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Résumeé :

Les candidoses invasives sont rares dans la population générale (environ 8 épisodes/100
000personnes-années), mais elles sont une complication redoutée en milieu hospitalier (0,5cas
/1000admissions) et plus particulierement en réanimation (10cas /1000 admissions) ou elles
représentent de 10 a 15% des infections nosocomiales. Elles sont difficiles a diagnostiquer et leur
mortalité globale est comparable a celle du choc septique (40-60%). Une bonne connaissance de
leur physiopathologie et la mise & disposition des dérives triazolés mieux tolérés que
I’amphotéricine B ont permis le développement du concept d’un traitement empirique précoce ou
présomptif.

La prophylaxie des candidoses invasives, basée sur 1’identification précoce de facteurs de risque,
s’est révélée tres efficace, mais elle doit toutefois étre réservée a certains groupes de patients bien
identifiés, de maniere a tenter de limiter les risques de développement et/ou la diffusion de souches

résistantes

Mots clés :

Candida spp ; candidémie; candidose disséminée; infection nosocomiale; prophylaxie
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Summary:

Invasive candidiasis is rare in the general population (about 8 episodes/100 000/year), but has a
higher incidence in hospitalised patients (0.5/1000 admissions). It complicates about 10per 1000
admissions in critical care, where it represents 10-15% of all nosocomial infections. Candidiasis
remains difficult to diagnose and its mortality is as high as those of septic shock (40-60%). A
better knowledge of the pathophysiology of the disease and the availability of triazole
compounds that are less toxic than amphotericin have given rise to the concept of early empirical
or preemptive treatment. Prophylaxis of invasive candidiasis, which is very effective, is based on
risk factor identification. However, prophylaxis must be restricted to carefully selected groups of
patients, to avoid the emergence of resistantstrains and a shift in the distribution of pathogens

from albicans to non-albicans strains under the pressure of antifungal agents.

Keywords:

Candida spp; candidaemia; candidiasis; e; nosocomial infections; prophylaxis.
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Introduction

Les candidémies sont des infections & levures relativement fréquentes en réanimation
et qui posent des problemes diagnostiques, thérapeutiques et pronostiques. La prise en charge
des candidémies est a considérer dans le cadre plus large des candidoses invasive car les
problémes posés par ces affections sont relativement proches. Du fait de 1’édition de
nouvelles recommandations Internationales [1].

Candida est le genre le plus fréquemment retrouvé au cours des infections fongiques.
Les Candidas sont généralement classés en quatrieme place des infections hématogénes, mais
leur prévalence varie selon la population étudiée [2, 3, 4]. L’incidence des candidémies
semble plus élevée en réanimation que dans les autres services hospitaliers. Dans une étude
conduite en réanimation, les candidémies représentaient 10,1% des infections hématogenes
contre 7,9 3 % dans les autres unités [2]

Le potentiel invasif de Candida spa été documenté pour la 1ére fois par Krause et al.
en 1969 [4].De nos jours Candida sp est au 4eme rang des pathogenes isolés des hémocultures
dans le contexte d’infection nosocomiale aux Etats-Unis et au 7éme rang en Europe [1, 5, 6].

Candida albicans est I’espéce la plus fréquemment incriminée mais on remarque une
émergence des especes de Candida non albicans avec une distribution différente dans les
deux hémispheres [7]. Bien que Candida albicans soit I’espéce la plus fréquemment
incriminée, on note que I’incidence croissante d’isolats de Candida non albicans est de plus
en plus décrite. Cet accroissement est attribué a 1’usage des antifongiques en prophylaxie chez
les patients et les techniques de soins de plus en plus invasives [8].

La prise en charge des candidoses invasives a évolué avec le développement de
nouveaux antifongiques : nouvelles formes galéniques de ’amphotéricine B, nouveaux azolés
et nouvelles familles d’antifongiques, les échinocandines [9].

Il est donc indispensable de connaitre I’épidémiologie des candidoses invasives en
service de réanimation qui est ’objectif de notre étude réalisée au niveau du service de
réanimation a I’Hopital Militaire Régional Universiataire de Constantine HMRUC dans lequel
on a exerce notre stage pour mieux diagnostiquer les candidémies et déterminer les facteurs
de risque et instaurer une conduite a tenir thérapeutique pour éviter I’émergence des souches

résistantes .
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Géneéralités

Les levures

Ce sont des organismes microscopiques, unicellulaires, hétérotrophes [10]. A multiplication
asexuée par bourgeonnement (blastospores), qui produisent parfois du mycélium et du pseudo-
mycelium

Figure O1.

Elles sont représentées essentiellement par Candida, mais il y a aussi Cryptococcus, Trichosporon,

Malassezia et Saccharomyces. [11].

Figure01 : levures https://www.abmauri.fr/abmauri/illustrations/documents/photos/Levure%20Gr

Environ 50% des candidémies sont dues a Candida albicans

1/ La levure du genre Candida spp

1-1/ Taxonomie et Morphologie

Les espéces de levures du genre Candida sont des organismes microscopiques unicellulaires et
eucaryotes faisant partie du regne des Fungi. Ces levures se reproduisent principalement de facon
asexuée par bourgeonnement avec la formation de blastospores facilement observables en

microscopie Figure 02.

Figure 02. Blastospores de Candida albicans (x1000; collection personnelle).
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Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure diploide,
[12], se reproduit de fagon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mére (le
blastospore) [13], formant ainsi des colonies blanches crémeuses. Leur forme est variable :
Globuleuse, ovoide, cylindrique ou allongée.

Les caracteres morphologiques des Candida varient selon les especes et peuvent dépendre du
milieu de culture. Certaines especes sont capables de produire des filaments mycéliens sous la
forme de pseudomycélium ou de mycélium vrai. D’autres comme C. albicans est capables de
produire des formes de résistances appelées chlamydospores lorsqu’elle est en culture dans des
milieux pauvres comme le RAT ou le PCB. (Figure 03). Sur les milieux riches (sérum humain ou

animal) la formation d'un tube court, le tube germinatif.

C. albicans C. dubliniensis

A 39
(C\ 1 oy T
A\ ; 3
(%) $ (% st
‘ be 02!
Figure 03 : Production de chlamydospores sur milieu RAT par C. albicans et
C.dubliniensis [14].

1-2 / Caractéristiques du genre Candida
Les espéces de levures du genre Candida présentent des caractéristiques communes, leur
membrane cellulaire est essentiellement constituée d’un stérol spécifique, 1’ergostérol. La paroi
cellulaire des Candida spp. est composée de protéines et de polysaccharides dont les B-(1, 3)
glucanes. L’ergostérol et les B-(1, 3) glucanes jouent un role majeur pour l’intégrité de la

membrane et de la paroi fongique.
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Les caracteéristiques propres au genre Candida sont I’absence de capsule et de pigmentation,
et I’absence d’activité uréasique. Elles sont capables d’assimiler et de fermenter certains
sucres avec des profils différents selon les especes.

Une autre propriété importante de certaines levures du genre Candida est la capacité a
former des biofilms.Particuliérement pour les C. albicans mais il a été montré que d’autres
espéces de Candida étaient capables de former du biofilm, telles que C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis [15], C. dubliniensis [16], ou encore C. krusei [17]. (Figure 04).

Eormatioq de Prolifération Production et accumulation
microcolonies et de polysaccharides:
filamentation

1

matrice extracellulaire

' Phase précoce: Phase intermédiaire Biofilm mature
0-11h 24-72h

Figure 04 : Mode de formation d’un biofilm a C. albicans [18].
1-3  /Especes pathogénes et habitat

Les levures du genre Candida sont la cause de pathologies graves et dont la fréquence reste
constante [19] malgré le développement de nouveaux moyens thérapeutiques, en particulier chez des
patients immunodéprimés [20].

