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Résumeé

L’incidence des infections fongique a augmenté de fagon considérable, les
candidoses superficielle constitue un motif fréquent en pathologie humain.ces
pathologie surviennent le plus souvent chez des patient fragilisés (chimiothérapies,
nouveaux immunosuppresseurs...) et chez des sujet immunocompétents.

Sont responsable a des infections cliniques divers (Candidoses des muqueuses,
Candidoses des phanéres, candidoses cutanées).

Le diagnostique repose sur différents techniques d’analyse microbiologiques des
prélévements, mais I’interprétation d’une culture positive doit étre confrontée aux
symptémes clinique et a la présence de facteurs de risque.

L’identification est indispensable a la mise en place d’un traitement antifongique
adapté. 1l existe plusieurs antifongiques appartenant a quatre classes chaque famille
un mode d’action.

Mots clés : Champignon ; Levures ; Candidose superficielle ; Mycologie médicale.



Abstract

The incidence of fungal infections has increased considerably, superficial
candidiasis is a common reason in human pathology.these pathologies occur most
often in patients weakened (chemotherapy, new immunosuppressants ...) and in
Immunocompetent subjects.

Are responsible for various clinical infections (Candidoses of the mucous
membranes, Candidoses of the dolions, skin candidiasis).

Diagnosis is based on different microbiological analysis techniques samples, but the
interpretation of a positive culture must be confronted with clinical symptoms and
the presence of risk factors.

Identification is essential to the implementation of an appropriate antifungal
treatment. There are several antifungals belonging to four classes each family a
mode of action.

Keywords: Mushroom; Yeasts; Superficial candidosis; Medical mycology.
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Introduction

Introduction

Au cours des 20 dernieéres années, l’incidence des infections fongiques, tant
superficielles que profondes, a augmenté de facon considérable : Le nombre de
champignons incriminés en pathologie humaine est passé¢ de moins d’une trentaine

d’espéces dans les années 50 a plus de 400 aujourd’hui (Chabasse et al., 2009)

Les mycoses superficielles sont des infections fongiques de la couche cornée de
I’épiderme, des muqueuses, des ongles, des cheveux et des poils. Elles sont fréquentes,
n’entrainent pas de signes généraux et ont une €volution parfois marquée par la
récidive. Le diagnostic est avant tout clinique mais le prélevement mycologique est

I’examen fondamental pour confirmer le diagnostic et guider le traitement.

Les principaux champignons responsables de mycoses superficielles sont les
dermatophytes, les Candida, Trichosporon et les Malassezia ; les trois derniers sont
des levures commensales de la peau et ou des cavités naturelles de ’homme qui se
multiplient d’une fagon incontrélable provoquant Une infection opportuniste. (

Hochedez et al., 2013)

Les candidoses sont des affections fongiques cosmopolites provoquées par des
levures appartenant au genre candida. L’espéce majoritaire est Candida albicans est

représente plus 60 % des levures isolées chez I’homme. (EI Euch et al., 2014).

Ces levures sont a 1’origine d’infections superficielles qui peuvent affecter aussi
bien le revétement cutané et les phanéres ( ongles, poils, cheveux), que les
muqueuses(digestive et urogénitales) ou des mycoses profondes qui touchent de
nombreux organes, notamment le fois , la rate , les reins , les os , les articulations .De

nombreux facteurs locaux ou généraux favorisent la survenue de ces infections.

Les candidoses superficielles sont les plus fréquentes des infections a Candida. Elles
témoignent le plus souvent du passage d’especes déja présentes au niveau (cutané,
phaneres et muqueuses) de 1’état commensal a 1’état parasitaire (J. Philippe Bouchara
et al., 2010)

On a réalisé une modeste étude théorique des différents éléments relatifs a notre travail et on a
fixé comme principaux objectifs de :
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¢  Evaluation du profil épidémiologique pour présenter les différents espéces responsables
des candidoses superficielles, et souligne les problemes de santé posés par cette levure.

¢  Connaitre les modalités de leur diagnostique biologique, ainsi I’antifongigramme qui
détecte une résistance, donc possible d’ échec thérapeutique.
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Généralités sur les champignons et les levures d’intérét médical.

Les champignons

1.1. Définition

A Coté des champignons de grande taille que 1’on rencontre dans les
foréts et les prairies, il existe un nombre considérable d’espéces fongiques
uniquement visibles au microscope qui peuplent les sols, 1’air et 1’cau.
Certaines espéces vivent aux dépens de I’homme, des animaux, et des
végétaux supérieurs. Les champignons micromycétes pathogénes sont des
organismes eucaryotes (noyaux avec enveloppe nucléaire, chromosomes et
nucléoles), hétérotrophes (nécessitant la présence de matiere organique pour
leur nutrition carbonée), vivant en saprophytes, en commensaux, en
symbiotes ou en parasites. (Ripert, 2013).

Sa paroi riche en chitine, ce qui lui assure une certaine résistance aux
contraintes du milieu extérieur. La reproduction se fait selon un mode
asexuée mais aussi sexuée dans certaines conditions.

Les champignons restent, comme les végétaux, des étres immobiles  qui
compensent ce handicap apparent par la production dun nombre
considérable de spores habituellement, non flagellées

Les champignons ne sont pas des végétaux. En effet, contrairement a ces derniers,
les champignons sont dépourvus de pigment chlorophyllien et ne peuvent pas
incorporer directement le carbone minéral dans leurs cellules. Comme les animaux, ils
dépendent pour cette nutrition carbonée, de matiéres organiques préformées, c’est-a-
dire déja présentes et produites par d’autres organismes vivants (hétérotrophie). On
comprend mieux ainsi que les champignons dans la nature (macro- ou micromycetes)
colonisent avant tout les organismes morts ou en décomposition (végetaux ou
animaux), trouvant dans cette source les nutriments essentiels a leur vie (carbone,
azote, sels minéraux, etc....). (Chabasse et al., 1999).

I.2. Organisation et structure des champignons

Les champignons ont une organisation rudimentaire, avec un appareil végétatif, le
thalle. La structure de base du thalle est un filament cylindrique (hyphe) souvent tres
ramifiés, parfois anastomosé en réseau pour former le mycélium sur lequel se
différencient les organes de reproduction et de dissémination.

Le thalle constitue la partie vegétative des champignons. L’orsqu’il est
filamenteux, il est désigne sous le nom de mycélium. Les filaments
myceliens ou hyphes, simples ou ramifiés, continus ou pourvus de cloisons
transversales qui les divisent en articles s’accroissent uniquement par leur
partie apicale

Le thalle coenocytique (Siphomycetes: Zygomycetes), formé de siphons
tubulaires contient une longue vacuole axiale bordée de nombreux noyaux. Il

4



Généralités sur les champignons et les levures d’intérét médical.

caractérise les champignons inférieurs tels que les Mucor, dont certaines
espéces sont des parasites opportunistes de I’'immunodéprimé.

Figure 1 : Mycélium coenocytique (partie terminale en croissance).

1: paroi stratifiée du thalle, 2 : membrane cytoplasmique, 3:
noyaux, 4 : vacuole, 5 : zone de croissance, 6 : ribosomes, 7 : nappes
réticulaires (appareil de Golgi), 8 : réticulum endoplasmique, 9 :
mitochondries. (Ripert, 2013)

Le thalle articulé (Septomycetes) est formé des cellules cylindriques
disposées bout a bout, séparées par des cloisons incomplétes présentant un
pore central. Une certaine continuité cytoplasmique existe donc au travers du
filament mycélien et la cloison joue un réle de maintien et de régulation du
trafic intercellulaire. La cloison interne (septum) est simple chez les
Ascomycetes (fermeture possible par le corps de Woronin). Le septum est
complexe chez les Basidiomycétes et présente un renflement au niveau du
dolipore, avec une coiffe et un parenthésome (réseau endomembranaire situé
a la base de la coiffe). (Ripert, 2013).

Parfois restés unicellulaires comme certaines levures (Saccharomyces
cerevisiae). Chez d’autres, comme celles appartenant au genre Candida, le
thalle est différent, il est dissocié, interrompu, puis redémarre sous forme de
bourgeonnement allongé, étiré. On utilise le terme de pseudo mycélium pour
montrer la différence structurale qui existe entre les filamenteux et ces
levures qui s’allongent puis bourgeonnent en restant attachées les unes aux
autres (Chabasse et al., 1999).
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Figure 2.2 : Détail de la cloison Figure 2.1 : Mycélium septé (structure

d’un élément cellulaire)
a ; septum simple chez les Ascomycétes

(fermeture possible par le corps de 1 : paroi stratifiée du thalle, 2 :
Woronin) ; b : septum complexe des membrane cytoplasmique, 3 :
Basidiomycétes. 1 : coiffe, 2 : réticulum endoplasmique, 4 : cloison,
parenthésome, 3 : réticulum 5 : pore, 6 : ribosomes, 7 : vacuoles, 8 :
endoplasmique, 4 : paroi, 5 ; dolipore. nappes réticulaires (appareil de Golgi),
(Ripert, 2013) 9 : dicaryon, 10 : mitochondries

(Ripert, 2013)

La paroi des champignons se presente typiquement comme un assemblage
de couches particulierement complexe. Schématiqguement, la couche basale
constituée de micro-fibrilles de chitine est entourée d’une zone protéique,
d’une couche de glycoprotéines enchassée dans une matrice de glucanes. La
chitine est une macromolécule pariétale spécifiqgue des champignons (liaison
R (1-4) d’acétyl-glucosamine). Les glucanes correspondent a des laissons R
(1-3) et R (1-6) de glucose. D’autres résidus osidiques peuvent enrichir la
paroi : mannose, galactose, tréhalose.... . Les composants de la paroi jouent
un rbéle comme antigénes ou sont des cibles sur lesquelles agissent certains
antifongiques.

Les (1-3)-B-D-glucanes constituants majeurs de la paroi des champignons
impliqués dans les infections fongiques invasives (candidoses, aspergilloses,
pneumocystoses...), sont libérés dans la circulation pendant I’infection. Ces
infections sont courantes dans les affections hématologiques et chez les
sidéens. Elles représentent un nombre croissant de maladies nosocomiales
chez les transplantés et chez les patients soumis a des traitements
immunosuppresseurs. Des taux de (1-3)-B-D-glucanes sont notamment
présents a des valeurs basses dans le sérum des sujets sains, mais des taux

6



Généralités sur les champignons et les levures d’intérét médical.

élevés contribuent au diagnostic précoce des infections fongiques chez les
patients a risque. Les anticorps monoclonaux dirigés contre le mannane
Candida albicans et contre le galactomannane d’Aspergillus fumigatus sont
spécifiques et utilisés pour la détection des antigénes circulants dans le
diagnostic de la candidose invasive et de I’aspergillose (Ripert, 2013).

1 816 S g
| glucans /( """"""" 74 e e
_ TPL 81,3 glucan % "* T \chitin
bilayer synthase ' e
' 4

\\ - ergosterol

Figure 3 : Constitution de La paroi du champignon.

https://images.app.go0.gl/ZIYP6cV7cCz7eh957>

1.3. La multiplication et la reproduction des champignons

Les champignons peuvent se reproduire de plusieurs fagons :

¢ Le premier mécanisme, le plus simple, est celui du bouturage. Dans
ce cas, le thalle végétatif se fragmente et les articles libérés, contenant
les noyaux, font office de spores. Ils se dispersent et peuvent a
nouveau se fixer sur un substrat favorable. Ce mécanisme reste limité
dans la nature, peut-étre en raison de la fragilité des articles libéres ;

¢ Le deuxieme mécanisme de reproduction amene a la formation des
spores de reproduction. Les spores sont les éléments naturels les plus
efficaces permettant la dispersion du champignon dans
Elles assurent aussi a ce dernier un rdle de conservation, ce qui
contribue a la survie de I’espéce dans le milieu extérieur (Chabasse

et al., 1999).

la nature.
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La reproduction asexuée (stade anamorphe)

Elle est basée sur la production de spores dites asexuées ; c’est le stade anamorphe
du champignon. Dans ce mécanisme, la cellule fongique se divise par simple mitose.
La conservation intégrale du genotype assure la propagation de lignées stables.

