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Les infections fongiques invasives sont des infections graves dont I’incidence est en constante progression ces 30 derniéres années.
Les levures appartenant au genre Candida sont les agents pathogénes les plus fréquemment impliqués dans ces infections invasives.
11 existe plusieurs facteurs de risque qui prédisposent a ce genre d’infection, notamment la présence d’un cathéter vasculaire. L’ob-
jectif de cette étude est de rechercher les levures du genre Candida colonisant les cathéters vasculaires prélevés a partir de patients
hospitalisés dans les services de réanimation du CHU de Sétif et d’évaluer leur sensibilité vis-a-vis de neuf antifongiques (fluco-
nazole, itraconazole, voriconazole, posaconazole, amphotericine B, 5 flucytosine, caspofungine, micafungine et anidulafungine)
avec calcul de la CMLI. L’identification des Candida spp. est faite par le MALDI TOF et la sensibilité aux antifongiques est réalisée
par le SensititreYeast One. Les résultats de notre étude ont montré que le taux de colonisation des cathéters veineux est de 27.45%.
Cinq espéces de candida sont isolées a partir des cathéters ; C.albicans (42.85%), C.parapsilosis (21.42%), C.glabrata (14.3%),
C.tropicalis (14.3%) et C.dubliniensis (7.14%). La plupart des isolats sont sensibles aux antifongiques testés.

Motc clés : Candida spp., Cathéter veineux central, MALDI TOF; Sensibilité aux antifongiques, Concentration minimale inhibitrice.

ABSTRACT : COLONIZATION OF CENTRAL VENOUS CATHETERS BY YEASTS OF THE CANDIDA GENUS THE
IN TﬁNSI VE CARE UNIT OF SETIF UNIVERSITY HOSPITAL.

Invasive fungal infections are serious diseases with a steadily increasing incidence over the past 30 years. Yeasts belonging to the
genus Candida are the pathogens most frequent ly involved in these invasive infections. There are several risk factors that predispose
to this type of infection, including the presence of a vascular catheter. The aim of this study is to search for Candida yeasts coloni-
zing vascular catheters collected from patients hospitalized in the intensive care unit of the Setif University Hospital and to evaluate
their sensitivity to nine antifungal agents (fluconazole, itraconazole, voriconazole, posaconazole, amphotericin B, 5 flucytosine,
caspofungin, micafungin and anidulafungin) with MIC calculation. Identification of Candidas pp. is done by the MALDI TOF and

/sensitivity to antifungal agents is performed by the Yeast One Sensititre. The results of our study showed that the venous catheter
/' colonization rate is 27.45%. Five species of Candida are isolated from the catheters;C.albicans (42.85%), C.parapsilosis (21.42%),
C.glabrata (14.3%), C.tropicalis (14.3%) and C.dubliniensis (7.14%). Most isolates are susceptible to the antifungal agents tested.

Key words: Candida spp, Central venouscatheter, MALDI TOF, Sensitivity to antifungal agents, Minimal inhibitory concentration.
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INTRODUCTION

es infections fongiques invasives sont des infections graves

dont I’incidence est en constante progression ces 30 der-
niéres années [1,2]. Une étude américaine a révélé que le
nombre annuel des sepsis causés par les agents fongiques a aug-
menté de 207% entre 1979 et 2000 [3]. En raison a la fois des
modifications des pratiques médicales (antibiothérapie a large
spectre, traitement immunosuppresseurs, séjour en réanimation,
...) et de I’augmentation considérable de la population a risque
(cancer, transplantation d’organe, pathologies sous-jacentes, ...)
[4]. Les levures appartenant au genre Candida sont les agents
pathogenes les plus fréquemment impliqués dans ces infections
invasives [5]. Il existe de nombreux facteurs de risque qui pré-
disposent a ce genre d’infection, notamment la présence d’un
cathéter vasculaire [1,6].
Des études américaines estiment que plus de 45 millions de dis-
positifs médicaux sont implantés chaque année aux Etats-Unis
et au moins 50% de toutes les infections hospitaliéres sont as-
sociées a ces implants [7]. Cependant, I’OMS estime qu’entre 5
a 12% des patients hospitalisés dans le monde développent une
infection associée aux soins, dont plus de 60% sont associées a
I’implantation d’un dispositif médical ou chirurgical [8].La pré-
sence d’un matériel médical augmente le risque pour le patient
de développer une infection invasive a Candida d’un facteur de
sept. Par ailleurs, il a ét¢ démontré que la plupart des disposi-
tifs médicaux invasifs, comme les cathéters sont propices a la
colonisation et a la formation des biofilms par les levures du
genre Candida [9]. En servant de réservoir, la colonisation et
la formation de biofilm sur un matériel médical peuvent étre la
source d’une future infection a savoir pour le genre Candida,
une future Candidemie [10]. L’objectif de cette étude est de re-
chercher les levures du genre Candida colonisant les cathéters
veineux centraux prélevés a partir de patients hospitalisés dans
les services de réanimation du CHU de Sétif et d’évaluer leur
sensibilité vis-a-vis de neuf antifongiques (fluconazole, itraco-
nazole, voriconazole, posaconazole, amphotericine B, 5 flucyto-
sine, caspofungine, micafungine et anidulafungine) avec calcul
de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

