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Réesume

Les candidoses sont dues a des levures ubiquitaires et opportuniste appartenant au genre
Candida. C. albicans est lespéce la plus commune, responsables de candidoses
profondes. Cependant, d'autres espéces pathogenes et résistantes aux agents antifongiques
habituels commencent a émerger. Ainsi, il est intéressant d'identifier correctement les isolats
fongiques. L’objectif est de décrire une surveillance prospective en laboratoire des especes

de Candida collectées a partir de différents sites anatomiques de patients.

Notre travail a porté sur 1’étude des caractéristiques de 56 patients en fonction de plusieurs
parametres notamment : 1’age, le sexe, la provenance et les principaux signes cliniques. Le
diagnostic des mycoses profondes a €té établi sur la base de la conclusion des interprétations
des différentes méthodes utilisées : le diagnostic mycologique, le diagnostic immunologique

et le diagnostic moléculaire.

Les résultats obtenus montrent que cette pathologie toucherait plus préférentiellement
I’homme d’age mur avec une moyenne d’age de 47.07ans. Les services les plus touchés par la
candidémie sont les services de pneumologie (33.33%) et d’hématologie (20.37%). Le
diagnostic mycologique a donné 75% de patients positifs, et la détection combinée d’Ac et
d’Ag dans le sérum a permis d’augmenter de facon considérable la sensibilité du diagnostic
immunologique et nous a orientés vers une suspicion de candidose. Une évaluation de la
technique moléculaire PCR pour différencier entres C. albicans et C. dubliniensis(qui ont été
sensible aux antifongiques par l’antifongigramme) a montré une prédominance des C.
albicans. Quant a I’Auxacolor, il a révélé la présence de 5 autres souches non albicans, C.

parapsilosis (25%), C. dubliniensis (25%), C. krusei (12.5%) et C. tropicalis (12.5%).

La détection d’Ac et d’Ag fournit dans de nombreux cas des résultats que I’on ne saurait
négliger. La PCR, encore au stade expérimental, fournit des résultats prometteurs. La
variabilité de la distribution des especes de Candida provenant de différents sites anatomiques
souligne l'importance de 1'épidémiologie locale dans la prise en charge de la maladie et la

sélection des agents antifongiques.
Mots clés : mycoses profonde - diagnostic - algorithmes clinicobiologiques - antifongique.
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Abstract

Candidiasis are due to ubiquitous and opportunistic yeasts belonging to the genus Candida. C.
albicans is the most common species, responsible for deep candidiasis. However, other
species that are pathogenic and resistant to the usual antifungal agents are beginning to
emerge. Thus, it is of interest to correctly identify the fungal isolates. The aim is to describe
prospective laboratory surveillance of Candida species collected from different anatomical

sites of patients.

Our work focused on the study of the characteristics of 56 patients according to several
parameters including: age, sex, origin and main clinical signs. The diagnosis of deep mycoses
was established on the basis of the conclusion of the interpretations of the different methods

used: mycological diagnosis, immunological diagnosis and molecular diagnosis.

The results obtained show that this pathology more preferentially affects mature men with an
average age of 47.07 years. The departments most affected by candidemia are the
Pulmonology (33.33%) and Hematology (20.37%) departments. The mycological diagnosis
gave 75% ofpatients positive, and the combined detection of Ac and Ag in the serum
considerably increased the sensitivity of the immunological diagnosis and directed us to a
suspicion of candidiasis. An evaluation of the molecular PCR technique to differentiate
between C. albicans and C. dubliniensis (which were susceptible to antifungals by the
antifongigram) showed a predominance of C. albicans. As for Auxacolor, it revealed the
presence of 5 other non-albicans strains, C. parapsilosis (25%), C. dubliniensis (25%), C.

krusei (12.5%) and C. tropicalis (12.5%).

The detection of anticorp and antigens in many cases provides results that cannot be
overlooked. PCR, still at the experimental stage, is providing promising results. The
variability in the distribution of Candida species from different anatomical sites emphasizes
the importance of local epidemiology in disease management and the selection of antifungal

agents.

Key words: deep yeast infection - diagnosis - clinicobiological algorithms - antifungal.
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Introduction

Les candidoses sont des affections dues a des champignons saprophytes du genre Candida
vivant en commensal sur les muqueuses du tube digestif ainsi que sur les muqueuses du
vagin chez le sujet sain. Ces champignons sont des levures produisant un pseudo ou un vrai

mycélium (Grillot, 1996).

Jusqu’aux années 80, les candidoses étaient surtout connues dans les localisations

superficielles bénignes, connues des dermatologues.

La décennie qui a suivi s’est démarquée par la gravité des gastro-cesophagiennes qui ont
entrainé les décés de patients, notamment ceux atteints de SIDA. Les candidoses profondes,
en particulier les septicémies, sont devenues depuis, le probleme majeur en terme de
fréquence, de morbidité et de mortalit¢ chez les patients immunodéprimés, les sujets
neutropéniques, greffés de moelle osseuse, greffés d'organes (foie, poumons...), sidéens,
atteints d'une granulomatose septique chronique... D'autres formes de candidoses invasives
peuvent survenir chez des patients moins immunodéprimés, sous corticothérapie et les
patients diabétiques, par exemple. Depuis 1996, le genre Candida dans son ensemble est
assimilé a un agent émergent des infections nosocomiales hospitalieéres (Fridkin ez al, 1996) a
I’origine d’une mortalité classée au 4°™ rang des maladies infectieuses. Ce probléme touche
essentiellement les Unités de Soins Intensifs de tous types (pédiatrique, médicale, chirurgicale

et cardiovasculaire) (Trick et al, 2002).

Le diagnostic clinique est restreint, dominé par une fieévre imputée, souvent a tord, a une
bactérie que 1’on traite par une antibiothérapie de plus en plus lourde faisant le lit du Candida

qui pullule.

Le diagnostic de certitude des Candidoses invasives nécessite souvent des prélévements
profonds et invasifs (Pihet et al, 2013), tels que les biopsies, qui ne sont pas toujours possibles
chez les patients fragilisés. Les hémocultures constituent le « gold standard ». Méme si une
seule hémoculture positive suffit & poser le diagnostic, cet examen manque encore de
sensibilité pour ce type d’infection (seulement 50 a 75 %) (Cuenca-Estrella et a/, 2012), en
dépit des améliorations techniques (utilisation d’automate, milieu spécifique de culture
fongique), les hémocultures demeurent négatives dans plus de 50% des candidoses invasives,

dans les pays développés. De plus, toutes les Candidoses invasives ne se traduisent pas



toujours par une candidémie (péritonites, candidoses hépatospléniques) et cet épisode se

manifeste souvent trop tardivement.

Par ailleurs, le délai de positivité de cet examen reste important, les hémocultures mettent en
moyenne deux a trois jours avant de se positiver (Yera et al, 2001 ; Fernandez et al, 2009).
Ceci a pour conséquence de retarder 'initiation du traitement, ce qui est associé a une

mortalité hospitaliere élevée (Garey et al, 2006).

Ces difficultés diagnostiques expliquent l'intérét porté aux examens qui ne sont pas basés sur
l'isolement du champignon. Ainsi ’objectif de notre travail consiste a décrire une surveillance
prospective en laboratoire des especes de Candida qui ont été collectées a partir de différents
sites anatomiques de patients admis a ’HCA. Pour tenter d’améliorer le diagnostic des
candidoses systémiques, plusieurs approches ont été proposées ces dernicres années dans un

but de diagnostic précoce afin de débuter rapidement un traitement antifongique :

- La détection combinée de I’Ag (Sendid et al, 1999) et des Ac (IgG IgM ou IgA) (Aubert et
al, 1996).

- Plus récemment la détection d’ADN de Candida par amplification génique (Bougnoux et al,

2003), cette derniere n’est toutefois pas encore adaptée a I’activité de routine.

Notre travail s’articulera autour de trois axes principaux : dans un premier temps nous
définirons clairement les objectifs de notre mémoire, puis nous procéderons a une analyse des

données de notre étude, et enfin nous tenterons de discuter nos résultats.
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I. Généralité

1. Historique

Les infections & Candida existent probablement depuis trés longtemps, puisque 1'on retrouve
la trace d’écrits d’Hippocrate décrivant le muguet buccal au [Véme si¢cle avant Jésus-Christ
(Chabasse et al, 2006). Cependant il faut attendre le début du XIXeéme siécle pour voir
apparaitre la mycologie médicale et plus précisément 1839 pour que Langenbeck décrive pour
la premiere fois le champignon responsable du muguet chez I'Homme. Quelques années plus
tard, ce champignon est nommé Oidium albicans, puis Monilia albicans a cause de son rdle

dans les monilioses (Chabasse et a/, 2006).

En 1923, Berkhout propose le nom de genre Candida en remplacement de celui de Monilia.

(Odds, 1988)

En 1967 Satge et Coll interpellent quant a la gravité des septicémies a Candida désignant

I’espece la plus fréquemment rencontrée, Candida albicans.

2. Candida et Candidoses

2.1. L’Agent pathogéne : Le genre Candida

Les Candida sont des levures saprophytes dont la forme fongique unicellulaire (Figurel) se
multiplie par bourgeonnement. Une dizaine d'especes de Candida est le plus fréquemment
impliquée en pathologie humaine. L'espeéce C. albicans, est incriminée dans la majorité des
mycoses mais nous assistons ces derniéres années a I’émergence croissante d'autres especes
opportunistes, les especes «nonalbicans» (Pramayon, 2001) et (Belkaid et al, 1992).
Parmi le genre Candida, 54,3% des infections sont dues a ’espece albicans, 16,4% a 1’espece
glabrata, 14,9% a I’espece parapsilosis, 8,2% a I’espece tropicalis, et 1,6% ’espece krusei
(Pfalleret al, 1997-1998). 1l faut toutefois noter que la zone géographique considérée peut
fortement influencer la nature de I’espece retrouvée. (Lagane, 2007).

Ces levures peuvent entrainer différentes pathologies superficielles et profondes. Ces
dernieres, de loin les plus graves, évoluent selon une fréquence constante (Dupont, 1995)
malgré le développement de nouveaux moyens thérapeutiques, en particulier chez les patients

immunodéprimés (Benedict et al, 1994).
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2.2. Epidémiologie

C. albicans est une levure commensale des cavités naturelles, en particulier du tube digestif et
des muqueuses humaines. Sa présence sur la peau est significative de son pouvoir pathogéne.
Cette espéce n'est normalement jamais retrouvée dans l'environnement a moins fécale d'une
contamination par I'homme ou l'animal. La transmission chez le nourrisson se fait par contact
maternel. Candida albicans est une levure principalement impliquée en pathologie humaines
pour lesquelles, elle représente 70 % des levures isolées. (Coulibaly, 2003) et (Anonyme,

2014).

Figure 1Aspect microscopique de levures de Candida albicans au grossissement x40
(Kaouech, 2003)

2.2.1. Classification

La candidose est le nom générique donné aux maladies provoquées par des levures du genre
Candida. (Garnier et al, 2002)

La classification des champignons a beaucoup évolué. Celle présentée ici date de 2000
(Barnett, 2000):

Régne : Champignon

Phylum : Ascomycota

Classe : Hemiascomycetes

Ordre : Saccharomycétales

Famille : Candidaceae

Genre : Candida
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2.2.2. Les principales caractéristiques morphologiques

Morphologiquement, elle se présente toujours comme des petites levures rondes, capable de
former des mycéliums ou des pseudo-mycéliums (Pramayon, 2001) Candida albicans est une
levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Elle se reproduit de fagon asexuée par
bourgeonnements (Graser et al, 1996), formant ainsi des colonies blanches crémeuses.