Les spores sont produites par des structures différenciées, ou spécialisées, issues du
thalle. Ces structures varient selon les groupes de champignons (Chabasse et al.,
1999).

On distingue, selon les modalités de production de segments du thalle, *les :

v Arthrospores : ex. Geotrichum , Trichosporon

v" Chlamydospores (organe de résistance formé a partir du thalle) : ex. Candida
albicans, Histoplasma capsulatum
Il existe une autre catégorie de mitospores (Spores asexuées) prenant naissance sur
le thalle, sur des conidiospores, dans un sporange ou sur le thalle lui-méme.
Ces spores sont des éléments neoformés, formés par mitose. Ces mitospores sont
appelées :

v' Blastospores chez les levures : ex. Candida albicans

v' Conidiospores ou Conidies, spores externes, terminales ou latérales, caduques
chez les ascomycetes : ex. Penicillium, Aspergillus ;

v’ Dictyospores (spores murales) ;

v Sporocystospore , spore internes, prenant naissance dans le sporange chez les
zygomycétes : ex. Rhizopus nigricans. (Ripert, 2013).

La reproduction sexuée (stade téléomorphe)

Elle est basée sur la succession de 3 événements :

R/

% Laplasmogamie : fusion de cellules ou d’articles spécialisés avec mise en commun
des cytoplasmes :

% La caryogamie : fusion des deux noyaux haploides pour former un zygote diploide.
Cette fusion peut se réaliser tardivement aprés la plasmogamie

% La méiose, qui sera suivie d’une mitose

C’est ce dernier processus qui permet le brassage des génes, la ségrégation des
caracteres parentaux et le retour a 1’haploidie.

Elle fait appelle a 4 types de méiospores , selon les especes de champignons :
I’0ospore , la zygospore, I’ascospore, la basidiospore (Chabasse et al., 1999).
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I.4. Place des champignons émergents en mycologie médicale

En mycologie médicale, il est pratique de distinguer plusieurs catégories de
champignons potentiellement pathogeénes pour I’homme, en fonction de leur degré de
virulence et de leur compétence au parasitisme.

Les especes rencontrées sont essentiellement des Ascomycetes ou des formes
asexuées (Deutéromycetes) apparentés a ces derniers plus rarement des Zygomycetes
(Mucorales) et des Basidiomycetes.

Nous passerons en revue les différents groupes de champignons ; levures ( Candida ,
Cryptococcus,...) , filamenteux ( Aspergillus, Fusarium ,Scedosporium,Alternaria ,
Exophiala, ...), dimorphiques ( Histoplasma , Coccidioides, Penicillium marneffei,..) et
les espéces assimilées d’intérét médical , en insistant sur les espéces émergentes
nouvellement décrites. (Chabasse et al., 2009).

A. Champignons adaptés au parasitisme par affinité pour un substrat sélectif

Le meilleur exemple est celui des especes kératinophiles issues du sol, dont I’avidité
pour la kératine humaine et animale est tres prononcée : les dermatophytes en sont les
meilleurs exemples. Parmi les especes réémergentes, il faut signaler la place de
Trichophyton tonsurans, agent de teigne isolé classiquement en France chez des
patients provenant du continent américain ou des Caraibes (notamment d’Haiti).
Depuis le début des années 2000, ce champignons ont été effet a I’origine de petites
épidémies de Tinea corporis gladiatorum (lésions cutanées et du cuir chevelu)
(Chabasse et al., 2009).

B. Champignons potentiellement pathogenes

Ces especes possedent des facteurs de virulence et d’adaptation au parasitisme, d’ou
la fréquence de leur isolement en situation pathologique chez I’immunodéprimé.
Certains champignons vivent en commensaux au niveau du tube digestif ou de la peau
(Candida, Malassezia, Trichosporon).

Le développement d’une mycose dépend alors d’une colonisation préalable et de
certains facteurs favorisants (terrain sous-jacent). D’autres champignons, en revanche
proviennent du milieu extérieur. Ils sont le plus souvent saprophytes, parfois
phytopathogénes ou parasites d’animaux, avec dans ce dernier contexte que sont
décrites les levures du genre Cryptococcus, ainsi qu’un certain nombre de champignons
filamenteux cosmopolites communément appelés moisissures. Il s’agit soit de
Hyalohyphomyceétes (au mycélium hyalin) comme les Aspergillus, Fusarium ou les
Scedosporium, soit de Phaeohyphomycétes (au mycélium foncé, anciennement
dénommeés dématiés) comme les Alternaria, Bipolaris, Curvularia ,Exophiala , soit des
Zygomycetes (mucorales thermophiles) : Rhizopus,Rhizomucor,....Toutes ces
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moisissures ont une tendance marquée au parasitisme, mais leur implantation et leur
diffusion chez ’homme dépendent essentiellement du terrain sous-jacent . Dans toutes
les cas la contamination se produit par voie aérienne ou par voie cutanée. Elle peut étre
d’origine nosocomiale (cathéter veineux centraux, implants,...) ou accidentelle
(colonisation de plaies ouvertes, traumatisme,...). Dans un contexte de voyage en zone
intertropicale, de redoutables champignons exotiques appelés « dimorphiques »
peuvent étre observés (Histoplasma
Blastomyces,Coccidioides,Paracoccidioides,....).1ls se présentent sous deux formes, la
forme levure (observé in vivo) et la forme filamenteuse (observé in vitro ou dans le
milieu naturel). Ils sont parfois observés plusieurs années aprés un séjour en zone
d’endémie ; cette «réactivation »fait le plus souvent suite & une immunodépression
récente. D’autres espéces tropicales, agents des chromomycoses, des mycétomes et de
la sporotrichose, ne se rencontrent habituellement que chez les migrants, dans un
contexte de «pathologie d’importation » (Chabasse et al., 2009).

C. Champignons apparemment dénues de pathogénicité

Ce sont, dans la grande majorit¢é des cas, des saprophytes de
I’environnement ou des espéces vivants en commensales, colonisant le
revétement cutané ou les muqueuses de 1’homme et/ou de 1’animal. Appelés
longtemps «contaminants de laboratoire», car isolés a partir des boites de
culture, ils étaient écartés du diagnostic. C’est dans cette catégorie que 1’on
recrute la plus part des «nouveaux» opportunistes émergents aujourd’hui.
Leur développement chez 1’hote nécessite un ¢état d’immunodépression, ou
des facteurs locaux permettant 1’implantation durable du champignon, d’ou
I’appellation de champignons opportunistes. On inclut dans cette notion de
réceptivités aussi bien des facteurs de morbidité locaux (trouble circulatoire,
ulcéres, Dbrilures,...) que généraux (déficit immunitaire qualitatif ou
quantitatif). Cependant, en dépit de leur extraordinaire diversité et de leur
remarquable adaptation (certain d’entre eux sont des parasites de végétaux),
a peine plus d’une centaine d’especes (sur les quelques milliers répertoriées
parmi les saprophytes ou les phytopathogénes) sont capables de s’implanter
chez I’homme. Tous les champignons de I’environnement ne sont donc pas
capables de s’implanter chez 1’homme, méme en cas d’affaiblissement trés
important. 11 semble que les champignons qui s’adaptent le mieux au
parasitisme appartiennent aux Ascomycétes, chez lesquels on place
désormais Pneumocystis jirocecii (malgré 1’absence de forme sexuée
connue). Les méthodes de phylogénie moléculaire ont en effet permis de
rattacher aux Ascomycétes de nombreuses moisissures environnementales
ainsi que des levures, classées initialement parmi les Deutéromycetes (Fungi
imperfecti). (Chabasse et al., 2009).
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Les levures

11.1. Définition

Les levures sont des champignons microscopiques, unicellulaire se
multipliant par bourgeonnement (blastopore) et produisant parfois du
mycélium ou pseudo mycélium. Comme touts les champignons, ce sont des
organismes heterotrophes : ils ne peuvent se développer qu’en présence de
matiéres organiques préformées. Certains d’entre eux (Malassezia) sont
lipodépendants et nécessitent pour leur croissance 1’apport d’huile en surface
du milieu du culture (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

11.2. Classification des levures

La classification des levures a beaucoup évolué au cours des 20 derniéres
années en raison du développement des techniques de laboratoire et de la
découverte de nouvelles espéces. C’est une conséquence de D'intérét
croissant porté aux champignons par les chercheurs.

Les levures sont classées selon des caracteres  morphologiques,
physiologiques et biologiques. Elles sont séparées en trois groupes selon leur
reproduction sexuée :

¢ Les Ascomyceétes : présence d’asques et d’ascospores ;
Les Basidiomycetes : présence de basides et de basidiospores ;

¢ Les Deutéromycetes: levures imparfaites pour lesquelles on ne
connait en général pas la reproduction sexuée. Mais 1’é¢tude des
caractéres biochimiques montre que certaines d’entre elles possédent
des affinités soit pour les Ascomycetes, soit pour les Basidiomycétes.
(Koenig, 1995)

Au sein des Deutéromycetes, les levures constituent la classe des
Blastomycétes, champignons se multipliant sur le mode asexuée et présentant
un thalle unicellulaire avec production de spores par bourgeonnement
(blastopores), ce qui les distingue des autres Deutéromycetes, les
Hyphomycetes et les Coelomycetes, dont le thalle est constitue de filaments
mycéliens cloisonnés, fins et réguliers (figure 4).Certaines especes de levures
sont néanmoins capables de reproduction sexuée. Ces formes sexuées (formes
parfaites) portent un nom différent de celui de la forme asexuée (forme
imparfaite). En outre, lorsque la forme parfaite est connue, 1’usage est
d’utiliser le nom de la forme sexuée, qui prend donc I’ascendance sur le stade
asexuée. A titre d’exemple, Clavispora lusitaniae est le stade sexué de
Candida lusitaniae (stade asexué). La trés grande majorité des levures dont le
stade sexué est connu, fait partie des Ascomycétes Hemiascomycétes
(Ascomycetes a thalle unicellulaire) et, pour celles rencontrées en mycologie
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médicales, de la famille de Saccharomycetaceae ou l’on retrouve notamment

les levures du genre Saccharomyces (Figure5) Parmi les Basidiomycétes,
principale levure pathogene est un Filobasidiella, F.neoformans dont

stades asexués est Cryptococcus neoformans var.neoformans. (J. Philippe

Bouchara et al., 2010)

- -
‘. -~ 1 FUNGI ‘L - -
- \ -
Sip myceéetes Septomycéates -
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Ascomycetes ‘
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T v - - .. &asldlomycéte’
- Deutéromycétes
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Blasto etes - Hyg.mycétes mycéto's' e .

> -

des Cryp occcaceae

Candid. ‘ Genre Geotrlchum
Cryptococcus

Malassezia -

- Rhodotwla - - ‘

Figure 4 : Systématique simplifiée des principales levures asexuées d’intérét médical

(J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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——————— —
FUNGI
A |
Ascomyceétes Basidiomyceéetes
Hémiascomyceéetes Teéliomyceétes
Famille des Saccharomycetaceae Famille des Filobasidiaceae
Genres Clavispora Genre Filobasidiella
Cl. lusitaniae (C. lusitaniae) F. neoformans (Cr. neoformans
Hansenula var. neoformans)
H. anomala (C. pelliculosa) F. bacillispora (Cr. neoformans
var. gattii)
Kluyveromyces
K. marxianus (C. kefyr)
Pichia
P. guilliermondii (C. guillierrmondii)
Stephanoascus
St. ciferrii (C. ciferrii)
Saccharomyces
S. cerevisiae

Figure 5: Systématique des levures d’intérét médical dont le stade sexué est
connu (le nom du stade asexué est indique  entre parenthese). (J. Philippe
Bouchara et al., 2010)

11.3. Les caracteres morphologiques

IIs sont trés importants a préciser pour I’identification des levures. Certains éléments
peuvent étre caractéristiques d’un genre ou méme d’une espece donnée. (Koenig,
1995)

11.3.1. Morphologie des levures

Les levures ont des formes variées : rondes, ovoides, ellipsoides, allongeées,
apiculées, triangulaires etc. Leur taille varie de 1a 10 um. Mais la forme et la taille
peuvent varier dans les espéces suivant les souches.

a. En milieu liquide

Formation d’un sédiment, d’un anneau, d’une pellicule.
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b. En milieu solide
Texture : crémeuse, mugueuse, coulante. Poudreuse

Couleur : la majorité des levures est de couleur blanc a beige. Un certain nombre de
levures produisent des pigments soit caroténoides : les colonies sont alors colorées en
orange a rouge (Rhodotorula sp., Sporobolomyces sp) soit non caroténoide, tel la
plucherrimine, pigment bordeaux (Metschnikowia pulcherrima).