La zone geographique peut fortement influencer la nature de 1’espéce retrouvée.

Candida albicans est considéré chez I’lhomme et les animaux a sang chaud comme un commensal
des muqueuses, faisant partie intégrante de la flore microbienne [21, 22].

Au niveau des muqueuses digestives et vaginales, la levure est considérée comme la forme
saprophyte qui vit en symbiose avec l’organisme hote. En revanche, lorsque lil y ‘a rupture
d’équilibre entre la forme commensale et les défenses immunitaires, cette symbiose se transforme en

parasitisme, se traduisant par une maladie infectieuse appelée candidose.



Synthese bibliographique

1-4  /Classification

Les levures d’intérét médical sont en pratique nommées par leur forme asexuée [23] Le genre
Candida fait partie du phylum des Ascomyceétes, de la classe des Saccharomycetes, de ’ordre
des Saccharomyceétales.

Le genre Candida issu des Deutéromycetes groupe des Blastomycétes appartient a la famille des
Cryptococcaceae. Il regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, dépourvues d’activité

uréase ; incapables d’assimiler ’inositol mais pouvant fermenter les sucres (Tableau 1). [24]

Tableau 1 : classifcation du candida spp selon la reproduction

Classification Reproduction Asexuée Reproduction Sexuée
Regne Fungi Fungi
Phylum Deuteromycoftina Ascomycotina
Classe Blastomycetes Ascomycétes
Ordre Cryptococcales Saccharomycétales
Famuille Cryptococcaceae Saccharomycétaceae
Genre Candida Candida

1-5 / Meécanismes de pathogeénicité

Les infections candidosiques sont probablement initiées par une diminution des défenses de
I’hoéte qui modifie 1’équilibre de commensalisme au profit de la levure,l’atteinte systémique est
habituellement associée a une insuffisance des défenses de 1’héte, telle que celle présentée par
les patients hospitalisés en reanimation le role infectieux de Candida albicans, pathogene
opportuniste, semble favorisé par une combinaison de facteurs liés aux statuts immunologique et
physiologique de I’hote, ainsi qu’a des facteurs liés au microorganisme. La séquence des
événements qui contribuent a I’installation de Candida albicans chez son hdte peut se résumer en
trois étapes clés :

- adhérence et colonisation.

- invasion au niveau des tissus.

- multiplication et survie chez I’héte.
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Les signes cliniques de candidémie et les perturbations du bilan biologique étant totalement
aspécifiques, il est essentiel de suspecter une candidémie et de la rechercher devant une fiévre

prolongée résistante a un traitement antibiotique adapté et bien conduit chez un patient a risque.

2/ Les candidoses

2-1/ Définition

Les candidoses sont des affections fongiques cosmopolites et opportunistes profitant de la
déstabilisation du fragile équilibre de commensalisme installé entre le parasite et 1’hote pour se
disséminer, provoquées par des levures appartenant au genre Candida qui peuvent étre
responsables de deux types d’infections: les candidoses superficielles ou les candidoses invasives
dont font partie les candidémies qui sont favorisées par plusieus facteurs de risques.

2-2  /Agent pathogene

Les levures du genre Candida sont les plus fréquentes en pathologie humaine. Elles représentent
prés de 83% de toutes les levures isolées de I’homme. L’espéce Candida albicans est la plus
fréquente.

Une dizaine d’autres especes peuvent se retrouver sur la peau ou dans le tube digestif telle que que

C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis [C. dubliniensis ou encore C. krusei[25].

2-3  / Facteurs prédisposant a I’infection candidosique

Certains facteurs, propres ou étrangers a 1’hote, favorisent le développement de la forme invasive.
2-3-1 / Les facteurs intrinseques liés a I’hote

> Les facteurs physiologiques

Age : Les candidoses orales sont plus fréquentes aux ages extrémes de la vie. (Les nouveaux-nés
, les personnes agées)

Hormones : La grossesse

> Les facteurs locaux

La macération, ’humidité, I’occlusion, la modification de la trophicité des muqueuses favorisent

I’installation et le développement des candidoses superficielles.
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> Le terrain ou la maladie sous-jacente

Toute maladie affaiblissant les défenses immunitaires de I’hote est susceptible d’induire le
déclenchement d’une candidose. (SIDA, cancer, diabéte et les maladies endocriniennes)

2-3-2 [ Les facteurs extrinséques et / ou iatrogenes

Les facteurs alimentaires et la dénutrition (la consommation de glucides en grande quantité semble
propice a ’augmentation du saprophytisme intestinal.)

Les traitements médicamenteux (Antibiotiques, immunosuppresseurs et anticancéreux) Traitements
chirurgicaux et acces vasculaire(Les cathéters, sondes et matériaux étrangers, Le traitement
chirurgical)

2-4  /Manifestation cliniques

Les formes cliniques des candidoses sont trés variees. Pratiquement tous les tissus peuvent étre le
siege d'une infection. On distingue connnunément deux grands types :

> Les candidoses superficielles (non invasives).

> Les candidoses profondes ou systémiques (invasives).

2-4-1 /Les candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes et sont tres variees. Elles
peuvent atteindre les surfaces épidermiques et les muqueuses (cutanéo- muqueux).les formes

cliniques des candidates superficielles sont citées dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Principales localisations et formes cliniques des infections superficielles a Candida

Candidose cutanee et ungueale :
- intertrigo des plis
- périonyxis et onyxis
- candidose congénitale neo-natale
- candidose génito-fessiére du nourrisson

Candidose digestive :
- buccale : - muguet
- glossite érythémateuse

- langue noire

- perléche, chéilite
- eesophagienne
- gastro-intestinale
- recto-anale

Candidose génito-urinaire :
- vulvo-vaginite
-balanite, balane-posthite
- urétrite, cystite
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2-4-1-1 / Les candidoses cutanées et unguéales

-Les candidoses des plis sont favorisées par 1’obésité, I’humidité et la macération, ainsi que le
manque d’hygiéne. On distingue classiquement deux grands types :

> L’intertrigo des grands plis : concerne les plis inguinaux, axillaires, abdominaux, sous-
mammaires, interfessiers... (Figure 05).

> L’intertrigo des petits plis : concerne les plis interdigitaux palmaires, plus rarement les plis
interdigitaux plantaires.

Figure 05 : Intertrigo des grands plis sous mammaires d’aprés

https://www.doctorette.info/images/sante-beaute/Dermatologie/mycose-sous-les-seins.jpg

-Les onyxis et périonyxis candidosiques siégent préférentiellement aux mains. Candida albicans
2-4-1-2 / Les candidoses digestives
C’est au niveau de ’intestin et de I’estomac, les plus importants réservoirs de Candida albicans,
que se multiplient les levures. Ceci entraine des troubles digestifs qui peuvent devenir
chroniques : aigreurs, douleurs cesophagiennes, douleurs stomacales, diarrhées, constipation,

colite intestinale. Parmi les affections digestives on distingue :
2-4-1-2-1 | La candidose buccale (MUGUET)
Manifestation la plus fréquente des candidoses, concerne a la fois les sujets non immunodéprimés

et les sujets immunodéprimés, avec un caractere de gravité systématique chez ces derniers. (Figure
06).

Figure 06 : La candidose de muguet buccale d’aprés :
https://storage.canalblog.com/22/54/1292528/99387464.jpg
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2-4-1-2-2 /La candidose au niveau de la muqueuse cesophagienne

Cliniquement, elle se traduit par une dysphagie douloureuse, un pyrosis et une sensation de bralure
au passage des aliments. (Figure 07).