La taille de cette levure peut mesurer de 3 a 15 pm la caractérisant par un polymorphisme
typique que ’on peut retrouver in vitro et in vivo et qui lui permet de se soustraire aux
défenses liées a I'immunité cellulaire. En effet, certains parametres tels que le pH, la
température ou encore la richesse du milieu de culture influencent I’aspect morphologique

que peut prendre Candida albicans (Buffo et al, 1984).

Candida albicans peut ainsi se présenter sous quatre stades morphologiques différents

(Figure2):

Les blastospores ou blastoconidies : C'est la forme la plus courante de multiplication de
Candida albicans saprophyte. Les levures sous forme de conidies sont des petites cellules
rondes ou ovoides, chacune de ces cellules peut émettre un bourgeon qui donnera une cellule
fille identique a la cellule meére. Au terme des divisions, il se forme un amas de levures qui

restent réunies, les blastospores.

Le pseudo — mycélium : Il se forme par croissance tubulaire a partir du bourgeon de la
blastospore. Le pseudo - mycélium restera attaché a la cellule mere et les deux cellules seront

individualisées par une zone d'é¢tranglement sans cloison vraie.

Le mycélium : On peut en rencontrer dans les tissus infectés. Il s'agit de la blastospore qui a
donné naissance a un tube germinatif pour former un vrai mycélium, dont chaque élément

sera individualis¢ par de vraies cloisons.

Chlamydospores (Euzeby ef al, 1994) : Ce sont de volumineuses cellules, sphériques, a
double paroi, réfringentes, le plus souvent terminales, mais pouvant étre latérales. Les
chlamydospores ont la particularité d'étre acidophiles et acido-résistantes. (Guignard et al,
1989). Les chlamydospores sont la forme de résistance de Candida albicans et participent a

I’identification du champignon en laboratoire. Elles sont rarement mises en évidence in vivo

(Cole et al, 1991).
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Formation des blastospores par multiplication par bourgeonnement

Formation de mycélium veal

G%Q&Eﬂ

Figure 2 Morphologie de Candida albicans. (Odds, 1998)

2.2.3. Caracteres biologiques

> Milieu de vie

Toutes les especes du genre Candida sont aérobies. Elles vivent exclusivement sur les
muqueuses, mais elles peuvent cependant survivre dans le milieu extérieur : 7 a 8 semaines
sur le sable des plages, méme arros¢ d'eau de mer. Mais elles sont détruites par le lavage du
linge, la stérilisation du matériel médical et des cathéters. (Koenig, 1995).

> LepH

In vivo, l'acidité gastrique ou vaginale n'altére pas sa vitalité. En effet, la croissance est
possible pour des pH allant de 3 a 7. En revanche, en milieu alcalin, I'assimilation des
nutriments par les Candida est inhibée. (Chabasse et al, 2009).

» Température

Croissance entre 20°C et 30° C pour la majorité des levures. Les espéces pathogenes sont

capables de croitre a 37 °© C. (Euzeby, 1994).
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» Nutrition
Les champignons sont des organismes hétérotrophes, ils sont incapables de synthétiser leurs
molécules carbonées a partir du dioxyde de carbone atmosphérique. Ils vivent donc aux
dépens de la matiére organique préformée. Le passage des substances se fait par absorption

(Koenig, 1995).
2.2.4. Caracteres écologiques

Candida albicans est considéré chez ’Homme et les animaux a sang chaud comme un
commensal des muqueuses, faisant partie intégrante de la flore microbienne (Odds, 1988 ;

Mavor et al, 2005).

Chez I’homme, Candida colonise de nombreux sites anatomiques. Durant leur adaptation au
commensalisme, certaines espéces se sont spécialisées pour certaines localisations. Ainsi, C.
albicans et C. glabrata vivent en commensaux en €équilibre avec la flore bactérienne sur les
muqueuses digestives et génito-urinaires de 1I’homme et de la femme, alors que C.
parapsilosis et C. famata sont des levures commensales de la peau. Ce sont des levures
opportunistes, elles profitent d’un dysfonctionnement du systéme immunitaire ou d’autres
facteurs favorisants pour se comporter comme pathogene et provoquer des candidoses
(Chabasse, 1999 ; Bouchara, 2010).

C. albicans est observé partout dans le monde quelques heures aprés la naissance, et il peut

étre retrouvé chez I’animal, sur les objets inanimés et dans le sol, les aliments et les hopitaux

(Ruhnke, 2006 ; Edwards, 2009).
2.2.5. Modes de contamination

Le Candida peut atteindre les tissus profonds selon deux modes d'entrée: par voie endogeéne
ou exogene.

- La contamination endogéne

Les especes Candida albicans et C. glabrata, saprophytes du tube digestif et de la sphere
oropharyngée, sont responsables, le plus souvent, d'une infection par voie endogeéne. La
transmission du Candida albicans est plus rarement, croisée. Des épidémies ont été décrites,
principalement dans les services de réanimation, et sont liées a des contaminations des

liquides de perfusion ou de nutrition parentérale ou bien par manuportage (Eggimann, 2000).
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-La contamination d'origine exogéne
Les espéces non albicans proviennent de différents substrats alimentaires et
environnementaux et leur contamination est de fait exogene.
- Physiopathologie des candidoses
Quel que soit le mode de contamination, la pathogénie des candidoses systémiques suit des
étapes : colonisation, prolifération, invasion puis dissémination (figure3):
Colonisation
l Antibiothérapie
Prolifération
l Lésions mugqueuses
Invasion

l Immunocompétence amoindrie

Dissémination

Figure 3 Physiopathologie des candidoses. (Lepape, 1999 ; Mimoz, 2000)

- La prolifération des Candida en quantité anormalement importante dans la lumiere digestive

sous l'effet de facteurs favorisants telle qu'une antibiothérapie a large spectre.

- L'invasion par translocation a I'occasion d'une 1ésion muqueuse qui va finalement aboutir, en
cas de troubles de I'immunité, a la dissémination dans tout l'organisme (Mimoz, 2000 ;

Lepape, 1999).

Le méme processus peut se faire a partir de la peau ou des muqueuses lorsque des sites

normalement stériles sont colonisés par les Candida.
2.2.6. Facteurs prédisposant a ’infection candidosique :

Les candidoses sont des maladies opportunistes profitant de la déstabilisation du fragile
équilibre de commensalisme installé entre le parasite et ’hote pour se disséminer. En cela,
certains facteurs, propres ou étrangers a 1’hdte, favorisent le développement de la forme

invasive (tableaul). (Lagane, 2007)
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Tableau 1 Les facteurs intrinséques/extrinséques favorisant le développement de la forme

invasif des Candida (Lagane, 2007).

Les facteurs intrinséques liés a I’héte

Les facteurs extrinséques et / ou iatrogenes

Les facteurs physiologiques

- Age
- Hormones

Les facteurs alimentaires et la dénutrition

- consommation de glucides en grande quantité
- carences nutritionnelles

Les facteurs locaux

- La macération

- ’humidité

- ’occlusion

- la modification de la trophicité

Les traitements médicamenteux

- Antibiotiques

- Traitements médicamenteux :
Immunosuppresseurs et anti-cancéreux

- Traitements chirurgicaux et acces vasculaire
Les cathéters, sondes et matériaux étrangers

- Le traitement chirurgical

Le terrain ou la maladie sous-jacente

- Les cancers

- Le SIDA

- Le diabéte et les maladies endocriniennes
-Pathologie cardiaque

- La xérostomie :

2.2. Les candidoses

Parmi les candidoses, les localisations profondes dont la fréquence a doublé entre les années

80 et 90 et plus de 80% représentent I’infection due a Candida albicans, commensal du

tractus digestif humain, est la plus commune. Les mycoses a Candida se situent au premier

rang des infections fongiques par leur fréquence et leur gravit¢ (Bodey et al, 2002 ;

Samaranayake et al, 2002).

Au plan clinique, les candidoses sont classées selon la localisation en deux groupes :

- les candidoses superficielles

- les candidoses profondes. (Lagane, 2007)

On distingue classiquement les candidoses muqueuses et les candidoses invasives.

2.2.1. Candidoses muqueuses

Les candidoses muqueuses sont les formes les plus fréquentes. Elles peuvent étre observées

chez les patients immunocompétents ou immunodéprimés. Elles touchent les muqueuses

colonisées de facon habituelle par C. albicans, c’est a dire les muqueuses orales,

cesophagiennes et génitales. Les signes cliniques des candidoses muqueuses associent a des

degrés variables : douleur ou prurit, ulcération muqueuse et présence d’un enduit blanchatre
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peu adhérent. 11 existe par ailleurs des spécificités en fonction des sites touchés. En I’absence
d’autres conditions favorisantes, ces candidoses n’évoluent jamais vers une candidose
systémique et sont donc rarement associées a des signes généraux tels que la fievre. (Méar,
2014)

Ces muqueuses sont constamment colonisées par des flores bactériennes commensales. Lors
de la modification des conditions physico-chimiques locales, C. albicans peut également
coloniser des sites habituellement indemnes de sa présence. C’est le cas de la peau située a
I’intérieur des grands plis (ventre, seins, pli inguinal) chez les patients obeses ou diabétiques,
ou la macération va créer des conditions favorables au développement de C. albicans. C.
albicans entre en compétition avec les bactéries commensales pour les ressources
nutritionnelles et les sites d’adhésion. La perturbation de cet équilibre, notamment par
I’utilisation d’antibiotiques, permet la prolifération de C. albicans puis effraction de la
barriere épithéliale (Kennedy et al, 1985 ; Peleg et al, 2010). En revanche, chez les patients de
réanimation non neutropéniques, la présence de C. albicans est rarement synonyme

d’infection, mais représente plutdt une colonisation (Meersseman et al, 2009).
2.2.2. Candidoses invasives

On parle de candidoses invasives ou systémiques lorsque C. albicans est isolé¢ d’un site
normalement stérile (sang, visceres, LCR...). Les candidoses invasives comme la candidémie
(atteinte systémique) ne touchent que les patients gravement immunodéprimés (Ruhnke,
2006). Dans le monde, C. albicans est classé quatriéme microorganisme isolé dans les
hémocultures en terme de fréquence. Les candidoses invasives représentent 73% de toutes les
infections fongiques invasives aux USA (Azie et al, 2012) et sont associées avec une
mortalité importante, proche de 40% chez les patients non neutropéniques (Azie et al, 2012 ;
Lewis, 2009). Les signes cliniques des candidoses invasives sont non spécifiques, et se
résument le plus souvent a de la fievre. Ces signes varient en fonction des organes touchés

(endocardite, candidose hépato-splénique, endophtalmie...)
I1. Pathogénicité des Candidoses

Les infections de la peau et des muqueuses telles que les candidoses vaginales par exemple,
sont principalement dues a des modifications du pH et de ’environnement microbien, alors
qu’une atteinte systémique est habituellement associée a une insuffisance des défenses de

I’hdte, sur certains terrains immunodéprimés comme chez les individus agés, ou encore ceux

11
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traités par chimiothérapie, ou souffrant de désordre hématologique (HIV-positif, leucémie),
ou chez les sujets ayant un traitement antibiotique a large spectre ou un déséquilibre
endocrinien (diabéte, grossesse) (Eggiman et al, 2003; Patterson, 2005). Le passage de 1'état
commensal a 1'état pathogéne est donc le plus souvent lié¢ a une défaillance des systémes de
défense de 1'hote. C. albicans est capable de survivre comme commensal dans plusieurs sites
anatomiques, chacun présentant ses propres pressions environnementales. Ceci explique les
manifestations cliniques tres diverses causées par ce champignon (Morgan, 2005; Tortorano

et al, 2006).