Surface : lisse, rugueuse, cérebriforme etc. La surface se modifie souvent avec 1’age
des colonies. (Koenig, 1995)

11.3.2. Formation de vraie filamentation, de pseudofilamentation :

Les levures peuvent filamentés dans un certain nombre de cas, soit in vitro, en
fonction des milieux utilisés, soit in vivo. (Candida sp passant de 1’état saprophyte a
1’état pathogeéne). On distingue 2 types de filamentation qu’il est important de savoir
reconnaitre car ces caractéres sont utiles au diagnostic.

La pseudofilamentation : il s’agit en réalité d’une succession de bourgeons allongés,
produits en chaines ramifiées. Chaque bourgeon produit et s’allonge d’une certaine
longueur sans se détacher de la cellule mére et des bourgeons précédents. La longueur
est constante pour tous les bourgeons dans un méme filament. Le dernier bourgeon du
pseudofilament aura une longueur inférieur ou au plus égale a la longueur des
bourgeons précédents. Les parois du pseudofilament ainsi formé ne sont pas paralleles.
Il n’y pas de véritable septation mais uniquement une constriction entre chaque
bourgeon. On peut observer des bouquets de blastopores a 1’endroit des constrictions.

La vraie filamentation : il s’agit de la croissance continue du bourgeon par son
extrémité. Les parois du filament sont paralleles. Des cloisons apparaissent
secondairement pour separer les articles. Chaque article a la méme longueur. Le
dernier article aura une longueur toujours supérieure a celle des articles précédents.
Des ramifications peuvent se produire. (Koenig, 1995)

11.3.3. Arthrospores

Les arthrospores sont des spores formées par certaines levures qui présentent une
vrai filamentation. Des cloisons trés rapprochées se forment a partir de 1’ extrémité du
filament. Puis le filament se désarticule au niveau des cloisons libérant des
arthrospores rectangulaires. Le filament prend alors un aspect en zig-zig. Les
arthrospores, une fois libérées vont s’ovaliser et sont capables de bourgeonner ou de
filamentés a nouveau. Ce mode de reproduction est caractéristique du genre
Trichosporon (Koenig, 1995)
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11.3.4. Chlamydospores et Blastospores

La formation d’un certain type de chlamydospores est particuliére a 1’espéce
Candida albicans.

Il s’agit de spores rondes, de grande taille, (10 a 15), a paroi épaisse qui se forme
sur les filaments. Elles sont toujours terminales, on ne connait pas leur signification,
contrairement aux chlamydospores observées dans d’autre champignon, elles ne
filamentent jamais. On les obtient facilement sur des milieux particuliérs et servent au
diagnostic de 1’espece.

Les blastospores sont caractéristiques de certain genre de levures : Sporobolomyces.
Ces spores sont produites au sommet d’une protubérance de la cellule mere et sont
ensuite éjectées. A distance grace a un mécanisme de « goutte ». (Koenig, 1995)

11.3.5. Formation de tube de la germination

Caractéristique de Candida albicans : les levures de cette espece sont capable de
former en moins de 4 heurs, un tube de filamentation trés mince, lorsqu’elles sont
incubées dans un sérum a 37° (Koenig, 1995)

I1.4. Les caractéres physiologiques :

Les levures produisent 1’énergie nécessaire a leur synthése en oxydant et/ou
en fermentent certains composées est utilisée dans le diagnostic de levures.
(Koenig, 1995)

11.4.1. Les composés carbonés

On étudiera :

e L’auxanogramme ou assimilation des sucres. Un nombre restreint de sucres
est étudié. On choisit ceux qui ont le meilleur pouvoir discriminant.

e Lezymogramme ou fermentation des sucres. Pour pouvoir fermenter un sucre,
la levure doit étre capable de 1’assimiler. En pratique courante, on étudie la
fermentation du glucose, du maltose et du tréhalose. (Koenig, 1995)

11.4.2. Les Composes azotés

Les levures sont capables d’utiliser une grande variété de source d’azote. Un certain
nombre de genres de levures sont incapables d’utiliser les nitrates. En pratique
courante, on étudie 1’assimilation du nitrate de potassium.

Hydrolyse de I’urée : si les levures sont pratiquement toutes capables d’utiliser de
faibles concentrations d’urée comme seule source d’azote, toutes n’ont pas la
possibilité d’hydrolyser de fortes concentrations d’urée en ammonium. Cette capacite,
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généralement absente parmi les levures ascosporées, est particulierement marquée
parmi les genres Cryptococcus et Rhodotorula (Koenig, 1995)

11.4.3. La réduction du tétrazolium

Certaines levures sont capables de réduire les sels de tétrazolium et de les
transformer en un composé coloré : le formazan qui, incorporé dans la levure, va
colorer la colonie. Ainsi, sur le milieu de Sabouraud contenant des sels de tétrazolium
, Candida tropicalis qui réduit fortement les sels de tétrazolium sera coloré en violet,
Candida albicans ,qui ne les réduit pratiquement pas restera blanc. (Koenig, 1995)

11.4.4. La résistance a la cycloheximide (Actidionne)

La cycloheximide est un antifongique qui empéche les moisissures a pousser sur les
milieux de Sabouraud contenant ce produit. Certaines levures sont sensibles a ce
produit. D’autre telles Candida albicans sont résistantes. (Koenig, 1995)

11.4.5. Activité phénoloxydase

La synthése de pigments mélaniques a partir de phénols est caractéristique de
Cyptococcus neoformans. Cette propriété utilisée pour I’identification de cette levure
se recherche sur des milieux a base de graines de Niger( un milieu sélectif) (Guizotia
abyssinica) ou sur des milieux a I’acide caféique. Ensemencé sur de tels milieux,
Cryptococcus neoformans se colore en brun foncé a noir. (Koenig, 1995)

11.4.6. Croissance a 37°C

La majorité des levures se développe a une température comprise entre 20° et 28°.
Certaines peuvent pousser jusqu’a 45° (parmi les genres Kluyveromyces ou
Hansenula).la possibilité de croissance a 37° pour une levure est un facteur de
pathogénicité pour I’espece humain. On peut donc tester la croissance d’une levure a
37° pour Vérifier son pouvoir pathogene. (Koenig, 1995)

11.4.7.Autres caractéres physiologiques
e Dbesoins vitaminiques,
e hydrolyse de I’arbutine, des graisses,

o formation des composés amyloides,
e tolérance a I’acide acétique a 1%. (Koenig, 1995)
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La physiopathologie des Candidoses superficielles

I.  Les mycoses superficielles

Les mycoses superficielles sont des maladies infectieuses trés fréquentes de la peau, des
phanéres et des muqueuses dues a des champignons microscopiques : levures, dermatophytes
et moisissures. Les levures sont représentées par le genre Candida et par le genre Malassezia.
Elles ont une forme arrondie et se reproduisent par bourgeonnement ou en formant des pseudo-
filaments.

Les levures du genre Candida ont une affinité pour les muqueuses, la peau et les phaneres.
Malassezia est 1’agent responsable de Pityriasis versicolor.

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux, kératinophiles et kératinolytiques
qui se développent préférentiellement dans la couche cornée de la peau et des phaneres.

Les moisissures sont rarement responsables d’infection cutanée superficielle. Elles
surviennent surtout chez un sujet immunodéprimé. (El Euch et al., 2014).

Il. les candidoses superficielles

Ce sont des infections provoquées par des levures du genre Candida .Elles résultent
d’interactions complexes entre Candida et un hote devenu susceptible a ’infection pour des
raisons diverses.

La levure vit dans les conditions naturelles en saprophyte, sous forme de blastospores. Dans
ce cas, elle est présente en faible quantité dans le site, en équilibre avec la flore locale.

En cas de colonisation, la levure se multiplie, sous forme de blastospores, en quantité plus
importante qu’habituellement parce que des conditions locales le lui permettent. Dans ce cas,
c’est le terrain qu’il faut traiter. Cette colonisation traduit une situation locale anormale. En
cas d’infection proprement dite ou candidose, la levure passe d’un état saprophyte a un état
parasitaire. Elle développe une forme pseudo-filamenteuse ou filamenteuse capable d’adhérer
et d’envabhir les tissus et est responsable des symptdmes observés. Dans ce cas il faut traiter la
candidose et évaluer les facteurs de risques, exogénes ou endogenes.

Parmi les nombreuses espéces appartenant au genre Candida (environ 200) principalement
12 sont impliquées dans les candidoses. La plus fréquente est Candida albicans représente
plus de 60 % des levures isolées chez I’homme. C’est une commensale des cavités naturelles
et en particulier du tube digestif et de la cavité vaginale chez la femme. D’autre especes sont
rencontrés en pathologie humaine et par ordre de fréquence décroissante, il s’agit de Candida
glabrata , Candida tropicalis , Candida dubliniensis ,Candida nivariensis . Elles sont toutes
des levures opportunistes profitant d’un dysfonctionnement du systéme immunitaire. Plusieurs
facteurs sont susceptibles de favoriser le passage a la pathogeénicité de ces champignons
opportunistes (age, facteurs locaux, terrain immunodéprime, médication, etc...) (El Euch et
al., 2014).
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I1.1. Agent pathogéne

Les levures du genre Candida sont les plus fréquentes en pathologie humaine Elles
représentent prés de 83 % de toutes les levures isolées chez ’homme. C’est bien sur
I’espéce C.albicans qui est la plus fréquente, puisque saprophyte de tube digestif de
I’homme (Koenig, 1995). Le genre Candida compte un peu moins de 200 especes et
regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, a bourgeonnement multilatéral,
capable de former des filaments (par exemple C.albicans) ou non ( par exemple C.glabrata
) et donnant des colonies blanches et crémeuses en culture. Il est difficile de détailler
I’ensemble des particularités des différents Candida (Anofel, 2016).

11.2. Organisation et structure générale du genre Candida

¢  Taxonomie : (Sabra, 2013)
Régne : Champignon.
Division : Ascomycota.
Classe : Hemiascomycetes .
Ordre :Saccharomycétale.
Famille : Candidaceae.

Genre : Candida.