Candida (yeast)
infecting esophagus

|

Figure 07 : La candidose de la muqueuse cesophagienne d’aprés
http://healthlifemedia.com/healthy/wp-content/uploads/2016/01/candida.jpg
https://i.pinimg.com/originals/cl/e6/2a/c1e62a9483be6162e228ba83460cefe5.jpg

2-4-1-2-3  /La candidose au niveau de la muqueuse gastro-intestinale

Elle intéresse tout I’intestin, de I’estomac au colon. Les Iésions se présentent comme un muguet
intestinal avec des ulcérations. Elle se manifeste par des douleurs abdominales atypiques, des

nausées et des vomissements Figure 08.

Figure 08 : La candidose de la mugueuse gastro-intestinale
https://c1.staticflickr.com/9/8064/8183548086_9447e3cbaf_b.jpg

2-4-1-3 /Candidoses génito-urinaires

2-4-1-3-1  /Candidose vulvo-vaginale

Elle est due a Candida albicans (80%) et Candida glabrata (10%). Elle est tres répandue car 75%
des femmes font un épisode de
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mycose genitale dans leur vie. Elle est déclenchée par une grossesse, une antibiothérapie ou une

immunodépression.. (Figure 09).

Figure 09 : Candidose vulvo-vaginale
http://campus.cerimes.fr/parasitologie/enseignement/candidoses/site/html/images/figure3.jpg

2-4-1-3-2  /Candidose Balanite et balano-posthite
Chez I'nhomme, l'infection débute au niveau du sillon balano-préputial puis s'étend ensuite au gland
et au prépuce. Cette mycose se manifeste par un prurit, une irritation et des douleurs de la verge

accompagnée d'un cedéme, d'un érythéme ou d'une excoriation Figure 10.

Figure 10 : Candidose Balanite et balano-posthite http://www.erectionsfortes.com/wp-
content/uploads/2017/08/a-38-300x198.jpg

2-4-2/Les candidoses systémiques
La terminologie appliquée pour déecrire ce type d'infections varie selon la littérature.
Les temres de candidoses profondes, systémiques, invasives, viscérales ou disséminées sont
employés.
Les candidoses systémiques regroupent les septicémies a Candida (ou candidémies) ainsi que
l'atteinte de plusieurs sites non contigus, secondaires le plus souvent a une dissémination
hématogene [26].
Elles surviennent surtout chez les patients hospitalisés dans les services de réanimation, les unités

d’onco-hématologie, de transplantés, de grands brilés et de néonatalogie.
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Candidoses oculaires
Il s'agit d'endophtalmies endogenes. Elles surviennent dans 10 a 40% des septicémies a Candida, et
principalement chez les patients non neuroplégiques et les héroinomanes (toxicomanie

intraveineuse). Le fond d'oeil objective un exsudat cotonneux blanchatre saillant dans le vitré.

Candidose cardiaque

L'endocardite a Candida survient le plus souvent chez des patients ayant des lésions préexistantes
sur une valve native ou prothétique. Elle touche aussi des patients porteurs d'un cathéter veineux
central (endocardite du coeur droit) et les toxicomanes. Elle est principalement due a Candida
Parapsilosis (50% des observations) alors que Candida albicans n'est retrouvée que dans 15% des
cas.

Candidose osteo-articulaire

Comme pour les Iésions cardiaques, l'ostéo arthrite a Candida survient généralement plusieurs
mois (2 a 12 mois) aprés un épisode septicémique. Les atteintes costales et sternales, sont

fréquentes. [27].
2-4-2-1/Physiopathologie des candidoses invasives

Les levures du genre Candida font partie de la flore endogene et sont présentes chez plus de la
moitié des étres humains. La colonisation, qui est un prérequis indispensable au développement
ultérieur d’une candidose invasive, se développe a la suite de modifications de la flore endogeéne
favorisant la croissance des Candida sur les surfaces cutanées et muqueuses(Figure 11). [28,29].
L’exposition répétée ou continue a plusieurs facteurs de risque favorise des lors la survenue de
micro-invasions [30,31].

La transmission exogéne de Candida, qui a également été bien démontrée en milieu de
réanimation, est plus rare lorsque les mesures d’hygiéne et de prévention des infections sont

adéquates [32] Figurell.
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Figure 11 : Physiopathologie des candidoses invasives
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Candidémies

Une candidémie est définie par au moins une hémoculture positive a Candida, une candidose
invasive par la mise en évidence de Candida a partir d’un site normalement stérile [33]. Les levures
qui passent dans la circulation sanguine peuvent atteindre différents organes comme I’oeil, le
systéme nerveux central, 1’os et les articulations, le coeur avec essentiellement des endocardites.
Les localisations viscérales évoluent a bas bruit,  découvertes par un dépistag
systématique (fond d’oeil) ou se révelent secondairement plusieurs semaines ou mois
apres 1’épisode de fongémie qui a pu passer inapercu (spondylodiscite). Ces complications tardives
constituent le rationnel des recommandations actuelles de traiter toute candidémie, méme

asymptomatique.

11.1.2. Populations concernées

Les candidémies sont majoritairement des infections nosocomiales (aprés 48h d’hospitalisation),
mais peuvent étre communautaires, dans des proportions parfois non négligeables. Une étude
mondiale réalisée entre 2008 et 2009 [34] rapportait 36.5% d’infections communautaires avec des
taux variables selon les régions (tableau 3).

Tableau 3 : Variations géographiques du pourcentage de candidémies communautaires vs hosocomiales
entre 2008 et 2009. SENTRY Antimicrobial Surveillance Program [34].

% d'origine %
Région Communautaire d'origine Nosocomiale
Europe Amérique 22,4 77,6
Latine 28 72
Amérique du Nord 50,8 49,2

Concernant les candidémies nosocomiales, certains services d’hospitalisation sont plus
concernés, les patients cumulant les facteurs de risque. Globalement, les services de chirurgie,

d’hématologie et les USI, regroupent la majorité des épisodes de candidémies.
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Distribution des espéeces

Globalement, le nombre de Candida non albicans isolé du sang est en constante augmentation. Une
étude récente réalisée aux USA entre sur 4067 isolats de Candida spp. []. a mis en évidence que,
méme si I’espéce la plus fréquemment isolée est toujours C. albicans (42.1%), la proportion de
candidémies dues a des especes non-albicans est majoritaire (57.9%) dans la quasi-totalité des

services d’hospitalisation Figure 12.

100 4
B C albicans
754 = C glabrata
W C parapsiosis
2 B C tropicalis
§ 50 - = C kusei
= R C lusitanae
s W C dubliniensis
25 R C guilermonds
mm Autres
R Non identifié
0 BN Souches multiples
s megbl v e O T o el
hematopoictique solides transplantation)

Service d'hospitalisation
Figure 12 : Distribution des espéces responsables de candidémies par service
D’hospitalisation [35].

11.1.4. Mortalité

IL est tres difficile d’évaluer la mortalité attribuable a un épisode de candidémie. C’est une donnée
peu précise puisqu’elle différe beaucoup en fonction de la sévérité de la pathologie sous-jacente. A
titre d’exemple, une revue publiée a ce sujet relevait une mortalité attribuable variant de 5 a 71 %
[36]. Ainsi, on retrouve généralement des taux de mortalité plus élevés chez les patients atteints
d’un cancer et dans les USI, en lien avec la gravité du terrain. [37].

