm1l 6 6 6 6 6 6 17 6 6 6 7 6 6
Pm3 20 6 23 28 22 6 22 23 19 13 18 17 6
Pm4 21 6 R16 28 26 6 22 24 21 13 19 18 6
Pm5 14 6 R7 21 22 6 25 17 15 11 7 18 6
Pm6 14 6 R14 23 22 6 16 12 15 9 6 14 6
Pm10 22 19 16 25 15 6 20 16 11 16 16 6
Pmill 20 6 14 21 15 8 19 15 15 17 6
Pm12 14 6 13 22 22 6 16 12 15 14 6
Pm14 11 14 14 25 22 6 18 6 15 11 17 7
Pm16 15 6 16 24 20 6 17 16 14 11 15 14 25
Pal 20 23 20 25 21 27 10 19 24 20 37 6
Pa5 6 6 6 20 21 6 6
Pa8 13 6 14 16 29 6 12 6
Pa9 17 21 15 30 28 20 24 22 42 6
Palo 22 24 23 21 24 27 6 21 24 23 35 6
Pal2 12 6 19 17 25 15 21 16 22 17 6
ES 6 6 12 12 17 6 7 16 27
E6 6 6 11 23 11 11 6 6 15 26
Prsl 6 6 7 23 10 6 6 6 6
Prs2 9 6 8 11 22 11 9 7 6 6
Prs3 18 19 7 17 6 12 24 6 6 6 11 6
Prs4 6 13 8 18 7 6 15 6 6 6 13 6
Prs5 20 20 9 17 6 11 25 6 6 6 11 6
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