La paroi de la levure de genre Candida est une structure en perpétuelle évolution, cette
paroi joue un réle important de protection contre les attaques physico-chimiques de
I’environnement, lui conférant sa forme et par laquelle passe la majorité¢ des régulations
avec I’hdte. Ses couches les plus internes sont formées d’un réseau trés dense de
polysaccharides et le composant majeur de la paroi est le p-(1,3) glucanes associés a des
B-(1,6) glucanes et a la chitine (polymére de $ (1,4) glucosamine acétylée). Ces polymeres
forment des microfibrilles liées par des liaisons hydrogénes, et se situent dans les couches
les plus basales de la paroi. Le reste est composé de protéines généralement fortement
mannosylées, que 1’on retrouve principalement sur les couches externes (Poulain, 2013)
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11.3. Epidemiologie et Incidence

L’épidémiologie des Candidoses s’est considérablement modifiée ces derniéres années
avec 1’apparition de nouvelles espéces (exemple : C.dubliniensis) dont la liste s’accroit
régulierement. Un meilleur diagnostic mycologique en est manifestement une des raisons
(Develoux et Bretagne, 2005)

Il.3.1. Les principales especes

a. Candida albicans

Parmi les levures, C.albicans est la principale espéce d’intérét médical puisqu’elle
représente au moins 60 % des isolements de la levure en pratique médicale. Candida
albicans est avant tout un commensal des cavités naturelles de I’homme, en particulier du
tube digestif de I’homme. On le retrouve aussi dans la flore intestinale de divers
mammiferes et oiseaux. Chez ’homme, cette levure est aussi isolée des voies génito-
urinaires. Dans ces sites, C.albicans est en équilibre avec les flores bactériennes locales qui
maintiennent la population de levures a une faible densité. Candida albicans , en revanche
ne fait pas partie de la flore cutanée de 1’individu sain. Il peut se développer par contre sur
un épithélium Iésé. Levure opportuniste par excellence, C.albicans profitera d’un
déséquilibre de la flore endogeéne ou d’un déficit immunitaire pour se multiplier et se
comporter en véritable pathogene pouvant envahir un certain nombre de tissus. Candida
albicans est responsable d’environ 50% & 60% des candidoses invasives. Cependant, son
importance relative décroit depuis quelques années au profit des autres especes groupées
sous le terme de levures non albicans. (J. Philippe Bouchara et al., 2010).

b. Candida glabrata

Cette levure a pris une place tres importante en pathologie humaine. Bien qu’elle est
peut étre isolée occasionnellement dans le milieu extérieur il semble bien que ce soit une
levure saprophyte des vois génito-urinaires chez I’homme. On ne I’isole habituellement
pas des préléevements cutanés. Son incidence a augmenté de fagon considérable au cours
ces dernieres années. Elle représente actuellement prés de 10 % de toutes les levures isolées
chez I’homme. C’est la deuxiéme en importance apres C.albicans mais son incidence
dépend de ’origine des prélevements. Elle est retrouvée dans 13.8% des prélevements
digestifs et dans 22.4% des prélevements urinaires particulierement les femmes. Dans les
prélevements vaginaux elle prend la deuxiéme place (9.1%) apres C.albicans et provoque
de Vvéritables vaginites. Son association avec C.albicans dans les prélevements est tres
fréquente. Ayant pratiqguement les mémes caracteres macroscopiques que C.albicans. On
ne la détecte pas si 1’on se contente d’une identification rapide de cette derniére par un test
de blastese.

Son role pathogene est redoutable. C’est le troisieme agent de septicémie fongique son
incidence est probablement sous-estimée dans cette localisation. En effet cette levure
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pousse difficilement et tardivement sur les milieux de bactériologie utilisée pour les
hémocultures. Il faut donc absolument ensemencer des milieux type Sabouraud.

Un des facteurs qui contribue certainement a I’augmentation de son incidence et sa
résistance de plus en plus fréquente a de nombreux antifongiques et du particulierement
aux azolés tels le ketoconazole ou le fluconazole et la frequence des chimioprophylaxies
par ces antifongiques, chez des malades a risque ce qui favorise sa sélection (Koenig,
1995).

c. Candida tropicalis

Candida tropicalis est un saprophyte du milieu extérieur (sol, eau, air). Il peut aussi se
comporter comme un commensal des voies digestives et génito-urinaires chez I'nomme,
mais aussi de la peau saine. Son incidence en Europe ne dépasse pas 10%. La virulence de
cette levure est voisine de celle de C.albicans. On la rencontre plus fréquemment chez
I'adulte que chez I’enfant. Candida tropicalis est a I'origine d'environ 10% des candidoses
invasives, en particulier en oncohématologie, chez les patients neutropéniques et les greffés
de moelle osseuses (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

d. Candida parapsilosis

Candida parapsilosis est une levure commensale de la peau et des phaneres ou elle peut
étre parfois a l'origine de lésions, notamment d'onyxis. Apres C. albicans, c'est la
deuxieme levure en fréquence dans des états de septicémies provoquées par des implants
intra-vasculaires, par la nutrition parentérale, ou par des cathéters souillés. Ces fongémies
s'observent principalement chez les patients non cancéreux, et plus particulierement chez
I'enfant, mais la létalité associée aux fongémies a C. parapsilosis reste toutefois inférieure
a celle des fongémies engendrées par les autres especes du genre Candida. (J. Philippe
Bouchara et al., 2010)

e. Candida krusei

Candida krusei est un saprophyte du milieu extérieur. L'émergence de cette levure
d'origine alimentaire a été attribuée a la pression de sélection exercée par les antifongiques
azolés (fluconazole). Elle est a I'origine de septicémies, surtout chez les patients cancéreux
neutropéniques. Paradoxalement, son incidence reste faible chez les patients infectés par le
VIH et soumis a une chimio prophylaxie antifongique a base d'azolés. (J. Philippe
Bouchara et al., 2010)

f. Candida famata

Cette levure répandue dans le milieu extérieur est isolée principalement de la peau chez
I’homme. Elle est relativement fréquente dans cette localisation ou elle représente 6.3%
des levures isolées. Son role pathogene dans les intertrigos interdigitaux plantaires et les
onyxis doit étre discuté en fonction des résultats de 1’examen direct et de son abondance
en culture pure.

On peut également la retrouver dans le tube digestif, et méme dans le sang, la porte d’entrée

22



La physiopathologie des Candidoses superficielles

étant généralement le cathéter (Koenig, 1995)
g. Candida dubliniensis

Cette espéce émergente, tres proche de C. albicans, a été décrite a la suite de I'apparition
du sida ou elle est impliquée dans des candidoses oropharyngées. Son incidence au cours
des candidémies reste cependant faible. L'amélioration des outils d'identification de cette
nouvelle espéce devrait permettre de mieux cerner sa prévalence en dehors du sida.
(J. Philippe Bouchara et al., 2010)

h. Candida guilliermondii

Candida guilliermondii a été isolé de 1’air de I’eau de mer, de produits alimentaires et
du tube digestif de nombreux animaux. Chez I’homme, on la retrouve rarement dans le tube
digestif, plus volontiers sur la peau (8.2% des levures). Elle peut provoquer des mycoses
cutanées a type d’intertrigo interdigitaux plantaire et des onyxis (pieds surtout). Elle a été
décrite comme un responsable de septicémies (Koenig, 1995)

i. Candida kefyr

Candida kefyr est issu de produits laitiers fermentés (fromages, ...) est un Commensal
des muqueuses digestives et respiratoires. Cette levure peut étre a I’origine de septicémies.
Sa sensibilité au fluconazole est treés variable. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

J. Candida lusitaniae

Candida lusitaniae colonise le tube digestif de I'hnomme et de nombreux animaux
(mammifeéres, oiseaux). C'est une levure considérée comme émergente, notamment chez
les patients immunodéprimés (cancereux, greffés de moelle) ou hospitalisés dans des Unités
de Soins Intensifs ou elle est a l'origine de petites épidémies. De nombreux isolats pré-
sentent une résistance primaire a I'amphoteéricine B. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

k. Autres Candida non albicans
D'autres especes non albicans sont plus rarement ou exceptionnellement rencontrées.

Il s'agit de C. humicola, C. inconspicua, C. lipolytica, C. pulcherrima, C. norvegensis,
C. rugosa, C. haemulonii , C. zeylanoides et C.sake . (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

11.3.2. Les principaux facteurs favorisants :

Les Candida sont des levures endogenes ou exogenes, dont le pouvoir pathogéne ne
s’exprime qu’en présence des facteurs favorisants (facteurs intrinséques, facteurs
extrinseques) (Anofel, 2014).
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11.3.2.1. Les facteurs intrinséques (liés a I’hote) :

a. Facteurs physiologiques :

Parmi les facteurs intrinseques, il faut citer les ages extrémes de la vie. En effet, le
nouveau né est particulierement vulnérable ; chez la femme enceinte surtout a partir du 3
éme trimestre de la grossesse, la fréquence des candidoses vaginales est 3 & 4 fois plus
élevée. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

b. Facteurs locaux

La transpiration, la macération, la chaleur et I’humidité, de méme que I’altération de la
trophicité  des muqueuses, irritations chroniques et le pH acide, favorisent le
développement des candidoses (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

c. Facteurs généraux :

« Terrain ou maladies sous-jacentes :

Les hémopathies malignes et les cancers, ainsi que toutes les maladies qui
entrainent un affaiblissement de 1’état général ou une altération profonde et durable
de I’'immunité, sont susceptibles de générer une candidose. Parmi ces infections,
citons le sida, le diabéte et autres endocrinopathies (J. Philippe Bouchara et al.,
2010).

11.3.2.2. Les facteurs extrinseques et/ ou iatrogenes :

a. Traitements médicamenteux

L’antibiothérapie a large spectre, surtout si elle est prolongé au-dela du 8™ jour,
augmente la colonisation digestive par les Candida et peut étre dans un deuxieme temps
a Dorigine dune candidose digestive. Les traitements immunosuppresseurs
(antimitotiques, corticoides,..) peuvent avoir le méme effet. Les ulcéres digestifs générés
par les traitements cytolytiques et colonisés par les levures commensales sont une porte
d’entrée classique des Candida. Ils se compliquent d une candidose chronique disséminée
en cas de neutropénie profonde et prolongée (J. Philippe Bouchara et al., 2010).

b. Traitements et /ou manceuvres chirurgicales

Les gestes chirurgicaux (chirurgie digestive, cardiaque) constituent un facteur de risque
de candidoses (Candida albicans ou Candida glabrata), la transplantation d’organe. La
mise en place de cathéters centraux, de dispositifs intra-vasculaires, de prothéses ou de
sondes expose au risque de septicémie a Candida (J. Philippe Bouchara et al., 2010).

11.4. Les facteurs de virulence

Les Candida comme beaucoup d’autres agents fongiques, possedent des

facteurs de virulence qui leur permettent d’échapper au systéme immunitaire et
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infecter les tissus. Des études sont réalisées concernent la caractérisation des
facteurs impliquées dans la pathogénicité de Candida (Candida albicans) et sa
capacité a croitre et coloniser dans un environnement hostile (soit & des cellules
hdote ou substrats abiotiques). La possibilité de la levure de changer de
morphologie et de sécréter des enzymes hydrolytiques jouent un role important
dans la virulence, aussi la capacité des Candida a résister aux antifongiques est
également déterminante. (Sabra, 2013)

Candida albicans reste le modele des études actuelle sur les Candida ce qui fait  cette
espece la plus étudiée parmi ce genre.

a) Adhérence

Le principal mécanisme d’adhérence des champignons repose sur la reconnaissance
spécifique entre des adhésines fongiques et des récepteurs de 1’hdte. Il permet aux
champignons de résister aux forces physiques qui peuvent les éliminer. Des recherches
fondamentales sur 1’adhérence ont été principalement réalisées chez Candida.

Les adhésines de Candida sont multiples, la suppression d’une seule adhésine n’induit
généralement qu’une réduction partielle de 1’adhérence par rapport a la souche sauvage.
Cela est probablement du au fait que plusieurs adhésines intervenant dans 1’adhérence
(Baldo et al., 2007)

= La famille des genes ALS (Agglutinin-like sequence)

Chez C.albican huit protéines ALS connus, ALSsp a été isolé comme le plus
important en raison de sa vaste régulation pendant I’infection et de lier les cadhérines
(E-Cadherine) présente a la surface des cellules endothéliales ou épithéliales et induire
I’endocytose. (Rosa, 2015).

L’adhésine ALSip permet I’adhérence de Candida albicans aux cellules
endothéliales vasculaires et aux cellules épithéliales buccales par contre ALSs p, ALSe
p, ALS7 p n’interviennent pas dans 1’adhérence de C.albicans a ces cellules. (Baldo
et al., 2007)

Des études ont été prises en considération pour 1’adhésion de C.parapsilosis
pendant I’infection montre que 5 génes ALS ont éte identifiés.

L’adhérence de C.tropicalis sur les cellules humaines et sur les surfaces abiotiques
3 genes ALS reconnues et comme ces génes contribuent a 1’adhésion n’a pas encore
été étudiée. (Rosa, 2015).