Certaines études notent une amélioration de la survie des patients ces derniéres années [38], tandis
que d’autres ne voient aucune évolution [39]. La tendance est tout de méme a une absence
d’augmentation du nombre de déces en dépit d’un nombre plus important de patients infectés.
L’explication serait la meilleure prise en charge thérapeutique préventive et curative des patients a
risques, associée a une proportion importante de candidémies liées aux cathéters intra-vasculaires,

de meilleur pronostic.
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11.1.5. Impact économique

Les candidémies nécessitent des traitements antifongiques colteux, associés a une surveillance
biologique, des examens paracliniques complémentaires et éventuellement des actes
invasifs.L’ensemble de la prise en charge d’une candidémie implique donc des codts
supplémentaires, ainsi qu’une durée d’hospitalisation plus longue [40]. Cet impact médico-
économique des candidémies sur le systeme de santé est un argument supplémentaire pour
intensifier les efforts a réaliser en matiére de prévention, de diagnostic, et de traitement des
candidemies.

Facteurs de risques d’infection a Candida spp :

De nombreux facteurs de risque prédictifs du développement ultérieur d’une candidose invasive ont

été identifies au cours des trois dernieres décennies qui sont résumes au tableau ci-dessous :

Tableau 4 : Facteurs de risque de candidoses systémiques (41, 42,43) Injury Severity Score (score de

sévérité du trauma) ; APACHE Il : acute physiology and chronic health status evaluation Il ; cfu : colony

Facteurs de risque importants Facteurs de risque
non specifiques
Colonisation de sites corporels Ages extrémes
multiples Diabéte
Antibiothérapie a large spectre Insuffisance rénale
[mmunosuppression Chirurgie récente
Meutropenie sondage urinaire
BHI-JI.UI £%5 | = S0 I:.H-:l] Aicc ﬁs v scu]ai_ru.
Lésion du tractus digestif Séjour prolongé en réanimation
Chirurgie digestive majeure (> 7 jours)
Chirurgie des voies urinaires Transfusions multiples

(en présence de candidurie)
Traumatisme majeur (1S5 = 20}
MNutrition parentérale

Dialyse

Score APACHE T = 20

Voie veineuse centrale
Candidurie > 10” cfu/mi

formingunits.
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Diagnostic des candidémies

Le diagnostic précoce des candidoses invasives demeure un véritable défi [44-45, 46, 47].

Les hémocultures se positivent d’habitude tardivement dans le cours de I’évolution

[48, 49]. Malgré les progres réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire, les
techniques disponibles ne sont pas encore standardisées [50]. Bien que de nombreux résultats
préliminaires soient prometteurs quant aux mesures liées aux composés spécifiques de la
paroi fongique, tels que les mannanes ou leurs anticorps spécifiques, les seuils de détection
permettant de différencier une colonisation d’une infection restent a définir [51]. La
détermination des taux circulants de béta-D-glucans semble étre actuellement la méthode la

plus prometteuse [52].

Prise en charge thérapeutique des candidemies

Définition des antifongiques
Les antifongiques sont des molécules capables de détruire spécifiquement les différents
champignons impliqués en mycologie médicale (fongicide), ou au moins de réduire leur

prolifération (fongistatique) (Gales.; 2009).

Classe des antifongiques

Il n’existe a ce jour que quatre classes d’antifongiques : les polyénes, les dérivés azolés ,les dérivés
pyrimidiques et les échinocandines.

1-3-1 / Les polyénes

Dans cette classe on trouve:

L'amphotéricine B (Fungizone®):cet antifongique a un spectre large comprenant les levures, les
champignons filamenteux et les champignons, dimorphiques .Elle est utilisée par voie intraveineuse
pour traiter les mycoses systémiques ou profondes.

La nystatine (Mycostatine®):cet antifongique a une absorption digestive quasi nulle, ce qui en fait un
traitement de choix pour les mycoses buccales pouvant étre étendues au restant du tube digestif.

1-3-2 / Les azoleés

Ce sont des molécules synthétiques, utilisées en applications locales ou par voie systémique ; elles

trouvent leurs indications aussi bien dans les mycoses superficielles que profondes.



Synthese bibliographique

Les imidazolés

On distingue :
> Le miconazole (Daktarin®) en applications buccales.
> Le kétoconazole (Nizoral®) a été le premier dérivé azole actif par voie systémique, réservé

aux mycoses buccales séveres.

> Les triazolés

> Le fluconazole (Triflucan®) utilisé par voie orale ou systémique est trés actif sur la plupart
des levures, notamment Candida albicans.

> L’itraconazole (Sporanox®) utilisé€ par voie intraveineuse dans certaines mycoses exotiques
comme I'histoplasmose.

1-3-3 /Les dérives pyrimidiques

> Le 5-fluorocytosine (Ancotil®) est le seul analogue structural des bases pyrimidiques. La 5-
Flucytosine inhibe la biosynthése d’ADN ou interfére avec la traduction des ARNm en protéines
fongiques.

La 5-Flucytosine est fongicide et sélective des champignons car les cellules des mammiféres ne
possedent pas la cytosine désaminase, enzyme cible de cet anti métabolite, de la voie de

métabolisation des pyrimidines. (Gales.; 2009).

1-3-4 / Les échinocandines

Les échinocandines sont une nouvelle classe d’antifongiques systémiques présentant un mode
d’action innovant, spécifique et original.

Ces molecules interferent avec la synthese de la paroi fongique par inhibition non compétitive de
la 1, 3 B-D-glucanesynthétase, systeme enzymatique present chez la plupart des champignons
pathogenes.

Leur spectre d’action est étendu, englobant les Candida spp., les Aspergillus spp. et

Pneumocystis carinii (Lacroix et al.; 2003).

. Méthodes de détermination de la sensibilité :

La détermination de la sensibilité aux antifongiques est réalisée de facon systématique pour les
levures isolées de prélévements profonds, notamment les hémocultures. Comme nous 1’avons vu
précédemment, 1’acquisition de résistances reste peu fréquente chez les levures du genre Candida
mais I’étude de la CMI est indispensable, notamment en cas d’isolement d’especes rares, d’échec
thérapeutique, chez les patients traités par un traitement antifongique au long cours, mais

également a titre épidémiologique pour surveiller I’émergence de résistances
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Méthodes de référence
Deux comités d’experts, le CLSI pour les Etats-Unis et "TEUCAST pour I’Europe, proposent

des méthodes standardisées qui servent de référence pour les autres tests.

Ces techniques reposent sur le principe de microdilution en milieu liquide[61]
111.2.2.2. Méthode E-test®

Cette méthode repose sur le principe de diffusion en milieu gélosé. En pratique, un milieu
gélosé est ensemencé avec un inoculum standardisé de la souche de levure a tester. La
bandelette E-test®, imprégnée d’un gradient d’antifongique, est déposée sur le milieu de cette
gélose puis I’ensemble est incubé 24 a 48 heures a 37°C. La lecture de la CMI se fait a
I’intersection entre la bandelette et I’ellipse d’inhibition de la croissance fongique. La lecture

ne doit pas tenir compte de certains artéfacts de croissance et ne se fait pas de la méme

maniere selon ’antifongique utilisé (figure 13).

r—

Figure 13 : Exemples d’antifongigrammes réalisés avec la méthode E-test
(http.www/biomerieux diagnostic.com
d Fluconazole : lecture a 80% d’inhibition. Ne pas tenir compte de la pousse de

petites colonies au sein de la zone d’inhibition (effet de traine).

b) Amphotéricine B : lecture a 100% d’inhibition.
0 5-FC : lecture & 90% d’inhibition.
d) Caspofungine : lecture a 80% d’inhibition. Ne pas tenir compte de la repousse

paradoxale aux concentrations plus élevees.
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La méthode E-test® est bien corrélée avec les méthodes de référence pour tous les
antifongiques (tableau XV). Malgré un colt non négligeable, c’est la technique la plus
largement utilisée dans les laboratoires de mycologie médicale.

