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INTRODUCTION

La pose d’un cathéter est effectuée chez environ deux tiers des patients hospitalisés (65.3%)
pour une durée moyenne de pose de 12.2 jours (médiane = 8 jours). Cependant ces
matériels peuvent étre colonisés par certains agents microbiologiques pathogenes et étre a
I'origine d’infections invasives. Sur plus de 5 millions de cathéters veineux centraux posés

chaque année aux Etats-Unis, pres de 12% sont infectés, soit plus de 600 000 par an.

Les levures du genre Candida représentent la deuxieme cause de ces infections sur matériel
et sont associées a une forte mortalité. En effet ce type d’infection est fréquemment a
I'origine de candidémies. La présence d’un matériel médical augmente le risque pour le
patient de développer une infection invasive a Candida d’un facteur sept. De plus, les

candidémies sont associées a un mauvais pronostic.

La conduite préconisée pour le traitement des infections sur cathéter passe par I’ablation de
celui-ci. Mais si I’'ablation d’un cathéter intraveineux périphérique ne pose généralement pas
de probleme, I'ablation d’un cathéter veineux central, quant a elle, n’est pas simple, et la
pose d’un nouveau cathéter est associée a un risque supplémentaire pour le patient.

Les colonisations de matériels par Candida sont maintenant clairement associées a la

formation d’un biofilm.

Devant cette problématique, nous nous proposons d’effectuer dans un premier temps des

rappels bibliographiques concernant le genre Candida, les candidémies et les biofilms.

Il semble donc important de connaitre la prévalence des infections a Candida associées aux

biofilms. C’est pourquoi, nous avons réalisé une étude épidémiologique des cas de

10



candidémies ayant eu lieu sur le Centre Hospitalo-universitaire (CHU) de Nantes de 2004 a
2010. Puis dans un second temps, nous nous proposons de standardiser un modele de
biofilm in vitro afin d’étudier I'activité antifongique de médicaments commercialisés, de
nouvelles molécules potentiellement d’intérét et de nouvelles formulations basées sur des

nanoparticules.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1. Le genre Candida

Les especes du genre Candida sont des organismes cellulaires eucaryotes qui font partie du
régne des Fungi et de la division des Ascomycota. Ce sont des levures de morphologies
variées qui se reproduisent toutes par bourgeonnement (Figures 1-3). Certaines produisent

du pseudomycélium ou du mycélium vrai.

La plupart de ces levures sont dites commensales car présentes sur la peau et/ou les
mugqueuses (digestives et génito-urinaires) chez 'Homme sain. Elles sont également
opportunistes, profitant de facteurs favorisants pour se développer chez I’h6te et devenir

pathogenes.

Ces facteurs favorisants sont de deux types, les facteurs intrinseques qui sont liés a I'h6te, et
les facteurs extrinséques qui sont iatrogenes. Les facteurs intrinseques peuvent étre de
plusieurs natures, les causes physiologiques (nouveau-né, vieillard...), locales (transpiration,
macération...), ou celles liées au terrain du patient (diabete, immunosuppression, cancer...).
Les facteurs extrinseques sont les causes iatrogénes, comme [’antibiothérapie, les
corticoides et les immunosuppresseurs, les actes chirurgicaux (digestifs ou cardiaques), les

cathéters, les protheses.

Les levures du genre Candida peuvent étre responsables de candidoses dont la clinique est
tres riche allant de l'infection superficielle a l‘infection invasive. L’espéce principalement
impliquée en pathologie humaine est Candida albicans, bien que |'épidémiologie varie

également en fonction des services d’hospitalisation.
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Figure 1 : Bourgeonnement des levures de Candida [http://frontal.univ-angers.fr]

Figure 2 : Aspect typique de I'espéce Candida albicans a I’état

frais [http://commons.wikimedia.org]
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Figure 3 : Différentes formes morphologiques de Candida
albicans [http://frontal.univ-angers.fr]
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Dans les candidoses superficielles, les infections cutanées et unguéales sont distinguées des
infections des muqueuses notamment digestives, allant de la sphére oropharyngée (muguet,
perleche) (Figure 4) a I’anus (anite), et génitales. Toutes ces infections ont généralement un
pronostic favorable. Les infections invasives qui font le sujet de notre étude ont un pronostic

plus défavorable.

A retenir :

Les levures du genre Candida sont principalement représentées par |'espéce C. albicans. En
fonction de certains facteurs favorisants, ces agents peuvent devenir pathogénes pour

I"'Homme en occasionnant des candidoses superficielles ou invasives.