= La protéine pariétale Hwpl (Hyphal wall protein)

L’adhésine Hwpl de C.albicans s’est également révélée importante lors d’infection
des muqueuses buccales et cesophagiennes (Baldo et al., 2007) . Est une
mannoprotéine exprimée a la surface de la paroi, et elle est spécifique du stade hyphal
de C.albicans. La partie N-terminale de Hwp1, riche en proline et glutamine, est un
substrat pour la transglutaminases humaines (cellules épithéliales notamment
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buccales).

Hwpl interagit avec ALS3p pour contribuer a la formation des biofilms. (Poulain,
2013).

= L’Intl (Integrin-like protein)

Cette protéine intervenant dans I’adhérence aux cellules épithéliales et dans la
morphogenese de C.albicans .En effet I’inactivation du géne INT1 supprime et inhibe
la filamentation, diminue de 39 % I’adhérence aux cellules épithéliales et réduit la
virulence. (Baldo et al., 2007)

= Camps 65p (anciennement appelée MP 65)

Une mannoprotéine de 65 KDa présente au niveau de la paroi cellulaire tant des
formes levures que filamenteuses de C.albicans. Son réle important dans 1’adhérence
aux cellules epithéliales vaginales (Baldo et al., 2007)

= Les adhésines de type lectine

Des lectines ont été identifiées chez C.albicans et C.glabrata, chez C.albicans des
lectines de la paroi fongique se lient a des glycoprotéines de surface ou du N-acétyl-
D-glucosamine, chez C.glabrata une famille de génes EPA (epithelial adhesin). La

lectine Epal est impliquée dans I’adhérence aux cellules épithéliales (Baldo et al.,
2007)

Ce dernier possede une forte affinité pour lier aux matériels protéiques donc une
explication possible a I’augmentation de I’infection a C.glabrata qui du

principalement a 1’utilisation accrue des dentiers prothétiques, les cathéters....etc.
(Rosa, 2015).

= | es adhésines fibrillaires

La couche externe de la paroi fongique de C.albicans est composée principalement
de mannoprotéines formant un matériel dense visible en microscopie électronique est
constitué d’appendices fibrillaires de 100 a 300 nm de long et de 5 nm de large ,ont
démontré que ces fibrilles interviennent dans 1’adhérence de C.albicans en se liant a
un récepteur lipidique , le glycosphingolipide lactosylcéramide, présent au niveau des
Cellules épithéliales buccales. (Baldo et al., 2007)

b) Pénetration tissulaire

La pénétration tissulaire nécessite aussi des équipements enzymatiques complexes, tout
particulierement lorsqu’elle s’opéere dans des tissus comportant des scléroprotéines tels que
I’ongle, les épithéliales cesophagiens ou vaginaux. Parmi plus de 40 enzymes décrites chez
C.albicans, les protéases, la lysophospholipase a été décrite comme intervenant dans la
lyse tissulaire (poulain, 1990)

Le genre Candida est un groupe qui peut se développer en plusieurs morphologies
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distinctes la forme morphologique connue est le forme de levure arrondie, mais aussi
on a la transformation levure-mycélium, les hyphes (unité de construction de
mycélium) se forment comme une projection du tube germinatif de la cellule mere et
formant des branches qui sont divisées par des septa. Les pseudohyphes peuvent
également se former en bourgeonnement a partir de la cellule mére mais qui se ne
détachent pas et s’étendent vers 1’extérieur en véritable hyphes (Rosa, 2015).

c) Production des enzymes hydrolytiques

Genre Candida sécrete plusieurs enzymes hydrolytiques qui sont protéases,
phospholipases, lipases qui jouent un réle prépondérant dans différents aspects du
processus infectieux. (Rosa, 2015).

+« La famille des Sap (Secreted Aspartyl Proteinase)

Elles sont parmi les enzymes de C.albicans nécessaires a la perturbation et la
dégradation des membranes de 1’hote dix génes codant pour des protéases aspartiques
sécrétées (Saps). Certains ayant un réle plus important dans la pathogénicité que
d’autres. Sapl-3 ont démontré leur responsabilité dans la destruction de 1’épithélium de
I’hote (buccale), Sap5-6 ont été lies a la formation d’hyphes et d’infections de
Candidose invasive. Sap8 est 1’acteur principale dans I’infection Candidosique ou il &
été démontré qu’il est trés élevé dans les biofilms mature.

Pour les especes non albicans et leur sécrétion a été identifiées chez C.glabrata
mais la classe de protéinases n’a pas été spécifiée, 3 génes Sap ont été identifiés pour
C.parapsilosis mais ils sont restés relativement inexplorés (Rosa, 2015).

« La protéine PIbl (phospholipase B1), lipases

C.albicans produit plusieurs classes qui sont séparées en 4 groupes [A-D], le
phospholipase B (PIb1) hydrolyse les phospholipides en acide gras et endommage la
membrane de la cellule hote et exposer potentiellement les sites d’adhésion. Les
lipases sont impliquées dans la perturbation de la membrane cellulaire via I’hydrolyse
de triacylglécérols (Rosa, 2015).

+» Les Sod (Superoxyde dismutases), la catalase

Sont des enzymes antioxydant (Sodl, Sod5), et la catalase (Ctall) protégent contre
le mécanisme oxydatif produit pendant la phagocytose macrophagique (dans le
phagolysosome). (Rosa, 2015).
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11.5. Aspects cliniques

11.5.1 Candidoses mugueuses

A. candidoses oropharyngées

Des levures du genre Candida sont isolées des muqueuses buccales chez les individus
sains. Les pics de prévalence sont observés chez I’enfant de moins de 18 mois et le sujet
agé. Dans le premier cas interviendrait une immaturité du systeme immunitaire, dans le
second la fréquence du port de protheses dentaires. De nombreux facteurs favorisent la
survenue d’une candidose oropharyngée. Ainsi, toute altération de la muqueuse buccale
peut constituer le lit d’'une candidose : traumatisme consécutif au port d’une prothese,
cancer de la sphere ORL, ulcération dues a des cytotoxiques, irradiations.... Les facteurs
iatrogenes peuvent étre locaux (corticoide inhalés) ou généraux (antibiotiques a large
spectre, immunosuppresseurs, corticoides, neuroleptiques). L’hyposialie représente
I’une des principales causes du développement des candidoses buccales. Parmi les
autres terrains favorisants, il faut citer I’infection par le VIH, les tumeurs solides, les
hémopathies malignes, le diabéte ou d’autres endocrinopathies, ainsi que la
malnutrition.(Anofel, 2016)

¢ la candidose pseudomembraneuse ou « Muguet» :

Est la plus classique .Elle débute par un érytheme de la muqueuse .En quelques
jours apparaissent des lésions blanchatres, fermes, qui vont confluer, donnant des
membranes de couleurs blanc jaunatre sur une muqueuses inflammatoire. Plus ou
moins envahissantes, adhérentes aux muqueuses, elles peuvent intéresser toute la
muqueuse buccale et envahir le pharynx et I’cesophage chez 1I’'immunodéprimé.
(Anofel, 2016) et une évolution chronique est possible .Les signes fonctionnels
sont une sécheresse avec sensation de soif et de la cuisson de la bouche (Hochedez
etal., 2007). Le patient se plaint d’un gout métallique et peut présenter dysgueusie
et dysphagie (J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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e lacandidose érythémateuse atrophique :

Est une complication observée chez les patients infectés par le VIH et les
porteurs de prothése dentaire. Les Iésions sont alors multifocales (palais, dos de la
langue). (Anofel, 2016).La mugueuse est érythémateuse, lissante, la langue rouge
et dépaillée. Le patient ressent une sensation de brdlure douloureuse (J. Philippe
Bouchara et al., 2010)

e la candidose hyperplasique ou pseudotumorale :

Il existe des plaques bourgeonnantes, hyperkératosiques voire papillomateuses
qui siége au niveau de la langue ou de la muqueuse jugale. Les plaques sont
adhérentes, difficilement détachables. Cette forme

S’observe plus volontiers chez les fumeurs et il existerait un risque de
transformation maligne de ce type de Iésion (Anofel, 2016).

e La langue noire villeuse :

Caractérisée par une hypertrophie de I’extrémité des papilles (villosités) qui prenant
une couleur noir ne sont pas des candidoses (Anofel, 2016) .Cette couleur noire en surface
est due al’oxygénation et aux pigments produits certaines bactéries ; la langue noire
villeuse est rarement d’origine fongique (J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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e La langue fissurée /scrotale/ plicaturée :

Cette glossite serait de cause génétique, mais 1’éthiologie est encore inconnue. Elle est
souvent observée au sein d’une lignée familiale. La transmission se ferait sur un mode
automosique dominant irrégulier. Cliniqguement, On observe une langue fissurée dont le
dos est recouvert de sillons qui forment a certains endroits de véritables fissures. La langue
fissurée peut également étre colonisée par candida albicans ainsi que par des aliments, ce
qui favorisera son inflammation et I’apparition de douleurs de type brulures et irritantes
.La langue fissurée est fréquentes chez les patients atteints de trisomie (Thibaut
JEANDET, 2013)

e Lalangue géographique :

Est souvent associée a la langue fissuré .A partir d’un point central la muqueuse
desquame de maniere centrifuge délimitant des zones érythémateuses a bordure blanche un
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peu surélevée, cette desquamation donne un aspect de carte géographique a la surface de
la langue d’ou sa dénomination. (Thibaut JEANDET, 2013)

e Laperleche et la chéilite :

La perleche accompagne volontiers les candidoses oropharyngées .Elle correspond a une
inflammation de la commissure labiale et realise une fissure humide, érythémateuse,
squameuse ou crolteuse souvent bilatérale(Anofel, 2016). La chéilite candidosique est
caractérisée par un érythéme des lévres associé a un cedéme et a une desquamation avec
sensation de brulure. (Hochedez et al., 2007).
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B. Candidoses digestives

¢ Candidose cesophagienne :

Elle est associée a une candidose oropharyngée non traitée et se rencontre
souvent chez des patients infectés par le VIH avec un taux de lymphocytes CD4
inférieur & 100/mm3. Elle se traduit par une dysphagie douloureuse accompagnée
des brllures rétro-sternales, et parfois de vomissements et d’un hoquet. C’est
I’examen endoscopique qui permet le diagnostic en révélant des plaques
membraneuses épaisses réduisant la lumiere oesophagienne. (J. Philippe
Bouchara et al., 2010)

¢ Lacandidose gastrique :

Elle complique la candidose cesophagienne. Elle se traduit a 1’examen
endoscopique par une mugueuse inflammatoire recouverte de dépdts membraneux
d’aspect nacré. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

3 La candidose intestinale :

La clinique est peu spécifique : diarrhées, douleurs abdominales, météorisme
avec émission de gaz. La numération des levures dans les selles permet d’en
suspecter I’existence. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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. La candidose anale :

Elle complique le plus souvent une antibiothérapie prolongée (Hochedez et al.,
2007). Et se traduit par des lésions péri-anales rouges parsemées de petits éléments
maculo-papuleux et un érytheme suintant. Le prurit anal est habituel dans cette
localisation. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

C. Candidoses génito-urinaires
¢ Vulvo-vaginite a Candida ou candidose vulvovaginale :

La candidose vulvo-vaginale (CVV) est un motif de consultation fréquent en
gynécologie infectieuse. Elle occupe le second rang apreés la vaginose bactérienne.
C’est une infection mycosique caractérisée par des leucorrhées blanchatres (lait
caillé), d’aspect crémeux ou grumeleux. (Amouri et al., 2010)

Les signes fonctionnels associent: prurit vulvaire, brdlure, dysurie et
dyspareunie, Les muqueuses sont érythémateuses et cedématiées. Elle peut
s’étendre jusqu’aux plis inguinaux et interfessiers (Hochedez et al., 2007). La
candidose vaginale n’est pas considérée comme une infection sexuellement
transmissible (IST). . (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