Interprétation de I’antifongigramme

L’interprétation d’un antifongigramme reste délicate, les valeurs de CMI in vitro n’étant pas
toujours corrélées a la réponse clinique au traitement antifongique. Cette discordance in
vitro/in vivo est parfois appelée la « régle du 90-60 » qui illustre le fait qu’une infection a une
souche sensible répondra a un traitement adapté dans 90% des cas, une infection a une souche
résistante dans 60% des cas (Rex & Pfaller, 2002). [62].

1VV.1. Méthode déréférence
L’hémoculture

La réalisation d’hémocultures est la seule méthode permettant d’isoler la levure et par
conséquent est la méthode de référence de diagnostic des candidémies. Plusieurs paramétres
vont intervenir dans le délai entre le prélevement du patient, et le début du traitement
antifongique : la sensibilité de ’hémoculture, et son délai de positivité. Par ailleurs, le délai

d’identification de la levure pourra retarder la prise en charge adaptée.

Comment et quelles hémocultures prélever ?

Les derniéres recommandations de I’ESCMID concernant le diagnostic des candidémies
préconisent la réalisation de (2 a 4) séries d’hémocultures par jour pendant au moins 5 jrs,
comprenant a chaque ponction un flacon aérobie et un flacon anaérobie (Cuenca-Estrella et
al., 2012) [65]. Les volumes recommandés sont de 40 a 60 mL chez I’adulte et de 2 a4 mL, 6
mL et 20 mL pour les enfants de moins de 2 kg, de 2 a 12 kg, et de 12 a 36 kg respectivement.
Une fois le diagnostic de candidémie posé, le prélevement d’hémocultures devrait étre réalisé
chaque jour jusqu’a négativation (Cornely et al., 2012) [66].

. Délai de positivité :

Compte tenu de la nécessité de mettre en place le plus rapidement possible un traitement
antifongique, le délai de positivité (ddp) des hémocultures est un élément extrémement
important. Une étude de 2010 rapporte que chaque heure d’incubation supplémentaire
multiplie par 1,025 la mortalité hospitaliere (Taur et al., 2010) [67].

Identification de I’espéce
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Classiquement, 1’identification de 1’espéce de Candida responsable de la septicémie est
réalisée a partir de colonies isolées issues de la subculture de I’hémoculture positive, c’est- a-

dire de son ensemencement sur d’autres milieux de culture.

IV.1.3.2.  Biologie moléculaire MALDI-TOF

Sur le plan biologique, ces dix derniéres années ont été marquees par les progres et apports de
la biologie moléculaire et de nouvelles méthodes d’identification telle la spectrométrie de
masse (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of fly [MALDITOF]).

L’analyse de séquences d’acide désoxyribonucléique (ADN) a individualisé certaines espéces
proches phénotypiquement, impliquées dans des épisodes de fongémies. L’analyse de
marqueurs génétiques au sein d’une espéce a permis de progresser dans les connaissances de
I’épidémiologie des candidoses en constante évolution. La spectrométrie de masse est en train
de supplanter les méthodes classiques d’identification en raison de sa simplicité d’utilisation

et de sa rapidité [1-4].



Materiels
Et
Meéthodes



Matériels et méthodes

1/ Cadre d’étude

I1 s’agit d’une étude rétrospective réalisée sur une période de deux ans (2016-2018) au laboratoire
de HMRUC sur 106 prélevements d’hémocultures réalisés chez les malades hospitalisées au niveau
du service du réanimation dont I’age moyen se situe entre 32 a 60 ans , parmis ces prelévements
seulement 2 cas sont positifs.

2/ Démarche de diagnostic :

La démarche de diagnostic d'une candédimie comporte les étapes successives suivantes :

> Le prélevement

> L'examen direct

> La mise en culture

> L'interprétation des résultats par ’antifongigramme

1/ Prélevement

Le prélevement est une étape essentielle ; qui conditionne la réussite de I'analyse pour cela le
prélevement sanguin sur deux flacons d’hémocultures a été effectué au niveau du service du

réanimaton dont I’'un des flacons et aérobie et I’autre et anaérobie dans des conditions d’asepties.

Préparation du materiel ponction Prélevement

Les prélévements sont acheminés au laboratoire de parasitologie unité de mycologie afin

d’identifi¢ la levure en cause sont accompagné d’une fiche de renseignement
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Le nom, le prénom, I'age et le sexe du patient.
La date et le type du prélévement.

Les renseignements cliniques.

YV V VvV V¥V

Le traitement antifongique s’il existe.

2/ Examen direct

Permet de donner un premier résultat immédiatement et d'affirmer donc le diagnostic de
Candidose par la mise en évidence du levure.

L'observation de blastospores avec pseudo-mycéliums oriente vers une

Candidose. (Chabasse et al.; 2008, Chabasse et al.; 2009, Cointe.; 2010, Chabasse.; 2013).. Apres
incubation de 24 h a 37°c L’examen direct a été effectué a 1’état frais

<> A' I'état frais

La technique est la suivante :

1. Déposer quelques gouttes de prélevement sur une lame microscopique stérile
2. Recouvrir d’une lamelle microscopique neuve et stérile.

3. Observer au microscope a l'objectif (x40).
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Dans le cas positif ou présence de levures (blastospore pseudo-filaments) on procéde la mise en culture

3/ la mise en Culture :

L’ensemencement se fait habituellement sur milieux Sabouraud—chloramphénicol avec et sans
actidione apres 2 jours et incubation a 37 °C. La lecture se fait au bout de 24 a 48 heures.

Technique :
Prélever 02 gouttes de sang a I’aide d’une pipette sterile

Ensemencer I’inoculum sur les deux milieux (technique des stries pour le milieu(SAC))

Incuber a 37°C pendant 24a48h.

L’observation des colonies apres incubation indique une croissance levurienne qui nous oriente

vers ’identification de ’espece

Identification

1-2/ Identification des levures

Identification du genre Candida:
Examen macroscopique:

Les caractéristiques des colonies sur les milieux Sabouraud- chloramphénicol (SC) et Sabouraud -
Chloramphénicol- Actidione (SCA) qui sont prises en considération incluent : la couleur, la
pigmentation, le diamétre, la forme, 1’aspect de la surface, la consistance et I’opacité.

> Examen microscopique

Technique :

Prélever a la pipette un fragment de colonie et le déposer dans une goutte d’eau physiologique
stérile sur une lame microscopique, bien émulsionner avant de recouvrir d’un lamelle et observer a
grossissement (x40).

Identification de I’espéce
L'identification des especes de levures s'effectue a l'aide de critéres phénotypiques

et de critéres physiologique et finalement des critéres immunologiques (Poulain et al.; 1995).

Critéres phénotypiques:
Test de filamentation en sérum (test de blastese) :

Ce test décrit par Taschdjian en 1960 et inspiré des travaux de Reynolds et Braune (1956), qui ont

montré que les constituants du sang favorisent la formation de filaments par certaines levures. [1]
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Figure 14: Sérum de cheval pour le test de blastése

Candida albicans et Candida dubliniensis produisent ces tubes germinatifs (Khelif et al.; 2008).

Principe :

Il consiste a rechercher I'apparition de tubes germinatifs (filaments vrais) apres 01 a 03 heures de mise en suspension
d'un fragment de colonie (apreés purification sur le milieu Sabouraud-chloramphénicol SC) dans du sérum de cheval a
37C° (Figure n°14)
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Test de chlamydosporulation :

L’objectif est de favorisé la pseudofilanmentation des levures qui sont caractéristiques de deux
especes: C. albicans et C. dubliniensis. (Khlif et al.;2008).

Le milieu PCB favorise aussi la formation de pseudo-filaments ce qui élimine C.famata
et C.glabrata qui n'en produisent pas.
Pour réussir ce test; il faut suivre les étapes suivantes:

> Couler le milieu Pomme de terre, Carotte, Bile (PCB) en boite de Pétri (I'épaisseur sur milieu
doit étre d'environ 05mm).