II1. Manifestations cliniques

— Digestives : muguet fréquent chez les nourrissons et les vieillards, candidoses
oropharyngées et cesophagiennes chez les malades atteints du syndrome de
I’immunodéficience acquise (SIDA), candidoses gastro-intestinales ou coliques plus
rares ;

— Génitales : vaginites particulicrement fréquentes chez la femme enceinte ou sous
contraception orale, urétrites ou balanites chez I'homme ;

— Cutanées et unguéales : intertrigo interdigito-palmaire, intertrigo interfessier chez le
nourrisson, folliculite chez les héroinomanes, onyxis généralement accompagnés d'un
périonyxis (ongles de la main) ;

— muco-cutanées chroniques : dans le cas d'un déficit de I'immunité cellulaire ;

— viscérales et septicémiques.

Des complications redoutables (comme des endocardites suite a des septicémies) sont
fréquemment rencontrées chez les sujets a risque (immunodéprimés, transplantés, opérés du
tube digestif ou du cceur). C. albicans est responsable d'un grand nombre de septicémies. Il
peut diffuser a tous les visceres par voie hématogeéne ou par contiguité. On décrit des
candidoses oculaires, pulmonaires, ostéo-articulaires, urinaires, hépatiques, neuro-méningées,

cardiaques (endocardites) etc. (Caraés, 2016)

12
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Chapitre 02 :
Materiels et methodes.




B Chapitre 02 Matériels et Méthodes

Notre travail est une étude descriptive prospective menée au laboratoire de Parasitologie-
mycologie de ’HCA durant 2 mois du 10 février au 18 avril 2020. Elle consiste a faire le
diagnostic des candidoses profondes chez les malades externes et hospitalisés dans divers
services a ’HCA. Le motif de demande de ce diagnostic est établi sur la base de signes

radiologiques, biologiques et/ou cliniques.

1. Matériel

1. Matériel biologique

Dans notre étude nous avons inclus tous les malades de la période de 2 mois. Il s’agit de 56
patients hospitalisés et externe ayant une symptomatologie faisant suspecter une mycose
profonde. Ces patients ont été adressés au laboratoire de parasitologie — mycologie provenant
des services de pneumologie, d’ORL (oto-rhino-laryngologie), d’urgence, d’urgence
pédiatrie, de néphrologie, de maladie infectieuse, des externes de bactériologie, d’oncologie ,
de réanimation pédiatrique médicale, de pédiatrie, de gastro-entérologie et des olivier, et
souffrant de fievre irréguliere résistante aux antibiotique a large spectre, une altération de

I’état générale, frisson, myalgie et trouble cardiovasculaire.
Les différentes répartitions des patients de THCA

La répartition des malades selon leurs provenances, leur age, leur sexe, leurs principaux

signes cliniques, et leurs services et types de prélévement sont présentés en Annexe 1.
2. Matériel de laboratoire

2.1. Verrerie et matériel consommable

La verrerie et le consommable utilisés pour les analyses sont ceux couramment utilisés dans

un laboratoire d’analyse de parasitologie, et mycologie, ils sont présentés en Annexe 2.

2.2. Appareil de laboratoire

Les appareils spécifiques de biologie moléculaire et du diagnostic immunologique qui sont

utilisés dans le laboratoire de ’HCA son présentés en Annexe 3.

2.3. Milieux de culture
- Milieu Sabouraud chloramphénicol "SC"

- Milieu Sabouraud chloramphénicol actidione "SCA"

14
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- Milieu Rice cream

2.4. Produits chimiques
- Tampon Véronal pH=8,2
- Agar
- Citrate de sodium 5%
- Solution de décoloration
- FEau distillée
- Eau physiologique a 9 %
- FEau déminéralisée
- Huile de vaseline
- Huile a immersion.
2.5. Colorants
- Solution de bleu Coton

- Solution de bleu de lactophénol

2.6. Réactifs
Les différents coffrets d’AUXACOLOR utilisés pour I’identification des especes de Candida

ainsi que les coffrets d’ELISA, de PCR et d’antifongigramme sont présentés en Annexe 4.

I1. Méthode

1. Méthodes de prélévement mycologiques

Les prélévements superficiels sont effectués avec des écouvillons stériles en frottant les zones
ou les levures sont retrouvées le plus fréquemment. On préléve aussi par grattage a I’aide d’un
vaccinostyle pour ramener plus de squames. En revanche, lorsque les zones concernées sont
les foyers de candidoses profondes, les prélevements sont effectués au lit du malade et

acheminés au laboratoire. Ils consistent en :

Liquide céphalorachidien (LCR) : une ponction lombaire est réalisée pour recueillir le LCR.
Celui-ci est recueilli directement dans un flacon stérile et acheminé le plus vite possible au
laboratoire pour I’analyse. Une quantité suffisante de LCR doit étre récupérée, elle servira a
faire ’examen direct a I’encre de Chine, a rechercher les antigénes polysaccharidiques
cryptococciques et a faire la culture. En général une quantité de 3 a 5Sml est suffisante.
Aprées réception au laboratoire, le LCR est centrifugé a 4 000 tours par minute pendant 5

minutes.
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Sang : du sang veineux est prélevé dans un flacon d’hémoculture aérobie et incubé a 37°C.
Un examen direct a la recherche de levures est effectué¢ ainsi qu’une culture sur milieux
Sabouraud deés réception du prélévement ; ainsi qu’une fois par semaine pendant un mois

avant de conclure a la négativité de I’hémoculture.

Urine : les urines fraiches du matin sont recueillies dans un flacon stérile. Une toilette intime
préalable est souhaitable et le prélévement doit étre récupéré au milieu du jet d’urines. Les

urines sont centrifugées a 4000 tours/min pendant 05 min.

Crachats : les crachats sont récupérés dans un flacon stérile. Il est préférable de faire des

crachats induits afin d’éviter la contamination par la flore buccale.

Selle : les échantillons sont recueillis en pots propres étanches apres avoir suivi un régime

sans résidus et sans charbon.

2. Méthodes et diagnostic :

Le diagnostic mycologique est basé :
- Sur la mise en évidence de la levure dans les prélévements soit a I’examen direct apres
coloration au bleu Coton, soit apres culture sur milieu Sabouraud.
- Dans un second temps on passe a I’identification du genre et de I’espéce au moyen de
galeries biochimiques déterminant les caractéres physiologiques.
e Le diagnostic immunologique se fait par la recherche des antigénes et des anticorps
par la technique ELISA.

e Le diagnostic moléculaire consiste en I’utilisation de la technique PCR.

2.1. Le diagnostique mycologique
2.1.1. Examen direct apreés coloration au bleu Coton :
Liquide céphalorachidien (LCR) : une goutte du culot est mélangée a une goutte d’encre de

Chine diluée et examinée entre lame et lamelle au microscope optique aux objectifs 10 et 40.

Le surnageant est utilisé pour la recherche des antigénes par technique d’agglutination.

Sang : une goutte de sang prélevée du flacon d’hémoculture est mélangée a une goutte
d’encre de Chine diluée et examinée entre lame et lamelle au microscope optique aux

objectifs10 et 40.
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Urine : une goutte du culot est mélangée a une goutte d’encre de Chine diluée et examinée

entre lame et lamelle au microscope optique aux objectifs 10 et 40.

Crachat : si les crachats sont trop épais, une fluidification est nécessaire au préalable. On
mélange une goutte a de I’encre de Chine diluée, la préparation est ensuite examinée entre

lame et lamelle au microscope optique aux objectifs 10 et 40.

La positivité se matérialise par la présence des levures de taille variable 2 a 3 microns

entourées d’une membrane fine et généralement regroupées en amas.

e (ulture

Tous les prélevements, que ce soit le LCR, le sang, les urines, les selles ou les crachats, sont
ensemences (par stries) dans des conditions stériles autour de la flamme d’un bec Bunsen et
en quantité suffisante dans le milieu Sabouraud chloramphénicol ou les autres milieux.

Les cultures sont ensuite incubées dans une étuve a 37°C et observées apres 24 a 48 heures

(Temps de pousse des levures du genre Candida).
L’algorithme décisionnel du diagnostic mycologique est présenté en Annexe 5.

Les cultures positives laisseront apparaitre sur le milieu SC des colonies muqueuses blanches

ou a tendance beige des 24 heures d’incubation (figure8).

e Identification des levures
Sensibilité a ’actidione :

Les levures ne pousse généralement pas sur actidione, cette propriété constitue en soi un

critere d’identification de la pathogénicité.

Test d’assimilation des sucres par AUXACOLOR :
1. Principe
La galerie AUXACOLOR™ 2 est un systéme d’identification dont le principe repose sur

I’assimilation des sucres. La croissance des levures est visualisée par le virage d’un indicateur

de pH. (Kurtzman, 1998)
2. Mode opératoire
Amener les réactifs & température ambiante avant utilisation.
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1. Ensemencement de la microplaque
- Préparer ’inoculum a partir d’une culture de 24 .
a 48h réalisée sur milieu de Sabouraud (+/-
antibiotiques) ou sur milieu chromogénique 1
(CandiSelect TM 4 code 63746). Dans des
conditions stériles, ensemencer le milieu de i

milieu de suspension (R2)

suspension (R2) avec des colonies de souche pure

(exemptes de bactéries et d’association avec

100

d’autres levures) en quantité¢ suffisante (1 a 5

colonies identiques) pour obtenir une opacité 1
équivalente au témoin d’opacité fourni dans le kit O00000O0O0

code 56499 (opacité égale a 1,5 McFarland). II est O00000O0O0

nécessaire de respecter l'opacité de I'inoculum  |ciég Gw. MAL sAC. GAL LAC. RAR INO.
CEL TRE ADO. MEL XYL ARA HEX. POL/RC.

pour garantir la qualité des résultats.
Figure 4 Les ¢étapes a suivre pour l'identification colorimétrique des

levures
- Recouvrir la microplaque (R1) avec 1’adhésif en s’assurant que 1’adhésion est parfaitement
uniforme. Incuber 48h (72h si nécessaire) a 30°C (= 2°C). Les différentes photos prise au

cours de la manipulation sont présentés en Annexe 6.
2. Lecture des résultats

La lecture définitive doit s’effectuer a 48H. Méme si une premicre lecture a 24H peut déja
donner un code correct et permettre I’identification de certaines levures, nous recommandons

de réaliser I’interprétation définitive a 48H.