La CCV est multifactorielle. Elle peut étre la conséquence de 1’exposition de la

femme a I’un des facteurs de risque telle que Estrogenes (hormonaux dépendante,
La grossesse) le diabéte, antibiothérapie a large spectre, VIH et les facteurs
associés aux comportements (I’hygiéne vestimentaire, 1’hygiéne intime) (Amouri
et al., 2010).
On parle de vulvovaginites récidivantes par la survenue de plus de quatre
épisodes de candidoses vaginales par ans .Candida albicans représente 85 a 90 %
des isolements, suivie de C.glabrata (5 a 10 %) ,C.tropicalis (3 a 5%) ,
C.parapsilosis (3 a 5%) .Les autres cas (moins de 3 % des candidoses vaginales
récidivantes) sont due a d’autres espéces telles que Candida krusei , C.kefyr et
C.guilliermondii. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

Candidose vaginale récidivante peut étre la premiére manifestation clinique de
I’infection a VIH chez une femme séropositive. (Anofel, 2016)
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+ Balanite et balanoprostatite a Candida :

Chez I’homme, la candidose génitale se manifeste par une balanite. Le début se
fait dans le sillon balanopréputial par un érythéme qui intéresse le gland et le
prépuce. De petites vésicules sont présentes a sa surface, ainsi que des papules avec
souvent des plaques blanchatres (Anofel, 2016) un cedéme est présent dans les
formes séveres. Une forme particuliere, récurrente, se manifeste apres un rapport
sexuel non protégé. Elle se traduit également par un érytheme prurigineux mais les
examens mycologiques sont négatifs. Cette forme clinique représenterait une
réaction hypersensibilité immédiate & des Candida présente dans les sécrétions
vaginales de la partenaire (Develoux et Bretagne, 2014)

* Candidoses urinaires :

La candidurie est fréquente chez les sujets hospitalisés, en particulier dans les
services d’urologie, de grands bralés, ou de réanimation.
Les Candida peuvent atteindre 1’appareille urinaire par voie rétrograde a partir d’un
foyer de localisation (flore digestive ou vaginale) ou plus rarement par voie
systémique. Parmi les facteurs favorisants, on reléve les ages extrémes de la vie,
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une immunosuppression, les malformations de 1I’appareille urinaire, les manceuvres
sur les voies urinaires, 1’usage de matériel étranger et de sondes. Candida albicans
est la principale espeéce impliquée mais d’autres espéces sont de plus en plus isolées
comme C.glabrata et dans une moindre mesure C.tropicalis .Seuls 4 a 14 % des
patients avec candidurie présentent des symptdmes urinaires , soit parce qu’il n’y a
pas de réponse inflammatoire soit parce que le patient est dans 1I’impossibilit¢ de
communiquer .Quand il ya des manifestations cliniques, celles-ci sont similaires a
celle que I’on observe dans les infections urinaires bactériennes. Un des aspects
originaux des infections a Candida est la formation dans certain cas de la masse
fongique dans I’arbre urinaire (balle fongique).Cette complication a été décrite chez
le prématuré, le nouveau-né et le diabétique elle est favorisée par une nécrose
papillaire et les sondages urinaires. (Develoux et Bretagne, 2014).

11.5.2. Candidoses des phanéres

A. Onychomycoses candidosiques ( Périonyxis et onyxis ) :

Les onychomycoses a Candida spp, siegent plus fréqguemment au niveau des mains
qu’aux pieds. Les femmes sont plus fréquemment atteintes car plus souvent exposées aux
principaux facteurs de risque locaux gque sont les contacts prolongés et qui répétés avec
I’eau et les produits d’entretien, le port de gants de protection, les microtraumatismes et
les abus de soins de manucure. La contamination résulte d’une auto-inoculation a partir
d’un foyer digestif ou génital et C.albicans est I’espéce la plus souvent incriminé.
Classiquement, 1’onychomycose a Candida débute par une atteinte des tissus peri-
unguéaux ( Périonyxis).Elle se traduit par une tuméfaction tendue , érythémateuse
parfois , douloureuse, entourant la tablette unguéale. La pression de 1’cedéme fait sourdre
une sérosité (Anofel, 2016)

L’onyxis est I’atteinte de 1’ongle et survient dans un second temps. L’atteinte primaire
est proximale puis I’infection touche les bords latéraux et distaux. L’ongle s’épaissit et
s’opacifie progressivement (aspect jaune, verdatre ou marron) et devient friable, parfois
completement fragilisé, il se décolle de son lit et s’en détache. Contrairement a onyxis a
dermatophytes ou méme a moisissures, les onyxis a levures évoluent rapidement vers la
destruction totale de I’ongle (J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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11.5.3. Candidoses cutanées (inguinales)

A. Intertrigos candidosiques
¢ Intertrigos a grands plis :

Le plis inter et sous-mammaires, les plis inguinaux-cruraux et axillaires, inter-
fessiers sont le plus souvent atteints.

Ces intertrigos sont particulierement fréquentes chez les femmes obéses
(macération, humidité) .L’aspect clinique est d’emblée évocateur sous forme d’une
nappe érythémateuse, d’aspect vernissé et suintant, étendue symétriquement sur les
deux berges du pli. Le fond du pli est fissuré recouvert d’enduit blanchatre fétide, et
les contours de la lésion sont limités par une collerette desquamative, associée a la
présence en peau saine de petites pustules blanches satellites. (EI Euch et al., 2014).
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¢ Intertrigos a petits plis :

Au niveau des petits plis, interdigito-palmaires principalement, plus rarement
plantaires a I’inverse des dermatophytes , les 1ésions sont souvent ulcérées avec une
bordure blanchatre et décollée. Ces lésions se rencontrent plus fréquemment chez
les individus dont les mains sont soumises de fagon répétitive a 1’humidité
(ménageres, matiére de la restauration, patissieres, coiffeurs) ou a des produits
décapants, et le troisieme espace est le plus souvent touché (J. Philippe Bouchara
et al., 2010)
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B. Candidose cutanéomuqueuse chronique :

La candidose cutanéomugueuse chronique (CCMC) est une affection rare qui touche
le plus souvent les jeunes enfants avec une atteinte a C.albicans persistante ou
récidivante de la peau, des ongles et des muqueuses. Les lésions unguéales et cutanées
peuvent prendre un aspect crolteux, hyperkératosique. Il existe un trouble de I’immunité
cellulaire préexistant. (Anofel, 2016).

Elle est le reflet d’un déréglement de la production de cytokines de type 1, en
particulier interleukine (IL-17 et IL-22) (Develoux et Bretagne, 2014)

C. Candidose cutanée néonatale ou congénitale :

Elle touche les nouveau-nées dés la naissance. Elle est liée & une candidose vaginale
méconnue avec atteinte et utérine et souillure du liquide amniotique a I’origine de la
contamination de I’enfant lors de 1’accouchement. Les Iésions apparaissent des les
premiéres 24 heures sous la forme d’une éruption maculo-papuleuse ou vésiculo-
pustuleuse. Les plis sont épargnés et il n’y a pas, en général, d’envahissement des organes
profonds (J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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D. Candidose génito-fessiére du nourrisson :

Dans les semaines qui suivent la naissance, les enfants contaminés lors de
I’accouchement peuvent présenter une candidose fessiére.

Les lésions sont localisées préférentiellement au niveau du siége. Elles sont
érythémateuses, vésiculo-pustuleuses et suintantes. Le fond des plis inguinaux, cruraux
ou interfessiers est fréquemment recouvert d’un enduit blanchatre (J.Philippe
Bouchara et al., 2010)
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Conduit du diagnostic mycologique des Candidoses

I.1. Généralités

Comme les manifestations cliniques ne sont spécifiques, le diagnostic repose sur une

combinaison des critéeres cliniques et mycologiques (Amouri et al., 2010).

Le diagnostic mycologique d’une Candidose s’inscrit dans le cadre de la démarche

classique d’identification d’un microorganisme (Pihet et Marot, 2013)

Les techniques mycologiques standards pour la mise en evidence des levures

(orientation clinique) comportent le préléevement accompagné d’une fiche de renseignement,
I’examen direct des prélevements, la mise en culture sur milieux spécifiques et
I’identification (critéres macroscopiques et microscopiques) suivi d’un antifongigramme.
(Develoux et Bretagne, 2005)

1. Orientation diagnostique

Dans le laboratoire de mycologie, la question la plus fréquemment posée au
biologiste est la suivante : I’espéce isolée est-elle impliquée dans un processus
pathologique ?

Tout champignon isolé en culture pure d’un prélévement profond (LBA, LCR,
biopsies,...) ou superficielle (expectoration, urines, sérosités, phanere...) doit étre
considéré comme un pathogene, surtout lorsqu’il est isolé a plusieurs reprises, la notion
de contaminant ou de colonisateur commensal ne sera ainsi retenu qu’apres avoir écarté
I’hypothese d’une mycose opportuniste. Le contexte d’isolement (infection nosocomial,
notion de voyages,...) est par ailleurs trés important a connaitre pour I’interprétation des
résultats (Chabasse el al., 2009)

Lors du prélévement, un interrogatoire doit étre mené (fiche de renseignement)
-description des lésions

Evaluer la date ou estimation du début des Iésions et la présence du prurit
D’autres membres de la famille présentent-ils le méme type de Iésions (notion
d’épidémie familiale) ?

-La patiente a-t-elle des antécédents de mycose et a-t-elle recu un traitement ?
-Existe-t-il une notion de fréquentation de piscine, salle de sport ?

-S’assurer que le sujet n’a pas regu de traitement antifongique avant d’avoir effectué le
prélevement. Le prélevement doit étre fait avant toute administration d’antifongique
locale ou systémique ou apres une fenétre therapeutiques de 15a30 jours.
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2.

- Rechercher la présence d’autres 1ésions : peau glabre, orteils.... (Conte, 2010).

Démarche diagnostique au laboratoire

2.1.

Préléevement, acheminement, conservation

Le diagnostic d’une mycose repose sur un prélévement de qualité (premiére étape),
c’est-a-dire adapté a la demande, prélevé en quantité suffisante et recueilli dans un
récipient stérile. En raison de la multiplication rapide des levures et de la flore
bactérienne, le préléevement doit étre acheminé immédiatement au laboratoire ; & défaut,
il est conservé a 4°C. Les prélévements cutanéo-muqueux seront réalisés de préférence
par le biologiste lui-méme (Pihet et Marot, 2013)

Les modalités des prélévements sont présentées dans le tableau 1

Tableau 1: Modalités des prelévements selon la localisation superficielle de la Candidose (Pihet et
Marot, 2013)

Clinique et
localisation Préléevement
Lesion
cutanées Raclage (curette de
séches et Brocg,vaccinostyle...) en
ongles périphérie de la Iésion
(périonyxis (limite ongle sain-ongle
Secs) malade.
Lésions
suivantes :
Plis, périonyxis Ecouvillonnage
avec pus,
muqueuses,
orifices

naturels(les

Flacon stérile(urines)

celles buccales,
vaginales et les

urines)

Pustule,

Grattage a la curette de
Brocq et écouvillonnage
abcés
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Conditionnement
(volume minimum)

Recueil du produit en
flacon stérile

Recueil sur
écouvillons stériles
(1 pour ED, 1 pour
culture)

Recueil du pus
d’abces en flacon
stérile ou sur
écouvillons stériles

Conservation en
cas
d’acheminement

différé

1-3 jours a + 4°C

< 24a+4°C

< 24a+4°C
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2.2. Examen directe

L’examen direct est la deuxieme étape du diagnostic au laboratoire. Il permet en effet
de constater la présence a 1’état parasitaire de la levure au niveau du site préleve,
d’orienter éventuellement le diagnostic et de débuter une thérapeutique appropriée.
(J. Philippe Bouchara et al., 2010)

¢  Prélevements superficiels

L’ED s’effectue soit directement a 1’état frais(Gx40) par montage dans un liquide
non coloré (eau distillé ou sérum physiologique stérile), soit en utilisant un colorant
permettant de mieux visualiser les blastoconidies: May-Grunwald-Giemsa
(MGG),lugol a 2%, bleu de toluidine, bleu au lactophénol, noir Klorazole ou rouge

congo (MycetC0|0r®, sr2b). L’examen direct des squames et des ongles nécessite un
éclaircissement préalable dans la potasse (KOH a 30 %) ou le chloralactophénol. Par
ailleurs, 1’utilisation d’agent clarifiant tel que le blanc de calcofluor (Sigma), le

Blankophore® (Bayer) & 0.1% ou encore le MycetFluo (sr2b) permet de renforcer la
sensibilité de I’examen, a condition de disposer d’un microscope équipé d’une lampe
fluorescente et des jeux de filtres adéquats (filtre bleu 400-440 nm). Les échantillons
liquides peuvent étre concentrés par centrifugation (10 min a 1500 g) ou par filtration
sur membrane de porosité 0.45 um (Pihet et Marot, 2013)

L’examen direct permet de mettre en évidence les blastopores et autre éléments
fongiques éventuels, filaments mycéliens et pseudofilaments. Ces derniers sont en
faveur d’un rdle pathogéne de la levure, alors que la présence de blastospores seules
peut signifier un simple portage. La sensibilité de I’examen direct dans ces sites
superficiels reste toutefois faible et sa négativité ne doit pas faire écarter un diagnostic
de levurose. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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Figure 23 : Examen direct des prélevements superficiels-muqueuses.