> Déposer 02 gouttes d'une suspension de levure a I'aide d'une pipette stérile.
> Déposer dessus deux lamelles neuves.

> Recouvrir du couvercle (Figure n°15).
Incuber a 27°C, pendant 24 a 48 heures

Figure 15 : Test de chlamydosporulation

La lecture se fait directement sur la platine du microscope; a I'objectif (x40).
Criteres physiologiques :
La galerie AUXACOLOR ™ 2

Un systeme d'identification dont le principe repose sur l'assimilation des sucres. La croissance des
levures est visualisée par le virage d'un indicateur de pH.Elle comporte également 3 tests
enzymatiques dont un test de détection de [lactivité phénoloxydasique de Cryptococcus

neoformans.
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Figure 16 : La galerie AUXACOLOR ™ 2

Composition de la galerie : La galerie comprend :

. un témoin négatif pour faciliter la lecture des résultats d'assimilation (cupule de couleur
bleue).
. 13 tests d'assimilation comportant les sucres suivants :

(GLU.) : témoin
(MAL.)  |(SAC) (GAL) |[(LAC) [(RAF.) |(INO))

Positif
(CEL.) (TRE.) (ADO.)  (MEL) [(XYL) |(ARA)

Tableau 5 : les sucres contenant dans le test d’assimilation

Chague sucre est deshydraté en présence d'un milieu de base et d'un indicateur de pH : le pourpre
de bromocrésol. La croissance d'une levure se traduit par le virage de l'indicateur du bleu au jaune

et par l'apparition d'un trouble dans la cupule.

== o |
e e {2 [ |

Figure 17 : Microplaque de type « Auxacolor »
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Technique de I’inoculation de la microplaque :

Préparer I'inoculum a partir d’une culture de 24 a 48h réalisée sur milieu de Sabouraud
cloramphenicole(SC). Dans des conditions stériles, ensemencer le milieu de suspension avec des
colonies de souche pure (1 & 3 colonies identiques).

Homogénéiser la suspension a 1’aide d’un vortex.

Prélever et distribuer, a I’aide d’une pipette, 2 gouttes de I’inoculum dans chacune des cupules de
la microplaque.
Recouvrir la microplaque avec 1’adhésif en s’assurant que ’adhésion est parfaitement uniforme.

Incuber pendant 24h a48h & 35°C.

TEST CHROMAGAR :

Est un milieu servant a I’isolement et a la différentiation des Candida albicans, C. tropicalis
et C. krusei a partir d’échantillons cliniques.
Il inhibe les bactéries et peut aussi é&tre employé comme milieu d'isolement sélectif pour d'autres

especes de levure et pour les champignons filamenteux.

Figure 18 : milieu d’isolement selectif des Candida CHROMagar
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Mode opératoire :

> Strier I'échantillon sur la surface du milieu afin de créer I'isolement.

> Incuber les boites en position retournée et en conditions aérobies a 35 .2 °C

pendant 20 & 48 h. Une période d'incubation de 42 h est nécessaire pour que les colonies de Candida
atteignent leur coloration compléte.

> Maintenir a I’abri de la lumicre avant et pendant I’incubation.

Criteres immunologique :

Test d'agglutination au latex de Bichro —Dubli FUMOUZE®

C Principe

Le test BICHRO-DUBLI FUMOUZE® est base sur le principe de la coagglutination des blastospores
de Candida dubliniensis avec des particules de latex bleues (en suspension dans un contre colorant
rouge) sensibilisées par un anticorps monoclonal, reconnaissante spécifiguement un antigéne a la

surface de cette levure (Figure 19).

Figure 19 : Microplaque de latex Bichro-Dubli Fumouze®.

Mode opératoire
Pour cela, il faut suivre les étapes suivantes :

> Déposer 02gouttes de réactif latex, préalablement homogénéisé, dans un cercle de la
carte, pour chaque culture a tester.

> A l'aide d'une pipette Pasteur prélever 2 ou 3 colonies de 24 a 48 heures

> Dissocier I'échantillon de culture dans la goutte de réactif latex et I'étaler sur toute la
surface du cercle jusqu'a obtention d'une suspension homogene.
> Imprimer a la carte un lent mouvement oscillant circulaire pendant 3 a 5 minutes et

observer l'apparition éventuelle d'agglutinats bleus sur fond rose ou rouge ouviolet.
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Identification de candida
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Figure 20 : schéma d’identification de Candida spp (Guillaume.; 2009)

4/ Antifongigramme :

Pour déterminer la résistance et/ou la sensibilité¢ des souches fongiques isolées et L’identifiées ; aux

agents antifongiques nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé (méthode des

disques et le fungitest).

Nous nous sommes limitées a 1’étude d'une seule souche de Candida, vu que I’antifongigramme ne

s’applique au laboratoire de mycologie qu’a la demande du médecin traitant et qu’en cas de

candidoses profondes.
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4-1/ Mode opératoire

Méthode des disques sur gélose:

v Milieu de culture: Le milieu Sabouraud est coulé dans une boite de Pétri jusqu’a une

épaisseur de 04 mm (25ml).

v Préparation de I'inoculum: L’inoculum est préparé a partir d’une culture pure de 24

heures, obtenue sur un milieu de purification (Sabouraud - Chloramphénicol). Pour ce fait, 05
colonies bien isolées de 0lm de diamétre sont raclées a I’aide d’une anse de platine et mises en
suspension dans de 1’eau physiologique stérile.

L’inoculum ainsi préparé est homogénéisé au vortex de fagon a obtenir une suspension dense.

v Ensemencement: Un écouvillon de coton est plongé dans la suspension. L’exces de

liquide est éliminé en pressant fortement 1’écouvillon contre la paroi du tube au-dessus du niveau
du liquide.

Aprés séchage du milieu 15 minutes a 37°C, la totalité de la surface est ensemencée a ’aide de
I’écouvillon selon la méthode standard. L’écouvillonnage est répété plusieurs fois en tournant la
boite de 60°, de maniere a s’assurer de I’homogénéité¢ de la répartition de 1’inoculum sur toute la
surface, y compris sur les bords.

La boite ensemencée est laissée ouverte pendant 3 a 5 minutes dans 1’étuve a 37°C
de manicre a laisser absorber I’exces d’humidité avant de déposer les disques sur le milieu.

Application des disques :

Les disques d’antifongiques sont appliqués a I’aide d’un distributeur automatique (figure21)

Figure 21 : Distributeur automatiquues d'antifongiques



Matériels et méthodes

v Incubation : La boite est incubée a 28°C dans un délai de 15 minutes. La duree
d’incubation est de 24 heures.

aprés incubation Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés avec précision, a I’aide d’une
régle a I'extérieur de la boite fermée.

Les résultats obtenus sont comparés aux valeurs critiques figurant dans la table de lecture sivante

25/05/2017

Etude de la

des

or par la mé de diffusion en milieu
Diameétre de la zone CMI en pg/mL Interprétation
d’inhibition en mm
Pour les levures
(Candida albicans et autres champignons levuriformes)
=20 1,56 Sensible |
SFC1 20-10 1,56-25 ntermédiaire |
=10 25 ésistant
> 10 <1 Sensible
Aol =10 1 Intermédiaire ou résistant
>10 - Sensible
bl =10 - ésistant ]
EC50, CTRS50, =20 1,56 Sensible |
MCZ50, KET50 20-10 1,56 - 6,4 Intermédiaire |
(imidazolés) =10 6.4 ésistant |\
Pour Aspergillus fumigatus |
= = -
Shey 10 Sensnbl’e A 2 al
=10 - termédiaire ou résistant |

Permettant ainsi de classer les souches fongiques dans l'une des catégories : Sensibles (S) ;
Intermédiaires (I) ou Résistantes (R).