PATIENTS ET METHODES

1. Prélévements des cathéters

Les cathéters veineux centraux sont prélevés a partir de pa-
tients hospitalisés dans les services de réanimation du CHU de
Sétif, entre le 1ernovembre 2016 et le 30 novembre 2017.
Aprés ablation des cathéters quel que soit le motif (suspicion
d’infection liée au cathéter, déces du patient ou fin d’utilisation),
ils sont immédiatement recueillis dans des tubes secs stériles et
acheminés au laboratoire pour la culture.

2. Isolement et identification des levures du genre Candida

La culture des cathéters est réalisée selon la technique semi-
quantitative de Maki [11,12]. L’extrémité distale du cathéter est
roulée sur la surface d’une boite de pétri contenant le milieu
Sabouraud avec chloramphénicol. La lecture se fait apres 24 a
48h d’incubation a 37°C.

L’identification des isolats est effectuée par la spectrométrie
de masse de type MALDI TOF. Cette analyse a été réalisée
au Laboratoire Méditerranée infection, Hopital de la Timone,
Marseille, France. Cette identification est effectuée sur des co-
lonies de levures obtenues aprés 48 heures de culture sur mi-
lieu Chromagar Candida a 30°C. L’extraction des protéines est
réalisée selon les recommandations du Laboratoire Méditerra-
née infection. Une a trois colonies sont prélevées a 1’aide d’une

anse et mises en suspension dans 300ul d’eau HPLC et 900 pl
d’éthanol a 70°. Aprés deux centrifugations a 13000 tours/min
pendant cinq minutes et deux minutes respectivement, le culot
est séché puis remis en suspension dans 10 pl d’acide formique
a 70% (qui permet de lyser la paroi). Aprés 5 min d’incubation,
un volume de 10 pl d’acétonitrile (arréter la réaction) a 100%
est ajouté. Aprés centrifugation a 13000 tours/min pendant deux
minutes, un volume de 1 pl de surnageant est déposé sur une
plaque métallique a I’emplacement d’un spot puis séché. Un
volume de 1 pl de solution de matrice (Acide alpha-Cyano-4
Hydroxy-Cinnamique) a 10mg/ml est ajouté a I’extrait de pro-
téines fongiques et séché a nouveau. Dans chaque série d’ana-
lyses sont inclus un contréle d’extraction négatif et un contréle
positifissus d’extraits d’une souche de référence représentée par
C.krusei ATCC 6258.

Les analyses sont réalisées sur un spectromeétre de masse de type
biotyper (BrukerDaltonicsGmbH, Bremen, Germany), ce der-
nier est équipé d’un logiciel MALDI bioTyper RTC, SIR WEB,
MALDI Biotyper 3TM. Les spectres générés pour chaque levure
sont comparés aux spectres de référence de la base de données
«Brukertaxonomy». Les scores d’identification générés sont in-
terprétés comme suit ; un score égal ou supérieur a 2 permettait
une identification d’espéce ; un score compris entre 1.7 et 1.9
permettait une identification du genre ; un score inférieur a 1.7
ne permettait aucune identification. En cas de non identification
de I’espéce, une seconde analyse est réalisée aprés une nouvelle
extraction, comme précédemment décrit. Le témoin positif doit
étre identifié avec un score supérieur a 2 et le témoin négatif
représenté par la matrice doit avoir un score inférieur a 1.7 pour
valider la réaction.

3. Sensibilité aux antifongiques

La détermination de la concentration minimale inhibitrice vis-
a-vis des antifongiques est réalisée par la technique de SENSI-
TITRE Yeast One (SENSITITRE east One- Trek diagnostics-
ThermofisherelectronOxoid) dans le Laboratoire Méditerranée
infection, Hopital de la Timone, Marseille, France.