2. Les candidoses invasives

Les candidémies et les candidoses invasives ont un pronostic tres défavorable avec un
tableau clinique semblable a celui du choc septique. Bien que leur mortalité soit sujette a
controverse, elle n’en reste pas moins élevée avec une mortalité brute comprise entre 40 et
60% et une mortalité attribuable comprise entre 20 et 40% [1]. Malgré cette hétérogénéité,
une étude a montré qu’il existait une surmortalité liée aux candidémies, ainsi qu’une

augmentation significative de la durée de séjour et des colts hospitaliers [2] (Figure 5).

Ce type d’infection intervient souvent dans un contexte nosocomial. Une importante étude
américaine menée entre 1992 et 2002 a mis en évidence que le genre Candida était

responsable de 9% des infections nosocomiales arrivant ainsi au 4™

rang des agents
étiologiques apres le staphylocoque a coagulase négatif (31.3%), le staphylocoque doré

(20.2%) et les entérocoques (9.4%) [3] (Tableau I).
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Figure 4 : « Muguet » caractéristique d’une candidose buccale pseudo-membraneuse

[http://www.fascicules.fr]
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Figure 5 : Physiopathologie des candidoses invasives (d’aprés [71])
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Tableau | : Taux d’incidence et distribution des agents pathogénes les plus souvent isolés des
infections nosocomiales au niveau sanguin (INS) et mortalité. [3]

Pourcentage des INS Mortalité brute, %
INS pour
Unité
Agents pathogeénes 10 000 Total G Autres Unité
. services ‘ Autres
. Intensifs Total Soins .
admissions | (n=20978) (ne10.442) Intensifs
(n=10 515)
Staphylocoques a coagulase 15.8 31.3 35.9 26.6 20.7 25.7 13.8
négative
Staphylococcus aureus 10.3 20.2 16.8 23.7 25.4 34.4 18.9
Enterococcus species 4.8 9.4 9.8 9.0 33.9 43.0 24.0
Candida species 4.6 9.0 10.1 7.9 39.2 47.1 29.0
Escherichia coli 2.8 5.6 3.7 7.6 22.4 33.9 16.9
Klebsiella species 2.4 4.8 4.0 5.5 27.6 37.4 20.3
Pseudomonas aeruginosa 2.1 4.3 4.7 3.8 38.7 47.9 27.6
Enterobacter species 1.9 3.9 4.7 3.1 26.7 325 18.0
Serratia species 0.9 1.7 2.1 13 27.4 339 17.1
Acinetobacter baumannii 0.6 1.3 1.6 0.9 34.0 43.4 16.3
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De plus, I'incidence des candidémies a nettement progressé aux Etats-Unis entre 1980 et
2000 [4]. Cependant cette augmentation n’est pas retrouvée dans les pays européens, ou
une stabilité est plutot observée [4-9]. L’incidence varie également beaucoup entre les
services avec une incidence des épisodes survenant en réanimation jusqu’a 10 fois plus
élevée que dans les services généraux [1]. Il existe de nombreux facteurs de risque qui
prédisposent au développement d’une candidose invasive (Tableau Il). Parmi ces facteurs
sont retrouvés: la colonisation cutanée ou muqueuse par Candida [10, 11, 13],
I’antibiothérapie, d’autant plus que le spectre antimicrobien est large et la durée
d’exposition est longue [10, 12]. Egalement retrouvés, lI'immunosuppression et la

neutropénie [13], et tout acces veineux notamment les cathéters veineux centraux [11, 14].

D’une maniere générale, les acces vasculaires sont une source importante de candidémies.
Toutes les recommandations vont dans le méme sens en conseillant le retrait systématique
et précoce de tout acces vasculaire en cas de candidémie [15, 16]. Cependant, cette
pratique est a |'origine de controverses. En effet, plusieurs études ont montré que le retrait
précoce du cathéter en cas de candidémie n’apporte pas de bénéfices cliniques et ne

diminue pas la mortalité globale [17, 18].

A retenir :

Les candidoses invasives ont un pronostic tres défavorable avec une mortalité élevée.
Intervenant souvent dans un contexte nosocomial, leur incidence varie en fonction des
services hospitaliers. Il existe de nombreux facteurs de risque qui prédisposent a ce genre

d’infection et notamment la présence d’un cathéter veineux central.
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Tableau Il : Facteurs de risque prédisposant au développement d’une candidose invasive

d’apres [1].