FUNGITEST®
PRINCIPE :

[96,97]

Fungitest® permet d’étudier la croissance des levures en présence de 6 antifongiques a 2
concentrations. La méthode est dérivée de la derniere recommandation CLSI, le milieu de culture
est le RPMI glucosé a 2% et tamponné, additionné d’un indicateur d’oxydo- réduction. L’inoculum
est dilué a 106 levures par ml, et le temps d’incubation est de 48h. La croissance des levures se
traduit par un virage du milieu du bleu au rose.

La microplaque Fungitest comporte 16 puits : deux puits réservés aux témoins négatifs, deux puits
pour les témoins négatifs et 12 puits restant contiennent les six antifongiques a deux concentrations
différentes :

L’amphotéricine B (2 et 8 mg / ml), le fluconazole (8 et 64 mg / ml), itraconazole (0,5 et 4 mg /
ml), kétoconazole (0,5 et 4 mg / ml), miconazole (0,5 et 8 mg / ml) et la 5- fluorocytosine (2 et 32

mg / ml).
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Figure22 : Schéma qui illustre le mode opératoire de Fungitest®
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Nos statistiques de I’étude rétrospective des prélévements sanguins au cours de ces deux dernieres

années dont seulement 2 cas sont positifs sont représentées au-dessous

1/ Répartition des prélevements selon la positivité des cas

Sur les 106 patients inclus dans notre étude, 106 prélévements d’hémocultures ont été réalisées
parmi ces prélevements 2 sont revenus positifs a Candida spp, soit un taux de positivité de 1,88 %
La répartition des prélévements selon la positivité des cas est présentée dans le tableau n°06 et la
figure n°34 et n ° 35

Tableau 06 : Répartition des prélévements selon la positivité des cas

Nombre de préléevement
Cas Porcentage (%)
d’hémoculture
positif 2 1.88
négatif 104 98.12
totale 106 100

cas positifs

cas positifs

pourcentage

100 -
80 -
60 -
40 -

20

m pourcentage

positifs négatifs

Figure 23 : taux de positivité hémoculture

Tableau 07 : espéces isolées a partir d’hémocultures positifs

éspéces isolées nombre d*hémocultures | taux de positivité (%)
Candida albicans 1 50
autres éspeces (Candida
o 1 50
parapsilosis)
Totale 2 100
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pourcentage d'éspeces isolées a
partir d'hémocultures positifs

B pourcentage d'éspéces
isolées a partir
d'hé mocultures positifs

Figure 24 : Pourcentage de C.Albicans et C.parapsilosis isolées a partir d’hémocultures positifs

Etant donnée quand a trouvé 2 cas positifs on a procédé le méme protocole pour les deux cas.

2/ Répartition des candidoses en fonction du sexe :

1/ sexe ratio :

Les sexes ratio H /F de notre population est de : 2,4 (H: 75/F : 31) Tableau A : age moyen de la

population

L’age moyen de la population est de 61 ans.

Tableau 08: représente I’age moyen

Age (ans)

Min

Moyen

Max

Population

32

61

90

Interprétation des résultats :

Concernant le 1% cas 01 : Examen direct :

On observe la présence de cellules ovoides, blastospores, un bourgeonnement une vrai au

pseudo_filamentaion (Figure 01) donc il y a présence de levures dans cet hémoculture.
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Figure 25 : observation microscopique des levures (grossissement x40)

La culture > aprés incubation pendant 24 h a 37 °c
Les souches fongiques isolées ont présenté une croissance facile sur les deux milieux utilisés : le

Sabouraud Actidione (SCA).et (SC)

Lecture macroscopique

Tableau 9 : caractéristique des levures observé macroscopiguement

Type de Vitesse de )
Aspect de colonies Photo

colonies croissance

Colonies de : Surface

: lisse et cremeuse .

Croissance rapide

Colonies . ] ]
’ Apparition des Relief: bombé .
e
colonies aprés 24 h Bordure: nette .
levures
d’incubation. Couleur / blanche .

Milieu SAC Milieu SC

L’identification a permis d’obtenir 01 espéce : Candida

Lecture microscopique :
Les caractéristiques microscopiques de cette espece sont présentées dans le tableau n° 11 et la

figure n°37 ci-dessous :
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Tableau n°10 : les caractéristiques microscopiques de I’especes de Candida albicans.

Espece Caractéres microscopique apres Photo
culture

Cellules ovoides ,

Candida petite taille et bourgeonnantes

Test de blastése :

Aprées 4h a 37 °C on observe I’apparition au grossissement(x40) des tubes germinatifs donc cette

candida est C .albicans ou bien C. dublinensis (figure26).

Figure 26 : Examen microscopique de ; C. albicans apreés le test de blastése (Grossissement x40).

Test de chlamydosporulation :
L’apparition des chlamydospores ce qui indique que cette éspece soit C .albicans ou Anssi que la
formation des pseudo-filaments ce qui élimine C.glabrata et C.famata.
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Tableau n°11 : Résultat du test de chlamydosporulation

Espece Caractéristiques microscopiques
C .albicans Présence de blastospoes en bouquet. Filamentations bien
C.dublinensis développés et longs. Chlamydospores.

Figure 27 : Examen microscopique de C. albicans aprés culture sur PCB (Grossissement x40).

L’Auxacolor :

Figure 28 : microplaque (auxacolor)
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La lecture définitive doit s’effectuer a 48H. Méme si une premiére lecture a 24H peut déja donner
un code correct et permettre 1’identification de certaines levures.

. un test enzymatique de détection de I’activité N-acétyl-galactosaminidase (hexosaminidase
: HEX.). Une réaction positive se traduit par une coloration jaune de la cupule ; un test négatif
reste incolore.

. un test phénoloxydase (POX.) permettant de détecter I’activité phénoloxydasique de
Cryptococcus neoformans associé a un test de détection de 1’activité proline-arylamidase (PRO.) :
- une coloration marron de la cupule traduit une activité phénoloxydasique (POX) positive.

- une coloration jaune traduit une activité proline-arylamidase (PRO) positive.

- une absence de coloration ou une coloration grise correspond a une réaction négative pour
ces deux tests. La co-existence des tests POX et PRO dans la méme cupule se justifie parle fait que
ces deux tests ne sont jamais positifs en méme temps. Les seuls profils possibles sont : POX
négatif / PRO négatif ; POX positif / PRO négatif ; POX négatif / PRO positif, ce qui permet
I’interprétation colorimétrique décrite précédemment Interpretation des resultats :

L’interpretation des résultats se fait selon le Tableau suivant :

Tableau 12 : Guide d'interprétation des réactions colorées

Cupule Test Couleur /Interprétation
Témoin Meégatif C. Neg Contrale négatif Blew
MNeégatif Positif
SLU Glucose [Témoin positif}
MAL Maltose
B SAC Saccharose
§ GAL Galactose
_g L& Lactose
-E RAF RG'H:II'IDE-B BIEU [El:l _IElUI'IE |b:|
_-E INO Inositol ou ou
E CEL Cellobicse Vert Incolore
v
__E TRE Trehalose
= ADO Adonitol
ke =
Rt MEL Melezitose
YL Kylose
ARA Arabinose
Detection de |"activite M-
o HEX acétylgalactosaminidase Incolore Jaune
E- [hexcsaminidase)
= Détection de I'activite
E .
= phéncloxydase de M
= Cryptococcus neoformans Incolore arren
o POX/PRO (PO au
7 [Gris lc]
2 Détection de |"activite s ] (b
proline-arylamidase [PRO) aune




Résultat et discussion

() Bleu-gris et bleu-vert sont considérés comme négatifs.

(b) Jaune péle et jaune-vert sont considérés comme positifs.