Le SENSITITRE Yeast One est un test de micro dilutions co-
lorimétriques en milieu liquide qui permet de calculer la CMI
vis-a-vis de neuf antifongiques (fluconazole, itraconazole, vo-
riconazole, posaconazole, amphotericine B, 5 flucytosine, cas-
pofungine, micafungine et anidulafungine). L’inoculum de d¢-
part est préparé dans une ampoule NaCl 0.85 % Medium (2ml)
avec une densité optique de 0.5 a 0.7 Mac Farland (correspon-
dant a environ 10°UFC/ml) calculée par un densitométre. Aprés
un transfert de 20ul de la suspension dans le milieu liquide
d’inoculum yeast One, 100ul d’inoculum par cupule est réparti
sur la totalité de la plaque. La lecture est faite aprés une incu-
bation de 24 a 48 heures a 35°C par visualisation des dessous
des cupules a I’aide d’un miroir. La croissance fongique dans—
les cupules est mise en évidence par le virage de ’indieateur
colorimétrique qui passe du bleu (négatif) au rose (positif). La

CMI correspond a la premiére cupule bleue. La valeur obtenue
est comparée avec les valeurs seuils de sensibilité établies par le
Laboratoire Méditerranée Infection.

RESULTATS

Durant la période d’étude, 51 cathéters provenant de patients
souffrant de candidémie ou suspectés de cette pathologie ont fait
I’objet d’une culture pour déterminer la présence ou non d’une
colonisation fongique. Pour 14 d’entre eux (27.45%), la culture
s’est avérée positive.

La durée moyenne du cathétérisme chez les patients qui ont bé-
néficié d’une culture du cathéter est de 8.02 =4.51 jours, 9.86 +

7

Jam Vol XXIX, N°3 Juillet/Septembre 2021



a

3.63 jours est la durée moyenne de I’implantation des cathéters
colonisés (tableau I).

Tableau I. Durée moyenne du cathétérisme.

Tous cathéter Cathéter

colonisé

les cathéters

non colonisé
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DISCUSSION

Le taux de colonisation des cathéters observé dans notre étude
est de 27.45%. Dans la littérature ce chiffre est variable, une
étude marocaine et une autre francaise ont rapporté des taux
de colonisation a 5% et 58.4%, respectivement [13,14]. Deux
études algériennes réalisées aux CHU de Tlemcen et d’Oran
sur les cathéters veineux périphériques ont rapporté des taux de

Durée du 8.02+4.51 9.86+3.63 732 +4.66 > v ‘ > X
cathétérisme colonisation a 19 et 8.33% respectivement [15,16]. Les voies
par jour vasculaires principalement le cathéter veineux central avec 1’ap-

L’identification mycologique a révélé une prédominance de
C.albicans avec 6 isolats (42.85%), suivie de C.parapsilosis
avec trois isolats (21.42%). C.glabrata et C.tropicalis ont été
retrouvées deux fois chacun (14.3%) et C.dubliniensis une seule
fois (7.14%). Les especes retrouvées sont illustrées dans la fi-

gure 1.
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Figure 1. Espéces fongiques isolées a partir des cathéters.
Toutes les souches de C.albicans isolées a partir des cathéters
sont sensibles a tous les antifongiques. Les deux souches de
C.glabrata testées sont résistantes a 1’itraconazole. Une souche
a présenté une sensibilité intermédiaire au voriconazole et au
posaconazole et une souche est résistante au posaconazole.
Les deux souches sont sensibles aux échinocandines, a I’am-
photéricine B et au 5 fluorocytosine. Toutes les souches de

une [sensibilité intermédiaire au posaconazole. C.tropicalis est
sensible aux échinocandines, au fluconazole, et a la 5 fluorocy-
tosine. C.dubliniensis est sensible a tous les antifongiques testés
(tableau II).

Jableau I1. CMI (ug/ml) des antifongiques testés vis-a-vis des espéces de candida isolées a partir des cathéters.

pareil digestif constituent les principales portes d’entrée des in-
fections a Candida. Cependant, la colonisation fongique n’est
pas un synonyme d’infection.