Pour faciliter la lecture, il est possible de regarder sur I’envers de la microplaque ou de
décoller 1'adhésif, en respectant les conditions de stérilit¢é d'usage si une réincubation est
nécessaire. Dans ce cas, recoller soigneusement 1'adhésif, noter les résultats et les reporter sur

le carnet prévu a cet effet.
4.3.2.3. Interprétation des résultats

A) Guide d’interprétation des réactions colorées
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Pour le glucose, maltose, saccharose, galactose, lactose, raffinose inositol, cellobiose,
tréhalose, adonitol, melezitose, xylose, et arabinose :
— Bleu-gris et bleu-vert sont considérés comme négatifs.
— Jaune pale et jaune-vert sont considérés comme positifs.
Pour I’activité phénoloxydase (POX) :
— Incolore est considéré comme négatif.
— Marron est considéré comme positif.
Pour I’activité proline-arylamidase (PRO) :
— Incolore est considéré comme négatif.

— Jaune est considéré comme positif.

M¢éthodologie pour le codage

Les 16 caractéres biochimiques, répartis dans 15 cupules (les tests POX. et PRO. étant

associés dans une méme cupule), sont utilisés pour 1’identification des Candida sp.
* Un profil numérique a 5 chiffres est obtenu en regroupant par 3 les valeurs des 15 tests

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

en rapport avec sa position dans le triplet.

» Selon Fricker-Hidalgo, (1995), l'addition des trois valeurs donne un chiffre qui permet

l'obtention d'un profil numérique a 5 chiffres correspondants a une espéce spécifique du genre

Candida.

Test de ’uréase :

Certaines espéces du genre Candida hydrolyse I'urée par production d’une uréase.

La mise en évidence de ce parametre se fait par un simple test. On ensemence une colonie
dans un tube contenant 1ml du milieu urée — tryptophane qui contient un indicateur coloré de
pH, le rouge de phénol & 1% et on incube pendant 3 heures a 25°C.

Apres 3 heures, si ’indicateur de pH vire au rouge, c’est que la levure possede une uréase qui

a dégradé I'urée et changé le pH du milieu ce qui a fait virer ’indicateur.
2.1.2. Examen direct sans coloration

Un fragment du prélevement, placé sur une lame, est dissocié dans une goutte de sérum

physiologique stérile: on observe sans coloration, des petites cellules de 2 a 4 pm, a paroi
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mince, rondes ou ovalaires, bourgeonnantes, accompagnées parfois de filaments mycéliens,
formés d’articles de longueur variable, de 3 a 5 um de diamétre et aux extrémités arrondies.
(Figurel). En I’absence de fragment sur le prélévement, on réalise un frottis qui sera coloré

par le lugol a 2%, au bleu de lactophénol ou au noir chlorazole.

e Culture ou isolement des champignons.

L’ensemencement se fait sur milieu Sabouraud chloramphénicol avec et Sabouraud sans
actidione, de facon stérile par des mouvements de rotation ou de balayage de 1’écouvillon a la

surface de la gélose dans les tubes, jusqu’a épuisement du liquide ou du prélevement solide.
e Identification

-Teste de filamentation : dans le sérum
-Teste de Chlamidosporulation :en présence de colonies bien individualisées,
I’identification précise de [D’espeéce 1isolée peut éEtre réalisée par le test de

chlamidosporulation — Repiquage sur Rice Cream 24 a 48h a 27°C.

La présence de chlamydospores, structures arrondies de 10 a 15 mm entourées d’une paroi

¢épaisse a double contour, signifie qu’il s’agit dans 95% des cas d’un Candida albicans.

- Etude de P’assimilation des sucres par AUXACOLOR : la méme technique décrite
précédemment.
2.2. Détermination de la sensibilit¢ des levures aux antifongiques par

Antifongigramme.
1. Principe

L’ Antifongigramme permet d’étudier, en milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
1640 tamponné, modifi¢, en présence d’un indicateur d’oxydo-réduction, la croissance des

levures en présence de 6 antifongiques a 2 concentrations différentes.

L’appréciation de la croissance repose sur la réduction de I’indicateur coloré qui entraine un
virage du milieu du bleu au rose. Lorsque la croissance est inhibée par I’antifongique, le

milieu reste bleu.
Ce teste présenté en microplaque de 16 cupules comprend :

e 2 cupules Témoin de croissance
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e 12 cupules contenant les antifongiques déshydratés (6 antifongiques a 2 concentrations
différentes)
e 2 cupules Témoin négatif
Un inoculum calibré de la souche a étudier est dilué dans le « milieu de suspension », puis
réparti dans chaque cupule de la microplaque.
Les antifongiques présents dans chaque cupule sont ainsi réhydratés par le « milieu de

suspension » ensemence.

Selon Garrigues et al, (1996), les concentrations d’antifongiques obtenues correspondent a des
concentrations discriminantes, permettant de classer les souches en :

e Souches sensibles (S)

e Souches intermédiaires (I)

e Souches résistantes (R)

2. Mode opératoire

A. Préparation de la suspension de levures

e A partir d’une culture pure et fraiche obtenue sur milieu de Sabouraud avec ou sans
antibiotique, prélever 2 colonies identiques a I’aide d’une pipette et les décharger
dans 3 ml d’eau distillée stérile afin d’obtenir un premier inoculum calibré d’opacité
équivalente au standard n°1 de Mac Farland (Opacity control 1 Mac Farland), = 3
x10° levures/ml

e A l’'aide d’une pipette calibrée, diluer 100 pul de cet inoculum dans 1.9 ml d’eau
distillée stérile.

e Ensemencer 20 ul de la dilution obtenue dans le milieu de suspension fourni dans le

coffret. La concentration de I’inoculum est alors équivalente a =1 x 10° levures/ml.

B. Inoculation de la microplaque
e A l’aide d’une pipette calibrée, répartir 100 pl de cette suspension dans chaque cupule
de la microplaque.

e Recouvrir avec 1’adhésif.

C. Incubation de la microplaque

Incuber : - 4 37°C pendant 48h
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Les différentes photos prise au cours de la manipulation sont présentés en Annexe 6.
D. Lecture et interprétation des résultats

e N’effectuer la lecture que si les cupules Témoins de croissance (T+) sont roses.

e Observer I’éventuel virage de couleur dans les cupules contenant les antifongiques
par rapport aux cupules témoin négatif (bleu).

e Interpréter en fonction de la couleur des 2 cupules pour chaque antifongique :
- bleu-bleu = absence de croissance : souche inhibée par I’antifongique in vitro.
- rose-bleu = faible croissance : souche intermédiaire.

- rose-rose = croissance : souche non inhibée par I’antifongique in vitro.

3. Le diagnostic immunologique

Nous effectuons parallelement aux prélevements des différents sites pour le diagnostic

mycologique des prélevements de sang pour le diagnostic immunologique.
3.1. Technique d’ELISA

Principe du test serion ELISA classique

Le test ELISA (test utilisant un immunoadsorbant li€ a une enzyme) est un test
immunologique qui convient particulie¢rement a la détermination d'anticorps dans le domaine
de la sérologie infecticuse. La réaction est basée sur l'interaction spécifique d‘anticorps avec
les antigeénes correspondants. Les puits de la microplaque de dosage des coffrets SERION
ELISA classique sont fixés avec I’antigene spécifique du pathogéne concerné. Si les anticorps
contenus dans I'échantillon de sérum du patient sont présents, ils se lient a l'antigéne fixé. Un
anticorps secondaire, qui a été préalablement conjugué avec l'enzyme phosphatase alcaline,
détecte le complexe immun et s'y lie. Le substrat incolore p-nitrophénylphosphate est ensuite
transformé en un produit coloré, le p-nitrophénol. L'intensité du signal de ce produit de
réaction est proportionnelle a la concentration de l'analyte dans I'échantillon et elle est

mesurée par une méthode photométrique.
3.1.1. Recherche des anticorps circulants (IgA, IgM, IgG)

A) Modeo pératoire

Serion ELISA classic Candida albicans 1gA/1gG
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Dilution des échantillons Avant d'effectuer le test, les échantillons patients (V1) doivent étre

dilués dans le tampon de dilution (V2) avant d’effectuer le test comme suit :

Vi +Vz=1+1000 ajouter 10 d'échantillon patient
chacun a 1000 ul tampon de dilution (1 + 100)
20 pl de la premiére dilution
chacun a 180 pl tampon de dilution (1 + 9)

Apres dilution et avant le pipetage dans la plaque de microtitration, les échantillons doivent

étre bien mélangés pour obtenir une solution homogene.
Serion ELISA classic Candida albicans 1gM

Echantillon patient (V4) doit étre dilué dans ce tampon de dilution (V3) :

Va+ Va=1+100 ajouter 10 ul d'échantillon patient

chacuna 1000 ul tampon de dilution

Apercu générale de la procédure du teste ELISA (recherche d’anticorps) :

23



BN Chapitre 02

Matériels et Méthodes

Pipetez les échantillons dilués et les sérums contréle negatif /
standard préts a I'emploi dans les puits microtest (100 ul)

4

INCUBATION 60 min & 37 °C
chambre humide

4

LAVAGE (4 x 300 pl WASH] 2
3

Déposez le conjugué (100 i)
4

INCUBATION 30 min & 37 °C
chambre humide

L

LAVAGE (4 x 300 pl WASH] )2
3

Déposez le substrat (100 pl)
4

INCUBATION 30 mina 37 °C
chambre humide f incubation sombre

.
Déposez la solution d'arrét |[STOP | (100 ul)
4

| LECTURE D'EXTINCTION 2405nm |

Les différentes photos prise au cours de la manipulation sont présentés en Annexe 6.

B) Evaluation quantitative avec Serion ELISA classic Candida albicans

[gA/1gG/IgM :

Pour établir les fourchettes du seuil, multipliez la valeur moyenne du DO standard mesuré

avec les données numériques du certificat de contréle de la qualité.

B) Interprétation des résultats

Un résultat de test positif confirme la présence des anticorps spécifiques. Un résultat négatif

indique qu'aucun anticorps cliniquement significatif contre l'agent pathogéne n'est présent

dans I'échantillon du patient, mais n'exclut pas I'éventualité d'une infection aigiie. En cas de

résultat limite, une évaluation fiable n'est pas possible. Un diagnostic définitif ne peut étre

atteint qu'en testant parallelement des échantillons de sérum appariés, prélevés dans un laps de

temps de deux semaines. (Zoller et al, 1991)
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3.1.2. Recherche des antigenes circulants

A) Mode opératoire

Avant d'effectuer le test, les échantillons (échantillon patients, standard et contrdle négatif)

(V1) doivent étre dilués dans le tampon de dilution (V2) comme suit :

Vi+ Va2 =3+1 ajouter 300 pl échantillon de (v+)

chacun a 100 yl  de tampon de dilution (Vz)

Apercu générale de la procédure du teste ELISA (recherche d’antigenes) :

Préparation des €chantillons, du sérum de contrdle négatif et du sérum standard

Ajoutez le surnageant a partir des échantillons (100 pl)
4

INCUBATION 60 min. f 37 °C
chambre humide

4

LAVAGE (5 x 300 pl )
4

Pipetez la solution conjuguée PODCR| (100 ul)
4

INCUBATION 60 min. / 37 °C
chambre humide

g
LAVAGE (5 x 300 pl )

4
Pipetez la solution de substrat [TMB] (100 pl)
g

INCUBATION 30 min. f 37 °C
chambre humide [ incubation sombre

4
Pipetez |a solution d'arrét | STOP | (100 ul)
1)

LISEZ LA DENSITE OPTIQUE & 450 nm (réf. 650 nm)

B) Interprétation des résultats :

Les résultats positifs des tests pour les échantillons patients indiquent une fungemie a
Candida. Les résultats ne peuvent étre interprétés qu'en association avec un tableau clinique et

d'autres méthodes de détection.
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4. Diagnostic par biologie moléculaire
4.1. Technique moléculaire PCR (réaction en chaine par polymérase)
A) Principe

Le kit QIAamp DSP DNA Blood Mini utilise la technologie bien établie QIAamp pour
purifier 'ADN génomique. La membrane a base de silice QlAamp se lie spécifiquement a
I'ADN dans 1'échantillon lys¢, tandis que le reste du lysat est rapidement ¢€liminé par
centrifugation ou sous vide. L'ADN li¢ est efficacement lavé pour éliminer les contaminants,

puis €lu¢ dans des volumes de 50 a 200 pl.