(© Quelques souches de Geotrichum capitatum, Geotrichum candidum, Trichosporon spp et
Cryptococcus laurentii peuvent entrainer une coloration gris-marron de la cupule. Dans ce cas, la
réaction est négative et lors du codage, il faut attribuer la valeur «zéro» a ce puits.

Remarque : le témoin ou le contrdle négatif a la couleur bleue

Les 16 caracteres biochimiques, répartis dans 15 cupules (les tests POX et PRO, étant associés
dans une méme cupule), sont utilisés pour l'identification.

Un profil numérique de "05 chiffres™ est obtenu en regroupant par 03 les valeurs b des 15 tests

suivants :
(1= chiffte | Glucose Maltose Saccharose
2¥ chiffre | Gallactose Lactose Faffinose
[ 3% chiffre | Inositol Cellobiose Trehalose
(4% chiffre | Adonitol Melezitose Xylose
5% chiffre | Arabinose Hexosaminidaze Phenoloxidase

On attribue a chaque réaction négative la valeur zéro et a chaque réaction positive une valeur en

rapport avec sa position dans le triplet :

1 pour la position 1 2 pour la position 2 4 pour la position 3

L'addition des trois valeurs donne un chiffre qui permet I'obtention d'un profil numérique a 5

chiffres. Exemple : Glucoses (+), Maltose (+) et Saccharose (+) 1+2+4= le premier chiffre est 7.
L'activité proline - arylamidase (PRO : cupule POX/PRO) sera notée + ou - selon la

couleur observée :

Cupule jaune ou jaune pale ou jaune —vert : test PRO positif.

Cupule incolore ou grise ou gris —marron : test PRO négatif.

Deux chiffres supplémentaires sont calculés selon la méthodologie décrites cidessus et completent

le code .1ls représente les caractéres suivants :
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Pigmentation (PI) Arthrospores (AR Capsule (CA)

Mycélm/psendo-mycelnm (MY P5-MY) Chlamydespores (CHL) Croissance a 37

L'identification finale repose donc sur le résultat des tests biochimiques, morphologiques et
métaboliques ; qui permettent de déterminer un profil numérique.

Ce dernier est recherché dans la base de données figurant dans le livre d'Auxacolor. (En Annexe).
Il est demandé¢ de se rapporter a un tableau d’interprétation dans le cas d'obtention d'un profil

numérique non référencié.

AUXACOLOR™ 2
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Figure 29 : Détermination des caractéristiques physiologiques de cette espece

Les caractéristiques physiologiques de ’espéce : C. albicans déterminées par l'usage de la
microplaque (Auxacolor) sont montrées dans les figures n°39

C. albicans assimile 07 sucres: le glucose, le maltose, le saccharose, le galactose, le
melezitose, I’xylose et I’arabinose.

Le code d'identification est : 710642 + 05 se qui nous indique que c’est C. albicans (en annexe)
Chromagar :

Les résultats de I’identification de candida résponsable de candidémie par chromagar sont
comparés avec le tableau de référence dans ci-dessous :

Apparition des colonies vertes se qui singfie que cette espéce est du genre C.albicans
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Figure 30 : Candida albicans sur milieu chromagar

Test d’agglutination :

Le résultat de différenciation entre C. albicans et C. dubliniensis; par le test d’agglutination au
latex de Bichro-Dubli FUMOUZE e est mentionné dans la figure 31.

. '
e ——
Figure 31 : Résultat du test d'agglutination au latex de Bichro-Dubli Fumouze ®.

La figure montre une absence d’agglutination car la suspension reste homogene et violette, d’ou

I’espéce testée n’est pas C. dubliniensis mais C. albicans.
Fungitest :

:)(j\/\ /\/ﬂ

Figure 32: Fungitest de Candida albicans
L’obtention d’un couleur Bleu-Bleu indique une absence de croissance donc la souche est inhibée
par I’antifongique
Dans ce cas la Candida albicans est senssible a I’AB2 ABS8 aussi SFC2 ,5FC32

La croissance aura lieu. Lorsque la couleur est Rose-Rose donc la souche est non inhibée par

I’antifongique in vitro
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Est par consequance Candida albicans présente une resistance au MCZ, KET, ITR, FLU Le 02°™®
cas :

L’examen direct montre des levures ovoides bourgenantes

Culture : - B G

Figure 33 : examen a I’état frais des levures(x40)

Examen macroscopique :

Apparition des colonies blanches a crémes crémeuses sur le milieu SC et non sur le milieu SAC.

L’examen microscopique

La présence des cellules ovoides mesurant de( 3-4)x(3-7mm) indique que cette éspece est
Candida.

Identification de cette éspece selon la caractéristique phénotypique :

Test de chlamydosporulation :

Présence de pseudofilamentation gréles relativement courtes trés ramifié avec peu de blastospores
a I’endroit des constrictions

Test de blastése :

Absence de tubes germinatifs nous permet de dire que le genre C. non albicans et non dublinensis.

Identification de cette éspece selon les caractéristiques physiologiques

Test d’auxacolor :
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Flgure 34 : détermination des caractéristiques phisiologiques de candida parapsilosis

Cette éspece assimile 6 sucres GLU, MAL SAC, GAL, MEL, ARA.
Son code d’identification est : 71061 + 05 don cette éspece est Candida parapsilosis(en annexe)

Antifongigramme :.
X8 Etude de profil de résistance et de sensibilité de la souche responsable de la

candidémie aux antifongiques testés (n=2)
Ces deux boites montre I’abscence du zone de lisse autour des disques d’ATF

Figure 35 : Détérmination de SENSIBILTé aux antifongiques

Au total des ATF sont utilisés pou déterminer les profils de sensibilité qui sont représenté dans la

figure
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Figure 36 : Résistance aux antifongiques de la souche Candida parapsilosis .

Fungitest

Figure 37 : fungitest de C. parapsilosis

La méthode de disque et le fungitest montrent que Candida parapsilosis est résistante au KET ,
MET ,ECO, CLO, MCZ, GRS, NY ,AMB ,AFY , ITC
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Conclusion

Malgré les progrés continuels réalisés au cours des dernieres décennies dans la
compréhension des mécanismes d’infection par les levures du genre Candida, le pronostic des
infections séveres demeure sombre, comparable a celui du choc septique.

D’intenses recherches destinées a améliorer leur diagnostic laissent entrevoir des progrés qui
doivent étre appliqués dés maintenant dans la pratique quotidienne, au lit des patients. De
nouveaux agents antifongiques, y compris de nouvelles classes d’agents aux mécanismes
d’action différents, font ’objet de larges études multicentriques a 1’origine de nombreuses
recommandations nationales et internationales. Il existe moult preuves indirectes de
I’efficacité de la prophylaxie dans des groupes de patients bien identifiés.

Enfin, une approche pragmatique fondée sur la combinaison de facteurs de risque et d’une
appréciation de la dynamique de colonisation permet d’envisager un traitement antifongique
empirique présomptif précoce, susceptible de prévenir et d’améliorer le pronostic des

candidoses invasives.
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Milieux de cultures
Sabouraud dextrose agar au Chloramphénicol
(IPA): Glucose 20g
Peptone 10g
Agar 20g
Eau distillée 1L
pH 5,6

Chloramphénicol 0,59
Sabouraud dextrose

agar : Glucose
209 Peptone 10g
Agar 20g

Eau distillée 1L
pH 5,6

Sabouraud bouillon :
Glucose 20g
Peptone 10g
Eau distillée 1L
pH 5,6

Milieu CHROMagarCAN :
Peptone 5¢g
Extrait de levures 3g
Extrait de malte 10g
Glucose 10g
Chloramphénicol 0,059
Mix chromogénes 3¢
Agar 189
pH 7,2.
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