Les cathéters vasculaires & demeure ont été impliqués comme
un facteur de risque important chez les patients atteints de can-
didémie dans le monde entier [17-21]. Les espéces de Candida
adhérent fortement aux matériaux utilisés dans les dispositifs
intravasculaires et fournissent un nid potentiel d’infection.
Selon nos résultats, cinq especes de candida sont isolées a par-
tir des cathéters. C.albicans est I’espéce majoritaire (42.85%),
suivie de C.parapsilosis (21.42%), C.glabrata et C.tropicalis
(14.3%) et C.dubliniensis (7.14%). Une étude réalisée a 1’hopi-
tal universitaire de Tlemcen sur la colonisation des cathéters pé-
riphériques a révélé une prédominance de C.parapsilosis (60%),
suivi de C.albicans (20%), C.glabrata (14.3%) et C.famata
(5.7%) [22]. Une autre étude réalisée au CHU d’Oran a montré
aussi une prédominance de C.parapsilosis (64%), les autres es-
peces retrouvées sont C.albicans, C.glabrata et C.krusei [23].
La résistance acquise des Candida spp. aux antifongiques est
rare et ne posséde pas la méme ampleur que celle des bactéries
vis-a-vis des antibiotiques du fait de sa faible prévalence. En
effet, chez les levures, ’absence de transmission horizontale et
le faible nombre de transmissions croisées limitent la dissémi-
nation rapide des résistances. Dans une étude récente réalisée
dans le cadre du programme de surveillance des antimicrobiens
(SENTRY) sur une large collection de souches responsables de
candidoses invasives (20788 souches de Candida) provenant de
135 centres médicaux de 39 pays d’Amérique du nord, Europe,
Amérique du sud, Australie et Asie, la prévalence globale de
la résistance a la caspofungine pour les cinq espéces de Can-
dida les plus courantes (C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis,
C.tropicalis et C.krusei) reste faible, variant de 0% pour

C.albicans C.glabrata C.parapsilosis C.tropicalis C.dubliniensis
(6 souches) (2 souches) (3 souches) (2 souches) (1 souche)
Fluconazole 0.25(2),0.5(1),
(ug/ml) 1(1),22) 8(1), 16(1) 0.53) 12) 4
Itraconazole 0.015(2), 0.03(1)
(ng/ml) 0.06(1),0.12(2) 12)® 0.06(2), 0.12(1) 0.25(1),(SI),0.5(1)(SI) 0.12
Voriconazole
(ng/ml) 0.015(4), 0.08(2) 0.5(1), 1(1) (SD) 0.015(1), 0.03(1), 0.06(1) 0.12 (2) 0.12
Posaconazole
(ng/ml) 0.008(1), 0.015(5) 1(1) (SD), 2(1) ® 0.06(2), 0.12(1) 0.12(1), 0.25(1)(SI) 0.12
Amphotericne B
(ng/ml) 0.12(1), 0.25(2), 0.5(1), 1(2) 1(2) 0.5(3) 1(2) 1
S-fluorocytosine
(ng/ml) 0.06(1), 0.12(2), 0.25(1), 0.5(2)  0.06(2) 0.06(3) 0.06(1), 0.12(1) 0.03
Caspofungine
(ng/ml) 0.015(1), 0.03(3), 0.06(2) 0.06(2) 0.5(2), 1(1) 0.06(1), 0.12(1) 0.03
Micafungine
(ng/ml) 0.015(6) 0.015(2) 1(1),2(2) 0.03(2) 0.03
Anidulafungine
(ng/ml) 0.015(3), 0.06(3) 0.03(2) 1(1),2(2) 0.06(1), 0.12(1) 0.015

® : Résistant; (SI) : sensibilité intermédiaire.
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C.parapsilosis a 1.7% pour C.krusei. Pour le fluconazole, la
résistance varie de 0.3% pour C. albicans a 8.1% pour C. gla-
brata, sachant que C.krusei présente une résistance naturelle au
fluconazole [24].

On peut constater a 1’observation des données recueillies dans
notre étude, que les levures du genre Candida restent trés sen-
sibles vis-a-vis des différents antifongiques a I’exception de
quelques souches de Candida non albicans qui présentent une
résistance ou une sensibilité diminuée a I’itraconazole.

CONCLUSION

Les résultats de notre étude sont en accord avec certaines
données de la littérature; le taux de colonisation des cathé-
ters, especes isolées et sensibilités aux antifongiques. Les ac-
c¢s intravasculaires représentent un facteur de risque ajeur des
candidémies. Dans notre étude, tous les azolés (fluconazole,
itraconazole, voriconazole et posaconazole) sont actifs contre
C.albicans qui est I’espéce majoritaire.
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