B) Mode opératoire

a) extraction de ’ADN

e Mettre dans chaque eppendorf :

- 200 pl d’eau physiologique.

- 200 pl de tampon.

- 10 pl de protéinase k.

- notre suspension.

e Vortexer 10-20 secondes et metre au bain-marie a 56°C pendant 30 minutes en vortexant
chaque 5 minutes puis retirer le microtube du bain-marie

e ajouter 200 ul d’éthanol 100%, puis vortexer et transférer sur une colonne Qiagen.

e centrifuger 3 minutes a 10000 tours, puis jeter la poubelle et remettre la colonne sur une
nouvelle poubelle

e ajouter 500 ul de solution lavage 1 AWI et centrifuger 3 minutes. Jeter la poubelle et
remettre la colonne sur une nouvelle poubelle,

e ajouter 500 pl de solution lavage 2 AW2 et centrifuger 3 minutes. Jeter la poubelle et
remettre la colonne sur un eppendorf

e ajouter 300 ul de tampon AE puis centrifuger 3 minutes
b) Amplification de ’ADN

e Mettre dans chaque eppendorf :
- 35 ul de tampon.
- 21 pl de MgCls.
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- 7 pul de ANTP.

- 8.75 ulde Crfet8.75 pul de Crr (les amorces) qui ciblent le géne hwpl.

- 2.8 ul de taq polymérase.

- 196.7ul d’eau distillée.

Pour avoir un totale de 40 ul dans chaque eppendorf.

e ajouter 10 ul de chaque ADN dans les 6 premier eppendorf puis ajouter 10 pl d’eau distillée
dans le dernier eppendorf (temoin négatif). On aura donc des solutions de 50 pl.

e mettre les 7 eppendorfs dans le thermocycleur (MyCycler™ Thermal Cycler) etle
programmer au protocole Crf/Crr qui comprend les étapes suivantes :

- Dénaturation — 95°C — 45 secondes.

- Hybridation — 58°C — 40 secondes.

- Elongation — 72°C — 55 secondes (30 cycles).

c¢) Révélation des produits d’amplification

e Préparation du gel d'agarose (pour un volume de 300 ml)

Mettre dans une fiole jaugée :

- 270 pl d’eau distillée.

- 30 ul de tampon.

- 4.5 gd’agar

-30 ulde BET

Puis mettre la fiole dans un bain-marie pendant 60 minutes, lorsque la préparation devient
translucide, la verser dans un moule et la laisser refroidir.

e Déposer dans chaque puits d’une plaque en verre :

- 3 ul de colorant

- 7 ul d’eau distillée

Ajouter 10 pl de chaque ADN dans les 7 premier puits, puis déposer 5 pul de marqueur de
taille dans le dernier puits.

Transvaser le tout dans les puits du gel d’agarose et le placer dans une cuve d'¢lectrophorese
branchée a un générateur (POWERPAC™). Le gel est ensuite déposer dans un

transilluminateur UV pour la visualisation des bandes révélées avec le bromure d'éthidium.

Les différentes photos prise au cours de la manipulation sont présentés en Annexe 6.
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B Chapitre 03 Résultats et Discussion

Chapitre 03 :

Resultats et discussion.
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1. Résultats

Le diagnostic des mycoses profondes est effectu¢ au laboratoire de Parasitologie-Mycologie
de I’ HCA.

L’identification mycologique de chaque espéce a ¢été réalisée par les techniques
d’identifications usuelles. Les résultats portent, dans un premier temps, sur 1’étude
phénotypique des levures du genre Candida. Dans un deuxiéme temps, les caracteres
biochimiques et physiologiques permettent, alors, de distinguer les especes de ce genre.

Nous divisons ces résultats en quatre parties.

v’ La premiére décrit ’aspect phénotypique du genre Candida.

v La deuxiéme détaille les caractéres biochimiques et physiologiques des espéces de ce
genre.

v’ La troisiéme nous renseigne sur la réponse immunitaire face au développement des
especes retrouvées, par la sérologie, en faisant la recherche qualitative et quantitative
des antigenes et des antigenes présents dans le sang.

v" Nous rapportons, enfin, les résultats du diagnostic moléculaire basé sur la technique
PCR, obtenus en utilisant sur un couple d’amorce (Crf/Crr) spécifique du génehwpl
ciblé et qui nous permet de distinguer les espéces morphologiquement identiques mais
dont les génotypes sont différents, il s’agit de Candida albicans, Candida dubliniensis

et Candida africana..

Notre échantillonnage de 56 patients est réparti selon trois parameétres : sexe, age et services
afin d’évaluer la prévalence des candidoses durant notre étude qui s’est déroulée du mois de

Févrierau mois de Mars2020, a I’ HCA.
I. Evaluations du sexe ratio des patients ayant servis pour les tests :

» Dans la (figure5) nous rapportons la répartition des patients selon le sexe :
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Sexe ratio

© Homme ®Femme

66.07%

33.92%

Figure 5 Evaluation du sex ratio des patients ayant servie pour les tests a I'HCA, tous services

confondus

Sur I’ensemble de I’étude, le sex ratio est trés en faveur des patients du sexe masculin. Avec

un pourcentage de 66 ,07 % pour les hommes et de33.92% pour les femmes).

I1. Répartition des patients testés dans tous les services confondus

Age
mAge

63.04%

36.95%

<35 ans >35 ans

Figure 6 Répartition des patients selon I'dge (<35ans, >35ans) au laboratoire, a 'HCA, tous

services confondus

D’apres la (figure6) plus de 63% des patients ont un agé supérieure a 35ans et plu de 36% des

patients ont un 4g¢ de moins de 35 ans. L’age moyen des patients est de 45.07 ans, avec un
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age minimum de 6 mois et un maximum de 83 ans. Cette pathologie toucherait plus

préférentiellement ’homme d’age mur.

I11. Répartition des patients en fonctions des services ciblés

Hématologie 2%, 2%

Pneumologie
0
®ORL 2% 7% 17%
0
= Urgence o I_l 4%
2%,

m Urgence pédiatrie

Néphrologie

Maladie infectieuse

Externe
17%
Bactériologie
Oncologie 329%
Réanimation pédiatrique médicale \ '
Pédiatrie 7%
Gastro-entérologie \ 29
Olivier

Figure 7 Distribution des patients au cours d'une candidose profonde selon les différents

services de 'HCA

A partir de la (Figure7), on remarque que ces 14 services ont regroupé 56 isolats de Candida.
Les services d’hématologie, pneumologie et les externes regroupe le plus grand nombres de

patients soit au total plus de la moiti¢ des patients (66%)
1. Résultats de ’examen direct :

a) Résultats de I'examen macroscopique des colonies : nous a permis tout d’abord
d’établir la distinction entre les levures et les champignons filamenteux qui eux présentent un
aspect duveteux et un développement aérien du mycélium. L’identification des colonies du
candida ont été faites sur la base d’une clé de référence (Grillot, 1996). D’apres cette derniere
les colonies du genre Candida possédent des aspects et des formes treés variés sur milieu
Sabouraud. Leur couleur est le plus souvent blanche a créme, leur texture s€che, muqueuse ou

crémeuse, leur surface peut €tre luisante, brillante ou mate et présenter un aspect lisse, plissé
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ou rugueux. Les colonies mesurent quelques millimétres de diameétre sur milieux standard

apres une incubation de 24 a 48 heures a 37°C.

b) Résultats de I'examen microscopique des colonies : entre lame et lamelle, nous a
apporté des informations supplémentaires sur la forme, la taille et le mode de
bourgeonnement. L’observation de blastopores ronds ou ovales, a bourgeonnements
multipolaires nous oriente vers une levure du genre Candida (Figure8). D’apreés la description

donnez par Koenig, (1995).

Culture de candida

Figure 8 Examen direct (Originale ; 2020), montrant :
A) a gauche : Culture sur milieu sabouraud chloramphenicol

B) a droite : Examen a I'état frais (objectif x40)

La recherche de la levure Candida albicans nécessite une culture sur milieu Rice Cream pour

rechercher sa forme caractéristique, la chlamydospore.
2. Résultat obtenus selon la technique de chlamydosporulation :

L’espece C. albicans est facilement identifiée par ses chlamydospores terminales

caractéristiques (figure9), structures globuleuses, a paroi épaisse.
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pseudomyceélium

4

@ 'y . .

.‘_I

chlamydospore I <

-

Figure 9 Chlamydospores terminales de C. albicans sur milieu Rice cream (Originale ; 2020)

Néanmoins ce test ne nous permet pas véritablement de différencier C. dubliniensis et C.
albicans, bien qu’une production de chlamydospores plus abondante ait été rapportée pour C.

dubliniensis.

3. Résultats sur la cinétique d’absorption des sucres par C. albicans selon la

technique AUXACOLOR

Figure 10 Plaque de microtitration du kit AuxaColor™ 2 aprés 24 a 48h d'incubation

(Originale ; 2020)
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Résultats de 'AUXACOLOR

B Candida albicans ~ ® Candida dubliniensis ® Candida parapsilosis
= Candida krusei = Candida tropicalis

Figure 11 Pourcentage de chaque espece obtenue par AUXACOLOR

Dans la (figurel1) on note la présence de 5 especes de candida dont 4 sont non albicans, C.
parapsilosis (25%), C. dubliniensis (25%), C. krusei (12.5%) et C. tropicalis (12.5%).

4.Résultat de la technique de I’Antifongigramme :

Pour les antifongiques suivants : 5-Fluorocytosine, Amphotéricine, Miconazole,
Kétoconazole, Itraconazole, Fluconazole. Les résistances retrouvées chez les différentes

souches des patients inclus dans I’étude sont exposées dans les (Figurel2, 13).
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Figure 12 Résultats d'Antifongigramme effectué pour I'espéce Candida albicans/dubliniensis

(Originale ; 2020)

Résultats de I' Antifongigramme

B Souches S Souches I/R
pour tous pour au
les ATF moins 1 ATF

Candida albicans Candida dubliniensis

Figure 13 Résistances des souches de Candida albicans/dubliniensis de notre étude aux

différents antifongiques testés au laboratoire

Seule une souche de C. dubliniensis est intermédiaire au Miconazole, les autres sont sensibles
a tous les antifongiques testés.
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5. Résultats de la technique ELISA :

Sur les 56 patients, seuls 28 ont eu des sérologies demandées. Les résultats sont présentés
dans les (Figurel4, 15, 16).