Coloration de May-Grunwald Giemsa sur frottis buccal (A) montrant des amas de
blastospores ovales, parfois bourgeonnantes. (Gx100)

Coloration de May-Grunwald Giemsa sur frottis vaginal (B) montrant des filaments
mycéliens septés, avec formation de blastospores au sommet des articles. (Gx100)

Imprégnation argentique de Gomori-Grocott sur prélevement buccal (C). Noter la présence
de filaments mycéliens réguliers desquels naissent des blastospores organisées en
pseudofilaments , se terminant parfois par des chlamydospores (fleches). (Gx100)

(J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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Figure 24 : Examen direct des prélevements superficiels —peau et phaneres.

A : Prélevement sous-ombilical chez un nouveau-né présentant une lésion érythémateuse
du siége s’étendant au périnée et a la région sous-ombilicale. On observe a I’examen
direct la présence de blastospores ovoides, parfois bourgeonnantes, et de filaments
mycéliens septés. La mise en culture a permis 1’isolement d’un Candida albicans.

B : Prélévement d’ongle chez une personne agée diabétique présentant un onyxis a

Candida ciferri. L’examen direct montre la présence de filaments mycéliens septés.
(J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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2.3. Culture

La troisieme étape de la démarche diagnostique consiste a la mise en culture des
produits biologiques sur des milieux standard ou spécifique.

A I’exception des Malassezia lipodépendants, les levures rencontrées chez I’homme
peuvent pousser sur les milieux de culture utilisés en bactériologie (gélose ordinaire,
gélose au sang, bouillon cceeur-cervelle...). Toutefois, le milieu de Sabouraud et le plus
adapte.

Les boites de Pétri offrent une surface d’ensemencement plus importante que les tubes,
elles permettent de bien isoler les colonies et facilitent la détection des associations de
levures. Par contre, elles comportent, lors de I’ensemencement et de la manipulation des
boites, un risque de contamination par des spores aéroportées de moisissures
environnementales. Il convient de souligner que les géloses en boite de Pétri se
dessechent assez rapidement et ne permettent pas une incubation prolongée. Leur
utilisation est déconseillée si la culture excéde 3 semaines (J. Philippe Bouchara et al.,
2010)

¢ L’ensemencement

L’ensemencement sur les milieux de culture se fait de fagon stérile, par épuisement
progressif de I’inoculum en quadrants, en étoile, par rotation...etc. (Pihet et Marot,
2013)

* Les milieux de cultures

a. Les Milieux standards

La vitesse de croissance des levures étant moins rapide que celle des bactéries, il est
préférable d’adjoindre au milieu d’isolement un antibiotique afin d’inhiber la pousse
de la flore bactérienne associée, surtout si le prélévement est issu d’un site non stérile.
Le milieu gélosé de Sabouraud additionné de chloramphénicol et/ou de gentamicine
est classiquement utilisé. Dans certains circonstances, il est possible d’y adjoindre de
la cycloheximide (Actidione), qui inhibe la croissance de la plus part des champignons
filamenteux susceptibles de contaminer les cultures. Toutefois, cette molécule peut
inhiber ou freiner la pousse de certaines especes de Candida telles que
C.glabrata,C.parapsilosis ,C.tropicalis,C.famata.

La plus part des champignons ont une température de croissance comprise entre 25
et 35 °C. La température optimale de croissance des Candida est de 37 °C.

Plusieurs géloses sont généralement ensemencés ; la premiére est incubée a 22-25
°C et la seconde a 35-37 °C. Les durées d’incubation sont adaptées au type de
prélevement. Une durée d’incubation de 24 a 72 heures est généralement suffisante
pour isoler la majorité des Candida (Pihet et Marot, 2013)
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b. Milieux chromogéniques

Comme dans le domaine de la bactériologie médicale, la mycologie a bénéficié
d’importants progres en matiere de milieux d’isolement et d’identification avec la mise
a disposition de gélose chromogénique (figure 25 et 26). Ces milieux conferent aux
colonies qui s’y développent une coloration particuliére, variable en fonction de
I’espece. Cette coloration repose sur I’hydrolyse d’un substrat chromogénique sous
I’effet d’une enzyme de type hexosaminidase plus ou moins spécifique de telle ou telle
espece (exemple : N-acétyl -3-D-galactosaminidase spécifique de C.albicans).

Les milieux chromogéniques sont particulierement indiqués pour le diagnostic des
candidoses Ils permettent d'identifier directement C. albicans (Figure 25) dont les
colonies se colorent en bleu (Candida ID®2, bioMérieux), en vert ((CHROMagar®
Candida, Becton- Dickinson ; Candida Brilliance®, Oxoid) ou encore en rose violet

(CandiSelectTM4, Bio- Rad). Sur CHROMagar® Candida, des nuances dans
I'intensité de la coloration verte sont signalées, et C. dubliniensis qui est trés proche de
C. albicans, produit aussi des colonies vertes sur ce milieu. De méme, les colonies de
C. dubliniensis ne sont pas différenciables de celles de C. albicans sur les autres
milieux chromogeéniques.

Ces milieux de culture ne permettent donc pas de différencier C. dubliniensis de C.
albicans. En revanche, ils permettent I'identification présomptive d'autres espéces de

levures d'intérét médical. Ainsi, C. tropicalis, C. glabatra et C. krusei forment des
colonies bleues daspects différents sur le milieu CandiSelectTM4 ; Candida
tropicalis, C. lusitaniae et C. kefyr forment des colonies roses sur Candida ID® 2.

Sur le milieu Candida Brilliance®,
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Méme si ces milieux sont plus onéreux que les milieux standards, ils permettent une
identification directe du complexe C. albicans/C. dubliniensis (apres 24 a 48 heures
de culture) et ils facilitent la détection des associations de levures (Figure 26). A noter
que la société ElitechGroup commercialise également un milieu chromogénique
(Candichrom 1) sur lequel C. albicans (et C. dubliniensis) produisent des colonies

bleues, se différenciant ainsi des autres espéces pour lesquelles les colonies restent

incolores (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

Figure 25 : Colonies de Candida albicans(A), Candida glabrata (B), et Saccharomyces
cerevisiae (C).

Les colonies prennent des teintes variables selon les espéces et le milieu chromogénique
utilisé (Milieu CHROMagar® Candida en 1, milieu Candida ID® 2 en 2.CandiSelect™ 4

en 3, ou Candida Brillance® en 4) et sont ainsi plus ou moins aisément différenciables. Pour
une méme espece, la taille des colonies peut aussi étre effectuée par le milieu de culture

utilisé, avec parfois des répercussions sur 1’identification biochimique ultérieure. (J. Philippe
Bouchara et al., 2010)
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Figure 26 : Association des levures (C.albicans ,C.krusei ,C.tropicalis ,C.glabrata et
C.parapsilosis) sur CHROMagar® Candida (A), Candida ID® 2 (B), CandiSelect ®y (C) et
Candida Brillance® (D) (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

50



Etude du laboratoire

c. Les milieux fluorogéniques

Le milieu Fluoroplate® Candida (Merck) permet, aprés 24 & 48 heures
d’incubation, la détection et I’identification directe de C.albicans par la fluorescence
bleutée des colonies lorsque les boites sont examinées sous lumiére ultra-violette a 366
nm (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

2.4, Identification des levures genre Candida

L’identification repose sur la morphologie macroscopique des cultures et 1’aspect
microscopique.la réalisation des tests d’identification de I’espece isolée ne peut étre
envisagé qu’en présence des colonies bien individualisées, et un réisolement s’avere
parfois nécessaire. Par ailleurs, méme si un diagnostic de présomption a déja été posé par
1solement sur milieu chromogénique, il est nécessaire de confirmer 1’identité de la levure.
(J. Philippe Bouchara et al., 2010)

Identification de Candida albicans

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées, les plus anciennes étant le test de blastése
et la recherche de la chlamydosporulation. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

a. Test de blastése

Ce test, appelé aussi test de germination, est basé sur le fait que C.albicans (mais aussi
C.dubliniensis) produit en 3 heures a 37 °C dans du sérum humain ou animal, un tube
germinatif a partir des blastospores.(figure 27)

Ce tube germinatif, fin et flexueux, ne présente pas de constriction a sa base (par
différence avec du pseudomycélium de levure qui est formé par bourgeonnement, et
présente une cloison a I’émergence de la cellule fille). Il est impératif de ne pas dépasser
3 h car d’autres especes de levures pourraient alors produire des tubes germinatifs.
(J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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Figure 27: Test de blastése. (G
x40) (J. Philippe Bouchara et al.,
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b. Recherche de la chlamydosporulation

Sur milieu PCB (pomme de terre, carotte, bile) ou RAT (creme de riz, agar, tween 80),
C.albicans produit en 24 h a 48 h & 25-27°C des chlamydospores a I’extrémité de
pseudofilaments (figure28). 1l faut cependant noter que C.dubliniensis produit lui aussi
des chlamydospores sur ces milieux. Elles sont plus abondantes et disposées par paires ou
par triplets. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

Figure 28 : Recherche de la chlamydosporulation. (G
x40) .(J. Philippe Bouchara et al., 2010)

c. Bichro_latex® albicans (Fumouze Diagnostics)

Le principe de ce test sur lame repose sur 1’agglutination, en présence de blastospores
de C.albicans, de particules de latex sensibilisées par un anticorps monoclonal spécifique
d’un antigéne de la paroi de cette levure. Ces particules de latex colorées en rouge sont en
suspension dans un contre-colorant vert.

Ainsi, s’il s’agit de C.albicans, I’agglutination des particules de latex par les blastospores
se traduira par la formation d’agglutinat rouge sur un fond vert (figure29). Ce test présente
une excellente sensibilite et une grande spécificité, du moins pour le complexe
C.albicans/C.dubliniensis. En effet, il est également positif pour C.dubliniensis et ne
permet pas de différencier les deux especes. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

52



Etude du laboratoire

C. albicans C. krusei C. albicans C. albicans

C. dubliniensis C. glabrata

Figure 29 : Bichro_latex® albicans
(J. Philippe Bouchara et al., 2010)

d. Tests rapide d’identification biochimique

Trois dispositifs basés sur des tests biochimiques permettent d’identifier C.albicans :
Murex C.albicans (Murex diagnostics), Albicans-Sure® (Clinical ~Standards

Laboratoires) et BactiCard Candida® (Remel CO). Ces tests reposent sur la recherche de
deux activités enzymatiques, -galactosaminidase et L-proline aminopeptidase, la mise
en évidence de ces deux activités enzymatiques associées signant le diagnostic de C.
albicans/ C. dubliniensis. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

e ldentification des especes non albicans

a. La Réduction des sels de tétrazolium

Ce test repose sur la réduction du chlorure de 2, 3,5-triphényltétrazolium incorporé
dans le milieu de culture en un produit coloré qui confére aux colonies de levures une
coloration allant du blanc au rouge selon I'espéce. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

b. Tests immunologiques
Ces tests sont basés sur 1’agglutination par les blastospores de C.dubliniensis
(BichroDubli®, Fumouze Diagnostics) ou de C.krusei (Krusei Color®, Fumouse
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Diagnostics) de particules de Latex sensibilisées par un anticorps monoclonal spécifique
de ces espéeces. (J. Philippe Bouchara et al., 2010)

c. Tests biochimiques

Le test Glabrata RTT® (Fumouze Diagnostics), de réalisation simple, permet d’identifier
rapidement C.glabrata par sa capacité a hydrolyser le tréhalose et 1’absence d’hydrolyse
du maltose (figure 30). D’autres espéces peuvent en effet hydrolyser ces deux hydrates
de carbone.