A) Recherche des anticorps (Ac)

Répartition des résultats
ELISA Ac

m Négatif ® Douteux © Positif

100%

o
75% 67.86%

21.42%
0% 0% 1%

IgA 1gG

Figure 14 Distribution des résultats Serion ELISA Anticorps (IgA, IgG, IgM)

D’apres la (figurel4), on peut voir que le taux de positifs ne dépasse pas les 18%

B) Recherche d’Ag
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Répartition des résultats
ELISA Ag

uAg
78.57%
10.71% 10.71%
Négatif Douteux Positif

Figure 15 Distribution des résultats Serion ELISA Antigéne

D’apres la (figurel5), on remarque que le pourcentage de positifs est encore plus faible que

celui des anticorps 10.71%.

Des résultats négatifs n’excluent pas une infection aigué. L’Ag peut-&tre masqué par les Ac
anti-Candida, le processus de dénaturation au cours de la préparation de 1’échantillon peut ne

pas étre suffisant pour permettre la détection de I’Ag.

Combinaison Ac, Ag / intermédiaire

® considérés comme positif considérés comme négatif
46.42%
75%
Combinaison résultats Ag et Ac Combinaison résultats

intermédiaire

Figure 16 Performance des sérologies Candida Antigéne et Anticorps en incluant ou pas les

résultats intermédiaires
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D’apres la (Figurel6) le taux de positivité augmente de 25 % pour la combinaison des Ac/Ag

et de 53.57% pour la combinaison des intermédiaires aux résultats positifs.

6. Résultats de la technique moléculaire (PCR) :

Nous avons utilisé la technique moléculaire PCR (réaction en chaine par polymérase) afin de
différencier entre les 2 souches Candida albicans et Candida dubliniensis en utilisant un

couple d’amorce (Crf/Crr) qui cible la protéinehwpl.

A)

B)

541 PB

Figure 17 Visualisation des produits PCR des souches de Candida (Originale ; 2020),
montrant :

A) Candida albicans

B) Candida dubliniensis
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D’aprés la (figurel7) on peut visualiser les couples d'amorces spécifiques d'espéces de
Candida ont permis d'amplifier les fragments de longueur variable, par PCR.

L'amplicon observé mesure:
- 976 pb pour C. albicans.

- 541 pb pour C. dubliniensis.

Résultat PCR

m Candida albicans Candida dubliniensis

Figure 18 Répartition par espece des résultats de PCR

Dans la (figurel8) on remarque une forte prédominance de I’espeéce albicans qui est de

85.71% contre 14.28% de dubliniensis

» Dans la (figurel9) nous rapportons la distribution des espéces de Candida

retrouvées dans les prélévements profonds al’HCA, toutes techniques confondues,
(n=56)
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57.89%

21.05%
10.52%

5.26% 5.26%

Candida Candida Candida Candida Candida
albicans  dubliniensis  tropicalis krusei  parapsilosis

Figure 19 Répartition par espece des souches de Candida responsables de candidémie (toute
techniques confondues) diagnostiqués dans le laboratoire de parasitologie-mycologie de 2020

a 'HCA

D’apres la (figurel9), la souche C .albicans est la plus présente est responsable de candidémie
dans les services de parasitologie et mycologie d’Ain naidja avec un pourcentage de 57.89%
suivi par C. dubliniensis avec un pourcentage de 21.05% ; cependant C. tropicalis et C. krusei

et C. parapsilosis sont peu présentes avec un pourcentage qui ne dépasse pas les 11%

I1. Discussion

Notre étude révele une nette prédominance de patients du sexe masculin (37 patients sur les
56 soit 66.07%). Nos patients sont agés en moyenne de 47.07 ans. Ces données sont
retrouvées dans la plupart des études sur les candidémies (Quindds, 2014). En France,
I’Observatoire Des Levures en Ile-de-France décrit des chiffres similaires concernant le sexe
mais une petite différence pour 1’age retrouvé une moyenne d’age de 60 ans et 60%
d’hommes (Grillot, 2013). Les causes de prédominance masculine ne sont pas encore
clairement identifiées mais I’incidence plus importante des hémopathies et cancers gastro-
intestinaux chez I’homme pourrait expliquer cette répartition (Toubas, 2013). Cette

prédominance se retrouve également dans d’autres études traitant des candidémies (Riche et

al, 2002).
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De fagon attendue, les services les plus touchés par les épisodes de candidémies a ’'HCA sont
les principaux services accueillant les patients a risque : les services de Pneumologie
(33.33%) et d’hématologie (20.37%), comme illustré dans de nombreuses publications
scientifiques (Tortorano et al, 2006), (Leroy et al, 2009), (Arendrup et al, 2011) et (Eggimann
et al, 2003). Selon les derni¢res données de ’ODL (Observatoire Des Levures), 40 % des
candidémies survenaient chez des patients hospitalisés en réanimation et 17 % chez des
patients ayant une hémopathie (Grillot, 2013). Rappelons que la levure du genre Candida est
un champignon opportuniste qui exerce son pouvoir pathogene chez des sujets dont les

réactions de défense sont fragilisées.

Le diagnostic mycologique effectué¢ a partir des différents prélévements de nos malades a

donné un nombre important de positifs (75%)

La proportion de candidémies causées par des souches de Candida résistantes ou de
sensibilités diminuées aux principaux antifongiques demeure faible dans la population de
notre étude, comme ceci est décrit dans 1’ensemble des publications européennes (Tortorano

et al, 2000).

Le diagnostic immunologique basé sur la recherche des Antigénes et des Anticorps peut aider
au diagnostic de candidose invasive, il n’en est pas pour autant le signe pathognomonique.
Ainsi le champignon étant un saprophyte habituel des voies digestives, on peut avoir une

sensibilisation a la levure et posséder un certain taux d’anticorps.

Individuellement ces deux tests avaient des sensibilités médiocres pour le diagnostic de
candidoses invasives. Avec les niveaux de seuil de positivité indiqués par le fabricant,
I’antigéne a été détecté chez 3/28 des patients (10.71 %) et les anticorps étaient positifs dans
4/28 cas (14.28 %). Quand ces tests €taient associés, la sensibilité¢ de détection était de 25 % ;
néanmoins celle-ci était de 53.57 % lorsque les résultats intermédiaires étaient considérés
comme positifs. Des meilleures performances diagnostiques €taient ainsi obtenues en utilisant
les valeurs intermédiaires de 62,5 pg/mL et 3.2 UA/mL comme seuils de positivité pour
I’antigéne et les anticorps respectivement. Ces résultats sont en accord avec les données de la

littérature (Pianetti, 2015).

La recherche d'anticorps anti-Candida est plus fréquemment positive que l'antigénémie
malgré la présence d’une immunodépression sévere d’étiologies diverses (chimiothérapies
myéloablative, traitements immunosuppresseurs...) chez un grand nombre de patients. Ceci

s’explique par la fugacité des antigénes, phénomeéne connu dans I’immunité au cours des
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mycoses. Il s’agit d’un parameétre pouvant étre d’un grand intérét dans le diagnostic des
mycoses car il signe la présence des champignons dans les tissus. Toutefois 28.57 % des
résultats des anticorps étaient intermédiaires, la réponse humorale est en effet souvent
diminuée chez les personnes immunodéprimées. Comme Sendid et al. I’avaient initialement
rapporté dans leur étude (Sendid et al, 1999) puis d’autres (Yera et al, 2001) (Prella et al,
2005), la détection combinée d’anticorps et d’antigéne dans le sérum a permis d’augmenter de
fagon considérable la sensibilit¢ du diagnostic immunologique. D’autre part, 1’étude de la
cinétique des anticorps chez les sujets hospitalisés, est d’un apport certain y compris chez
ceux qui ont des taux faibles. L appréciation des résultats se fait sur ’augmentation des taux

et non par rapport au seuil de positivité.

Une revue de la littérature de 14 études principalement rétrospectives sur une période de plus
de 10 ans utilisant la méthode ELISA PLATELIA® (Bio-rad) représentant au total 453
patients nous a permis de comparer nos résultats (Mikulska et al, 2010). La population étudiée
¢tait aussi hétérogeéne. D’apres ces résultats, il apparait évident que la faible sensibilité de
I’antigénémie ne permet pas a elle seule de réaliser le diagnostic de Candidose invasive.

Plusieurs explications peuvent justifier ces chiffres.

Tout d’abord cette moindre sensibilité en cas de Candidose invasive peut s'expliquer par le
caractére précoce et trés transitoire de l'apparition de l'antigénémie (Herent et al, 1992). Ces

Antigénes ont une demi-vie courte et ont une élimination hépato-rénale.

La formation de complexes immuns peut aussi empécher la détection des antigénes. Verduyn
et son équipe avaient remarqué que les patients non neutropéniques avaient plus fréquemment
des anticorps positifs que des antigénes. Leur hypothése était que la présence d’anticorps

facilitait la clairance de I’antigéne par formation de complexe immun (Verduyn-Lunel et al,

2009).
D’autres causes sont également possibles :

- Les traitements antifongiques peuvent entrainer une diminution de I'antigénémie, or cette

donnée n’a pas été recherchée pour les différents prélevements des sérums.

- Nos sérums avaient pu subir plusieurs cycles de congélation-décongélation pour la

réalisation des analyses, ce qui a également pu altérer ces antigenes.
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Par conséquent, le moment au cours de l'infection auquel I’échantillon est prélevé, un
¢chantillon inadéquat, une piétre préparation de I’échantillon ou un mauvais stockage peuvent

étre responsables d’un résultat négatif.

La technique ELISA est une bonne technique au plan de la spécificité et de la sensibilité. Elle
serait méme un peu trop sensible et pouvant donner des faux positifs. Elle a le grand avantage
d’étre automatisée et a le mérite de traiter un nombre important de sérums en une fois afin de

faire un gain de temps et réaliser un diagnostic rapide.

La proportion de C. albicans retrouvée sur la technique moléculaire PCR ainsi que sur
I’ensemble de ce travail est en accord avec les données de la littérature. En effet, C. albicans
est I’espece retrouvée dans plus de la moiti¢ des préleévements a ’HCA de Ain naadja (57.89
%) comme dans la majorité des études européennes et américaines sauf dans quelques études

menées en Espagne (Tortorano et al, 2006 ; Arendrup, 2010).

D’autre part, si ’on compare ces données avec des études francaises et américaines publiées
ces dernieres années, on remarque que la distribution de Candida spp. autres que C. albicans

ne dépasse pas 50 %.

Les principales especes retrouvées ici sont C. albicans, C. tropicalis et C. parapsilosis. Ces
données sont en accord avec les données de la littérature. Cependant on retrouve sur la
cinquiéme et sixieme place C. krusei puis C. tropicalis, toujours en accord avec les résultats
de la littérature (Tortorano et al, 2006) (Bouza et al, 2008). Ainsi, C. albicans, C.
parapsilosis, et C. tropicalis représentent plus de 90 % des isolats issus de prélévements
profonds. Mise a part C. krusei. Bien que Candida albicans soit ’espece la plus fréquemment
incriminée, on note que ’incidence croissante d’isolats de Candida non albicans est de plus
en plus décrite. Cet accroissement est attribué a I’'usage des antifongiques en prophylaxie chez

les patients et aux techniques de soins de plus en plus invasives. (Matta et al, 2007)

Il serait donc intéressant d’étudier la répartition locale des différentes espéces a ’'HCA sur
plus grande échelle et sur plusieurs années pour confirmer ces résultats afin de vérifier

I’absence d’émergence de C. glabrata qui est normalement décrite (Quindds, 2014).

La prédominance de C. albicans est expliquée par sa capacité importante a ’adhésion aux
muqueuses grace a la présence des récepteurs cellulaires au ligand Candida permettant
I’expression de ses facteurs de virulence, sa germination et sa transformation de I’état

saprophyte sous forme de blastopores, a I’état pathogeéne sous forme filamenteuse. (Grigoriou,
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et al, 2006). Elle posséde une distribution hétérogéne en fonction des régions

géographiques (se référer a ’annexe 7).

La candidose invasive est grave et son pronostic, qui reste trés sévere malgré les nouveaux

antifongiques, est variable selon le terrain sous-jacent et I’espéce responsable.

Il est important de connaitre le profil de 1’épidémiologie local afin d’adapter au mieux le
traitement antifongique c’est pour cela qu’il est important de poursuivre les identifications
afin de personnaliser les traitements. La sensibilité aux antifongiques évolue sans cesse du fait
surtout d’une utilisation non orientée. Il s’aveére donc trés utile de procéder aux identifications
poussées afin de pouvoir instaurer le traitement adéquat. Le tableau des sensibilités des

principales especes de Candida aux antifongiques est présenté en Annexe 8
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Traitement des candidoses invasives

Tous les patients atteints par une candidémie doivent étre traités par un antifongique et le plus
tot possible. La mortalité est inférieure a 15 % chez des patients atteints de candidémie et
traités dans les 12 heures qui suivent les résultats de la culture et passe a 41 % chez les

patients traités a partir du troisiéme jour (Garey et al, 2006 ; Morrell et al, 2005).

Les molécules antifongiques disponibles sur le marché pour traiter les candidémies inclus les
azolés, les échinocandines et ’amphotéricine B dans sa formulation lipidique (Pappas et al,
2004). 11 est également recommandé d’enlever les cathéters puisqu’une étude démontre que

ceci augmente la clearance des Candida du sang (Rex et al, 1995).

— Le fluconazole est le traitement de référence pour les candidémies. Cet agent est actif
sur la plupart des Candida. Cet antifongique a peu d’effets secondaires et est
relativement bon marché. Cependant, il est peu efficace contre C. glabrata et inactif
contre C. krusei.

— L’amphotéricine B, un polyene, a été le traitement de prédilection pendant les 30
derniéres années pour soigner les candidémies. Les effets secondaires importants liés a
cette molécule, notamment une atteinte rénale, ont obligé les laboratoires
pharmaceutiques a produire de 1’amphotéricine B sous forme liposomale afin
d’atténuer ces effets indésirables, mais ce n’est plus le traitement de choix pour
soigner les candidémies.

— La caspofongine est aussi efficace que ’amphotéricine B mais reste moins toxique
pour les reins que cette derniére. Il manque cependant des données fiables concernant
I’efficacité de la caspofongine comparée au fluconazole ou a I’amphotéricine B.

— Le voriconazole a un spectre d’action supérieur au fluconazole puisqu’il est actif sur
quelques champignons filamenteux et sur les especes de Candida résistantes comme
C. glabrata et C. krusei. Son indication dans les candidoses comprend les infections
graves a Candida résistantes au fluconazole et le traitement des candidémies chez les
patients neutropéniques.

— L’itraconazole a un spectre d’activité plus étendu que le fluconazole mis il reste peu
indiqué dans le traitement des candidoses invasives en raison d’une mauvaise

biodisponibilité orale et d’un risque de défaillance cardiaque sous forme intraveineuse.

D’autres antifongiques a activité anti-Candida ont vu le jour depuis quelques années comme

la micafongine, une nouvelle échinocandine, ou le posaconazole. Des études restent encore a
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entreprendre pour certaines de ces nouvelles molécules afin d’évaluer leur réelle efficacité
comparée aux traitements déja en place et pour pouvoir les proposer sur le marché (Karthaus

et al, 2007).
Prophylaxie

La prophylaxie généralement se divise en deux types : prophylaxie générale et prophylaxie

individuelle. (Pasteur ef al, 1982)
1) Prophylaxie générale
Elle se résume comme suit :

Education sanitaire,

Dépistage et traitement des porteurs sains,

N
N
— Stérilisation du matériel utilisé¢ au niveau du service de gynécologie,
— Utilisation d’écouvillons stériles,

N

Controle systématique, afin de prévenir la survenue d’une propagation d’infection.

2) Prophylaxie individuelle

Le fluconazole est, dans la majorité des cas, utilisé en prévention des candidoses chez les
patients immunodéprimés en raison de sa meilleure tolérance par les patients tout au long du
traitement comparée a I'amphotéricine B. Mais, l'utilisation prolongée de fluconazole comme
prophylaxie et le traitement des candidoses orales récurrentes chez les patients atteints par le
virus de I'immunodéficience humaine (VIH) conduisent a une augmentation du nombre de
cas liés a des especes résistantes a cette molécule. Ainsi, compte tenu de la possibilité de
sélectionner des souches résistantes, l'utilisation d'antifongiques dans un but préventif doit

étre décidée avec circonspection (Martin, 1999).
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Conclusion

Le genre Candida sp. est responsable d'infections graves chez le patient immunodéprimé
(neutropénie, corticothérapie a forte dose au long cours, greffés...). Cette infection

opportuniste est fréquemment mortelle puisque sa l1étalité est estimée a environ plus de 50 %.

La stratégie retenue dans cette ¢tude épidémiologique a été de se limiter aux seuls isolats issus
des prélevements profonds et correspondants donc aux candidoses profondes. Il n’a donc été
utilis€ aucun isolat provenant de prélevements superficiels. Cette ¢tude a donc eu pour
objectif d’évaluer, I’épidémiologie fongique évolutive chez les patients a risque de candidoses

viscérales.

Le fait d’inclure dans cette étude tous types de prélevements présentait I’avantage de collecter
un grand nombre d’isolats. Les infections profondes a Candida sont peu fréquentes. Ainsi, sur
la courte durée de I’étude, nous avons pu répertorier 56 isolats provenant de prélévements
d’origine profonde, ce qui est suffisant pour dégager des tendances épidémiologiques

statistiquement significatives.

Les performances de la détection des Ac et des Ag dans les sérums sont liées a la fréquence
des tests réalisés chez les patients ; afin d’augmenter la sensibilité et la précocité de la
positivité du test, un suivi régulier des patient a risque est important. Néanmoins, la présence
d'Ac anti-Candida chez les patients suspects de candidose systémique n'est pas
d'interprétation facile du fait de leur présence possible chez des porteurs sains. Elle ne permet
pas toujours de différencier I’infection et la colonisation intense, mais cette derni¢re est un

facteur de risque majeur de Candidose invasive.

Malgré la petite taille de cette étude rétrospective, ces observations suggérent que I’Ag et les
Ac puissent étre utiles pour le diagnostic précoce des Candidoses invasives chez les patients a
risque, en particulier lorsque les cultures sont négatives ou que I’histopathologie n’est pas
réalisable. Le plus intéressant est de faire ’étude de la cinétique des anticorps pour voir s’il y
a ascension ou pas. La simplicité, la standardisation et le colit abordable des tests représentent
les avantages majeurs de cette approche diagnostique. Des études prospectives seraient
nécessaires pour déterminer ’impact d’une sérologie positive sur la prise en charge et le

devenir des patients a risque de Candidoses invasives.
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Dans un tel contexte, il nous paraissait donc opportun d'évaluer une nouvelle technique
diagnostique in vitro permettant de faire bénéficier au patient d'une thérapeutique plus
précoce et donc mieux adaptée au genre Candida sp. Nous avons alors orienté notre étude
vers la biologie moléculaire. Elle permet de différencier entre deux souches
phénotypiquement identiques Candida albicans et Candida dubliniensis. Malgré le cout élevé
de ce teste il reste le plus fiable avec des résultats indubitables. Il apporte donc un argument
supplémentaire pour confirmer ou non un diagnostic précoce, afin de pouvoir prendre en

charge le plus rapidement possible le patient.

Au terme de ce travail, et dans le cadre du diagnostic de laboratoire, compte tenu du faible
nombre de patient inclus dans notre étude, biais inhérent a cette pathologie, il est difficile de
répondre sur la valeur diagnostique de notre technique. Notre souhait est de réévaluer sur une
plus large population. Il s'avere nécessaire de poursuivre ce travail en essayant d'optimiser les

performances des techniques.
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Annexes

Annexe 1 : les différentes répartitions des patients de ’HCA

1. Répartition des patients selon leur provenance

Tableau 1 : Répartition des malades selon leur provenance

Services Nombre des patients Pourcentage des patients (%)
(n=56)
Hématologie 11 20.37%
Pneumologie 18 33.33%
ORL 1 1.85%
Urgence 1 1.85%
Urgence pédiatrie 1 1.85%
Néphrologie 1 1.85%
Maladie infectieuse 3 5.55%
Externe 8 14.81%
Bactériologie 1 1.85%
Oncologie 1 1.85%
Réanimation pédiatrique 2 3.70%
médicale

Pédiatrie 4 7.40%
Gastro-entérologie 1 1.85%
Olivier 1 1.85%

1.2 Répartition des malades selon I’age

Tableau2 : Répartition des patients selon I’age au HCA de Ain naadja, tous services

Age <35

Age >35

(36.95%)

(63.04%)

1.1. Répartition des malades selon le sexe

Tableau 3 : Répartition hommes/femmes dans les candidoses profondes au HCA de Ain

naadja, tous services confondus

Femmes

Hommes

37 (66.07%)

19 (33.92%)




1.4. Répartition des malades selon les principaux signes cliniques

Tableau 4 : Répartition des signes cliniques de la candidose profonde selon la fréquence (n =
56)

\ Signes cliniques Effectif Pourcentage (%)
Otite externe 1 1.78%
Brulure mictionnelle 1 1.78%
Leucorrhée 1 1.78%
Toux 6 10.71%
Douleur thoracique 5 8.92%
Otorrhée 4 7.14%
Lymphome 2 3.57%
Surinfection sur DDB 3 5.35%
Micro abces cérébraux 1 1.78%
Mucite leucémie 3 5.35%
Aphtose buccale 2 3.57%
LNH 1 1.78%
Fievre 4 7.14%
Douleur abdominales 1 1.78%
Langue noire 1 1.78%
VIH 1 1.78%
Asthme d’effort 1 1.78%
Hyperéosinophilie sanguine 1 1.78%
Septicémie staphylocoque 1 1.78%
Hyponatrémie 1 1.78%
Hypokaliémie 1 1.78%
Syndrome infectieux 3 5.35%
Diabete déséquilibré 1 1.78%
Condensation pulmonaire 1 1.78%
excaveée
Détresse respiratoire aigue 2 3.57%
(intubé, ventilé)

Crachat purulant 1 1.78%
Hémoptysie 1 1.78%
Aplasie médullaire 1 1.78%
Meéningite a germe 1 1.78%
indéterminé

Hyperéosinophilie 1 1.78%
pulmonaire

Pneumonie 1 1.78%
Sinusite chronique 1 1.78%

1.5.1. Répartition des malades selon les services et type de prélévements

Tableau 5 : Distribution des patients au cours d’une candidose profonde selon les services et

type de préléevements




Hém | LBA | Sang | crachat | Ecouvillo | Urine Selles | Auriculai
ocult s n re
ure buccal
Hématologi |/ / / 2 5 2 / /
e
Pneumologi | 1 4 8 3 / / / /
e
ORL / / / / /
Urgence / / / / 1 / / /
Urgence / / 1 / / / / /
pédiatrie
Néphrologi |/ / / / / 1 / /
e
Maladies / / 1 / 2 / / /
infectieuses
Bactériologi | / / / / / / 1 /
e
Oncologie |/ / 1 / / / / /
Réanimatio |/ / 2 / / / / /
n
pédiatrique
médicale
Pédiatrie / / 3 / / / / /
Gastro- / / 1 / / / / /
entérologie
Olivier / / 1 / / / / /

Annexe 2 : Liste du matériel de laboratoire utilisé dans les laboratoires de
parasitologie et de mycologie (verrerie/consommables et appareillage)

Verrerie : Matériel consommable

- Tubes de conservation - Anse de platine
- Tubes secs stériles - Pipettes Pasteur
- Eprouvettes - Pipettes réglables automatiques
- Fioles - Embouts stériles
- Bacs de coloration et de lavage - Pissettes
- Plaques en verre - Portoirs pour les tubes
- Entonnoir
- Lames et lamelles
- Papier Wattman
- Pots et écouvillons stériles
- Gants stériles.