» Candida glabrata C. __Candida albicans N

»

T o M; B Tomm Mo B
z/ (o

“Candida tropicalis ~ ~Candida glabrata g

Figure 30 : Glabrata RTT®

(J. Philippe Bouchara et al., 2010)

Mais, La grande majorité de ces tests repose sur I'étude de I'assimilation des hydrates de
carbone en aérobiose (auxanogramme du carbone), et pour certains de la fermentation de
ces sources de carbone (zymogramme). Dans l'auxanogramme, la levure est placée en
aérobiose en présence d'un panel plus ou moins large d'hydrates de carbone (oses simples,
osamines, ...). Les sources de carbone sont déja distribuées sous forme lyophilisée au
fond des cupules de la galerie d'identification. Lorsque la levure assimile le sucre, sa
multiplication se traduit par un trouble dans la cupule ou par le virage d'un indicateur de
pH.

Dans le zymogramme, I'étude de l'assimilation des hydrates de carbone comme source
de carbone et d'énergie est effectuée en anaérobiose (réalisée en recouvrant les cupules
d'huile de paraffine) et l'assimilation par la voie fermentative entraine un virage de
I'indicateur de pH en raison de la production de métabolites acides. Apres traduction du
profil d'assimilation ont un code numérique, l'identification de I'espéce est assurée par
comparaison a des bases de données. Selon les dispositifs commerciaux, 10 a 63 espéces
peuvent étre identifiées appartenant principalement au genre Candida, mais aussi a
d'autres genres comme Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula ou Saccharomyces.
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Le systéme API® 20C AUX (bioMérieux) repose sur I'étude de I'assimilation de 19
sources de carbone.

Le test Auxacolor®2 (Bio-Rad) comprend 15 tests colorimétriques dont 13 repo- sent
sur l'assimilation de carbohydrates, les deux derniers correspondant a la recherche de
I’activité  N-acétyl-galactosaminidase (hexosaminidase) et la recherche de la
phénoloxydase.

La discrimination entre C. albicans et C. dubliniensis sur les galeries d'identification
n'est pas toujours aisée, de méme que des caracteres physiologiques peuvent étre
identiques dans certaines galeries pour 2 especes voisines. Pour cette raison, il est
important de prendre également en compte les caractéres macroscopiques et
microscopiques pour l'identification des levures (Tableau 2). (J. Philippe Bouchara et
al., 2010)
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Tableau 2 : Caractéristiques morphologiques des principales levures d’intérét medical. (J. Philippe
Bouchara et al., 2010)

Espece

Candida spp.

C.albicans.

C.dubliniensis.

C.glabrata.

C.tropicalis.

C.parapsilosis.

C.krusei.

C.kefyr.

Morphologie sur milieu Sabouraud

Aspect des colonies

Colonies blanches
crémeuses, luisante
ou mates, lisses ou
plissées

Blanches, luisantes,
lisses a bords nets

Crémes, lisses loup
lissées a bords nets

Blanches, brillantes,
lisses a bords nets

Blanches a crémes
lisses a bords nets

Cremes lisses a bords
nets

Blanches, mates a
bords festonnés odeur
d’alcool de fruit
Blanches a cremes,
translucides odeur
fruitée

Microscopie

Blastospores
+ pseudofilaments

Blastospores ovoides
(3-14x 3-7um)

Blastospores ovoides
(3-14% 3-7um)

Blastospores rondes a
ovoides
(3-4% 2-3um)

Blastospores ovoides
(6-10x 4-7pm)

Blastospores rondes a
ovoides
(5-15x 5-10um)

Blastospores ovoides a
cylindrique (5-12x 3-
6pm)

Blastospores ovoides a
allongées (7-10x 3-5um)
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Morphologie
microscopique sur
RAT

Blastospores

+ filaments et/ou
pseudofilaments
+chlamydospores
Blastospores, filaments,
pseudofilaments et
chlamydospores
Blastospores, filaments,
pseudofilaments et
nombreuses
chlamydospores

Blastospores rondes a
ovoides pas de mycélium
ni pseudomycélium

Blastospores ovoides et
nombreux
pseudofilaments.
Blastospores rondes a
ovoides et
pseudofilaments courts

Blastospores ovoides a
cylindrique
pseudofilaments
Blastospores ovoides a
allongées nombreux
pseudofilaments
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1.

Détermination de la sensibilité aux antifongiques

Intérét et indication

La réalisation d’un antifongigramme ne doit pas étre systématique pour tout les
isolats de Candida et les tests de détermination de la sensibilité aux antifongiques ne
seront mise en ceuvre que dans les situations suivantes :

- Levure isolée d’un prélévement profond (hémoculture ou autre prélévement)

- Lewvure isolée d’une infection superficielle, en cas de récidive ou d’échec
thérapeutique.

- Patients immunodéprimés ou soumis a une forte pression de sélection par des
antifongiques utilisés en prophylaxie (risque de résistance secondaire).

En ce qui concerne les candidoses superficielles récidivantes, il convient de vérifier
au préalable la réalité de la résistance au traitement en s’assurant de la bonne
observance de celui-ci, de 1’absence de foyer(s) associé(s) et de pathologie(s) sous-
jacente(s), ou encore du traitement du ou des partenaires(s). (Pihet et Marot, 2013)

2. Mécanisme d’action de différentes classes d’antifongique

La connaissance des mécanismes d’action des antifongiques est une étape importante :

*[’amphotéricine B est un polyéne macrocyclique qui se fixe sur I’ergostérol
membranaire en formant des pores dans la membrane conduisant a une fuite des
éléctrolytes cytoplasmiques a I’extérieur de la cellule. L’amphotéricine B a également
une activité de peroxydation des lipides membranaires et intracellulaires.

«La 5-fluorocytosine est un analogue de pyrimidine. Cette molécule est le précurseur
du 5- fluorouracile (5-FU) qui est la molécule active. En effet, la 5-fluorocytosine
pénétre dans la cellule fongique grace a un transporteur membranaire, la cytosine
perméase. Ensuite une déamination réalisée par une cytosine désaminase conduit au
5-FU qui est finalement phosphorylé et inhibe la synthése de I’ ADN (par inhibition de
la thymidilate synthétase) et la synthese protéique.

*Les azolés agissent tous, quelle que soit la molécule, au niveau de la méme cible. Leur
mécanisme d’action est I’inhibition de la synthése de 1’ergostérol qui intervient
normalement dans la fluidit¢ de la membrane plasmique et I’accumulation d’autres
stérols toxiques pour le champignon.

* Les échinocandines sont des lipopeptides qui agissent et inhibant 1’activité de B(1-

3) D-glucane synthase, enzyme permettant la synthése de B(1-3) D-glucane qui est
un composant essentiel de la paroi fongique. Cette enzyme est une protéine codée
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par le ou les genes fks (le nombre de génes fks fonctionnels est variable en fonction
des especes de Candida). (Dannaoui, 2013)

) Meécanismes d’action des antifongiques

Cible des candines

Cible de I'amphotéricine B
(stérols membranaire

Cible de la 5-fluorocyfosine
(synthése d'ac. nucléia )

Cible des azolés,
Golgi allylamines, morpholines
’ ostérol)

(synthese de I'ergc

Mitochondrie

Figure 31 : Mécanisme d’action des antifongiques
https://images.app.goo.qgl/c9ah7dHVGGTNSFzr9

3. Pourquoi réaliser un antifongigramme ?

Le premier objectif prédire I’efficacité du traitement antifongique.
Le deuxieme objectif est permet d’apporter la preuve d’une réalisation acquise.

Les Candida spp sont des levures les plus fréquents en cause dans les infections
superficielles, et I’augmentation de [’utilisation du traitement antifongique est
responsable d’une augmentation du nombre de résistance.

L’émergence de la résistance des Candida spp aux antifongiques est a I’origine
d’échec thérapeutique. Il est important de faire une distinction entre résistance
microbiologique et échec thérapeutique. L’échec thérapeutique (absence de réponse
clinique a un traitement antifongique) peut étre lié a de nombreux facteurs : des facteurs
liés a I’hdte (pathologie sous-jacente, statut immunitaire, site de I’infection, présence
de matériel étranger, etc.) des facteurs lies a I’antifongique (posologie,
pharmacocinétique, interactions médicamenteuses, etc.) et enfin des facteurs liés au
champignon (taille de I’inoculum, production de biofilm, résistance
microbiologique,etc.)

Concernant la résistance microbiologique, il est également important de distinguer
la résistance acquise et la résistance intrinseque. Une résistance acquise correspond au
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développement de résistance a un antifongique chez une souche appartenant a une
espece qui habituellement sensible a cet antifongique, c¢’est-a-dire une espéce faisant
partie du spectre d’activité de cet antifongique (e.g.C.albicans peut acquérir une
résistance au fluconazole).

A P’inverse, une résistance intrinséque est une caractéristique d’espéce (e.g.C.krusei
est toujours résistant au fluconazole). (Dannaoui, 2013)

4. Les méthodes :

Il existe actuellement des techniques de référence de détermination de la sensibilité
in vitro aux antifongiques pour les Candida spp. Ce sont les techniques développées
par le CLSI (Clinical and laboratory standars institute) aux USA et par TEUCAST
(ESCMID European committee for antimicrobial susceptibility testing) en Europe. Ils
s’agit de méthodes de microdilution en milieu liquide dont toutes les étapes techniques
ont été standardiseés et validées (Dannaoui, 2013).

¢  Minigaleries commercialisées :

En pratique, il existe des tests commercialisés sous forme des galeries (Fungitest,

Bio-Rad ; ATB® Fungus 3, bioMérieux) qui permettent de tester la sensibilité des
Candida dans des conditions trés proches des techniques de microdilution en milieu
liquide.

La galerie Fungitest® permet de tester la sensibilité & 6 antifongiques : la 5-
fluorocytosine (5-FC), I’amphotéricine B (Am B), le fluconazole, I’itraconazole, le
kétoconazole et le miconazole. Chaque antifongique est testé a deux concentrations,
ce qui permet de classer la levure en sensible (Bleu-Bleu=aucune croissance dans
les deux cupules), résistante (Rose-Rose=croissance dans les deux cupules) ou
intermédiaire (Rose-Bleu =croissance uniquement dans la cupule de faible
concentration en antifongique). (J. Philippe Bouchara et al., 2010)
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Conclusion

Conclusion

Ce travail représente des études précédentes globales qui évaluer 1’épidémiologie des candidoses
et les problemes de santé posés par le genre candida :

Candida albicans est la principale espéce d’intérét médical, représente 60% des

isolements de levure en pratique médical.

Candida glabrata représente 10% de toutes les levures isolées chez ’homme.

L’incidence de Candida tropicalis ne dépasse pas 10%.

Les techniques mycologiques pour la mise en évidence des levures comportent le

prélevement (différents selon la 1ésion) puis un examen direct suivi d’une mise en culture

sur milieux.

L’examen direct oriente le diagnostic et sa négativité n’exclue pas la présence d’une

candidose

L’identification repose sur la morphologie macroscopique, suivi par une étude des

caracteres microscopiques (tests d’identification : test blastése.)
antifongigramme(déterminer la sensibilités aux antifongiques) et prédire 1’efficacité du

traitement antifongique .
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