Annexe 3 : Appareils utilisés dans les laboratoires de parasitologie et de
mycologie

Nom de I’appareil _ Photo prise de I’appareil

MSC-ADVANTAGE

Poste de sécurité
microbiologique II,
(Originale ; 2020)

Le thermocycleur MyCycler™
Thermal Cycler System,
(Originale ; 2020)

Cuve d'électrophorése
SUB20/SUB20C submarine 20
x 20 cm, (Originale ; 2020)




Générateur PowerPac™ Basic
Power Supply, (Originale ;
2020)

Transluminateur UV de la
marque vilber lourmat,
(Originale ; 2020)

Laveur de barrettes de
microplaques ELx50™
BioTek™, (Originale ; 2020)




Lecteur de microplaques
ELx800 de la marque BioTek
(Originale ; 2020)

Annexe 4 : Liste des réactifs et du matériel fournis dans les coffrets
suivant :

1) Coffret Auxanogramme colorimétrique pour Didentification des
principales levures d’intérét médicale (AUXACOLOR™ 2)

Coffret de 20 tests, code 56513, contenant :

- 20 x R1 microplaques de 16 cupules sous emballage individuel
- 20 adhésifs

- 20 x R2 milieux de suspension préts a I’emploi

- 1 carnet de feuilles de résultats

- 1 notice

2) Coffret Antifongiramme pour la détermination de la sensibilité des
levures aux antifongiques (FUNGITESTE™)

FUNGITEST® comprend :
-Microplate : 10 microplaques de 16 cupules sous emballage individuel - 10 adhésifs
- Suspension medium : 10 flacons contenant de 3 ml de milieu de suspension

Chaque microplaque est conditionnée sous sachet individuel en aluminium avec un adhésif et
un sachet déshydratant.

Schéma de la microplaque



T = T + = Témoins positifs
5 FC = 5-Fluorocytosine (2-32
5FC2 | [5FC32 ug/ml)
AB2 | [ ABS AB = Amphotéricine B (2-8 pg/ml)
& .
E WCTos| (T8 MCZ =>Miconazole (0,5-8 pg/ml)
= KET =>Kétoconazole (0,5-4 pg/ml)
g KET0,5) [ KETA
= ITR =Itraconazole (0,5-4 pg/ml)
“ (o] [TRa
FLU = Fluconazole (8-64 pg/ml)
FLUB | | Flued T - =& Témoins négatifs
- o
T |5 . @
sEE8

3) Coffret SERION ELISA classic Candida albicans
a) Recherche des anticorps circulants IgA/IgG/IgM

Composants pour le test Piéces /
Volume
Barrettes de huit puits unitaires coatés avec un antigéne (au total 96) MTP, 12 pieces

1 cadre. Le produit de coating est inactivé.

Sérum standard (prét a I'emploi) STD, 2x2ml
Protéine sérique humaine contenant du tampon phosphate; négatif pour

I'AcantiVIH, HBs-Ag (antigéne de surface du virus de 1'hépatite B) et I'Ac anti-

VHC; agent de conservation : < 0,1 % azoture de sodium; colorant : Amaranth O

Sérum pour le controle négatif (prét a I'emploi) NEG, 2 ml
Protéine sérique humaine contenant du tampon phosphate; négatif pour

I'AcantiVIH, HBs-Ag (antigene de surface du virus de I'hépatite B) et I'Ac anti-

VHC; agent de conservation : < 0,1 % azoture de sodium; colorant : Vert de

lissamine V

Conjugué anti IgA, anti IgG ou anti IgM humain (prét a I'emploi) APC, 13 ml
IgA Anti-humain, IgG ou anticorps polyclonallgM, conjugué a la phosphatase

alcaline, stabilisé avec une solution contenant des protéines;

agent de conservation : < 0,1 % méthylisothiazolone et < 0,1 % bromnitrodioxane

Concentré de solution de lavage (en quantité suffisante pour 1000 ml) 33,3 ml
WASH,

Solution de chlorure de sodium avec Tween 20 et 30 mM Tris/HCI, pH 7,4; agent

de conservation : < 0,1 % azoture de sodium

Tampon de dilution (prét a 'emploi) DILB, 2 x 50 ml
Protéine contenant du tampon phosphate avec Tween 20; agent de conservation :
< 0,1 % azoture de sodium; colorant : 0,01 g/l bleu de bromophénol



Solution d'arrét (prét a 'emploi) STOP, 15 ml
< 0,1 N Hydroxyde de sodium, 40 mM EDTA

Substrat (prét a 'emploi) pNPP, 13 ml
Para-nitrophénylphosphate dans un solvant ne contenant pas de tampon; agent de
conservation : < 0,1 % azoture de sodium

Certificat de controle de la qualité avec courbe d'étalonnage et tableau 2 pages
d'évaluation INFO,
(quantification des anticorps en IU/ml ou U/ml)

b) Recherche des antigénes circulants

Composants pour le test Piéces /
Volume

Séparez chaque barrette de test de microtitraion, chacun a huit puits uniques | 12 pieces
recouverts d'anticorps, (au total 96) M TP, 1 cadre.

Sérum standard STD, 3x3ml
Candida albicans antigen dans le sérum humain supplémenté avec du sérum de

veau feetal (SVF) ;

négatif pour I'Ac anti-VIH, HBs-Ag (antigéne de surface du virus de I'hépatite B)

et I'Ac anti-VHC; agent de conservation : < 0,1 % azoture de sodium.

Sérum de controle négatif NEG, 2x3ml
Sérum humain supplémenté avec du sérum de veau foetal (SVF) ;

négatif pour I'Ac anti-VIH, HBs-Ag (antigéne de surface du virus de I'hépatite B)

et I'Ac anti-VHC;

agent de conservation : < 0,1 % azoture de sodium.

Conjugué anti-Candida albicans (prét-a-I’emploi) PODCR, 13 ml
Anticorps anti-Candida albicans conjugué a la peroxydase de raifort ;

stabilisé avec une solution de stabilisation de protéine contenant un détergent ;

agent de conservation : 0,1 % ProClin® 300.

Concentré de solution de lavage (en quantité suffisante pour 1 500 ml) 2x25ml
WASH,

Solution de sel tamponné avec du TRIS avec Tween 20 ; 30 fois concentrée ;

agent de conservation : < 0.1 % ProClin® 300.

Tampon de dilution SAMB, 15 ml
Solution acide sans agent de conservation.

Solution d'arrét STOP, 13 ml
Acide sulfurique a 0,5 N.

Solution de substrat (prét a 'emploi) TMB, 13 ml
Solution de substrat de peroxyde d’hydrogéne TMB ;
agent de conservation : < 0.01 % Kathon CG.



Certificat de controle de la qualité avec courbe d'étalonnage et tableau 2 pieces
d'évaluation INFO,
(quantification des antigénes en U/ml).

4) Coffret QIAamp® DNA Blood Mini kit (50) QIAGENTechnologies
d'échantillonnage et d'analyse(PCR)

Kits d'ADN QIAamp (50)
No de catalogue 51104
Nombre de préparations 50
Mini colonnes Spin QlAamp 50
Tubes de collecte (2 ml) 150
Tampon AL 12 ml
Tampon AWI 19 ml
Tampon AW2 13 ml
Tampon AE 15 ml
Protéase QIAGEN 1 flacon
Solvant de protéase 1.2 ml
Protéinase K 1.2 ml

Guide de sélection 1



Annexe 5 : diagnostic mycologiquedes candidoses profonde

PRELEVEMENT

o

EXAMEN | |
DIRECT

REPIQUAGE
SUR
AUXACOLOR

Levures bourgeonnantes
(blastospores)

_ Dilution de 2 & 3 col

Distribution 100ul/puits

SCA

CULTURE

TEST DE
FILAMENTATION

2 a 3 colonies
Serum humain
3h g 37°C

¥ Milieu apauvri PCB
¥ Sabouraud hypertonique

1 (6,5% Nacl).

¥ Auxacolor

(Figure 03): L’algorithme décisionnel du diagnostic mycologique




Annexe 6 : photos prise lors du mode opératoire dans les techniques
suivante :

AUXACOLOR Originale ; 2020




PCR Originale ; 2020




Annexe 7 : distribution hétérogéne de C. albicans en fonction des régions
géographiques

Tableau 6 : Données au moyen orient

Etat Prél. HIV+ HIV- ND Réf.

Arabie Resp. - - 9.3% (7/75) Fotedar R, 2004

Saoudite

Koweit Vagin, - - 0.2% (3/1644)  Al-Sweih, 2005
Urines

Turquie Vagin - 0.17% - Acikgoz Z, 2004
Bouche - (1/600) - Tekeli A, 2004

0% (0/47)




Tableau 7 : Données en Europe

Etat Prél. HIV+

Allemagne Resp. -

Angleterre Bouche

Hémoc. -

Belgique  ND -

Italie Bouche 1.5%
(2/132)

Annexe 8: Spectre des

traitement des candidoses systémiques

HIV-

11%
(6/54)
8%
(9/104)

0%
(0/42)

molécules antifongiques utilisables pour le

ND

2.2%

(3/136)

1%

(5/469)

0%

(0/487)

Réf.

Peltroche , 2002

Bagg J, 2003
Sullivan D, 2004

Martins, 2002

Faggi E, 2005

Tableau 8 : sensibilité des principales especes de Candida aux traitements antifongiques.

Souches
T+

C. tropicalis Rose
C. krusei Rose
C. albicans Rose
C. glabrata Rose
C. parapsilosis Rose
C. neoformans Rose
S : sensible

R : résistant

1 : intermédiaire

Résultat de la cultures en 48h a 37°C

SFC

n v \yni— wn

AB
S/1
S/1
S/1

nnwn wn

MCZ
S/1

I

S/1
S/1
S/1
S/1

KET | ITRA
S S/1
S/1 S/1

S S

I I/R

S S/1
S/1 S/1

FLU

wn = wn

I/R

I/R

Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
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