Facteurs de risque importants

Facteurs de risque non spécifiques

Colonisation de sites corporels
multiples

Antibiothérapie a large spectre
Immunosuppression
Neutropénie

Brilure (>50%)

Lésion du tractus digestif
Chirurgie digestive majeure
Chirurgie des voies urinaires (en
présence de candidurie)
Traumatisme majeur (ISS>20)
Nutrition parentérale

Dialyse

Score APACHE Il >20

Voie veineuse centrale
Candidurie > 10°cfu/mL

Ages extrémes

Diabéete

Insuffisance rénale

Chirurgie récente

Sondage urinaire

Acceés vasculaire

Séjour prolongé en réanimation
(>7jours)

Transfusions multiples

ISS: Injury Severity Score (score de sévérité du trauma); APACHE II: acute

physiology and chronic health status evaluation II; cfu: colony forming units.
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3. Un facteur de risque particulier : les cathéters

Il existe différents types de dispositifs médicaux adaptés a différentes utilisations et faisant
chacun l'objet de recommandations particuliéres. Le dispositif est choisi en fonction de la
localisation, de la durée, de la thérapie ou de l'application du cathéter, du risque, du

contexte ou des habitudes du service.

3.1. Le cathéter veineux périphérique (CVP)

Ce dispositif médical stérile est introduit dans une veine périphérique. Il est utilisé dans un
but diagnostique ou thérapeutique en permettant I'administration par voie parentérale de
solutés, de produits sanguins, de solutions nutritives ou de médicaments. En 2005, le
nombre annuel de CVP (Figure 6) mis en place en France était estimé a 25 millions [19]. De
plus, dans I'enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales réalisée en France
en 2006, 21.5 % des patients hospitalisés depuis plus de 24 heures étaient porteurs d'un CVP
[20]. Ce type de cathéter est d’utilisation tres fréquente en milieu hospitalier quelque soit le

service clinique, représentant 90% des cathéters vasculaires mis en place [20].

3.2. Le cathéter veineux central (CVC)

Ce dispositif médical est le plus souvent introduit dans une veine jugulaire interne ou
externe, une veine sous-claviere, une veine axillaire et exceptionnellement dans une veine
fémorale. La voie veineuse centrale permet de résoudre les limites de la voie veineuse
périphérique et offre la possibilité d’administrer des produits trop agressifs pour les veines
périphériques.

Deux types de cathéters veineux centraux sont a distinguer : les cathéters tunnelisés a
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Figure 6 : Cathéter IV court Intraflon 2 VYGON [http://www.vygon.fr]

20



émergence cutanée et les chambres a cathéter implantable. Les cathéters tunnelisés sont
des tubes en élastomere de silicone ou en polyuréthane, mono ou multi lumieres
comportant une émergence cutanée pourvue d’un raccord fixé a la peau (Figure 7). Certains
cathéters sont munis dans leur partie tunnélisable d’'un manchon de Dacron®, assurant en
une dizaine de jours une fixation définitive a la peau, ce sont les cathéters a manchon
(CVCM) ou cathéters d’Hickman-Broviac. La chambre a cathéter implantable, quant a elle,
est un dispositif composé d’un boitier pourvu d’un septum en silicone, relié a un cathéter

veineux central. L'ensemble du dispositif est totalement implanté sous la peau du patient.

Les complications liées a ces dispositifs ne sont pas rares. Environ 5% des patients porteurs
de CVC souffrent de complications, augmentant leur mortalité de 10 a 25% [21, 22]. Ces
complications sont de 3 types: les complications de type infectieux (Figure 8), les

complications de type thrombotique et les complications de type mécanique.

Malgré les conditions de stérilité entourant la pose de ces dispositifs [23-25], des
complications infectieuses peuvent survenir. Elles proviennent notamment de la colonisation

de dispositifs par des agents pathogenes formant alors des biofilms.

A retenir :

Il existe deux principaux types de cathéters, les cathéters veineux périphériques et les
cathéters veineux centraux. En ce qui concerne ces derniers, des complications peuvent
survenir pour le patient, augmentant la mortalité. Ces complications sont de 3 types,

infectieuses, thrombotiques et mécaniques.
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Figure 7 : Différents cathéters centraux Multi-Cath™ INTRAVASCULAR™ [http://www. intravascular.be]
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Figure 8 : Physiopathologie de la contamination des cathéters [http://reaannecy.free.fr]
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4. Les biofilms et les infections

4.1. Structure du biofilm

Un biofilm est un mode de vie des microorganismes qui prédomine dans I’environnement
naturel devant le mode de vie planctonique [28, 29]. Il faut noter que la tres grande majorité
des études microbiologiques est pourtant effectuée sur ces formes planctoniques de levures

en suspension en milieu liquide.

Un biofilm est défini comme une structure dans laquelle une communauté de
microorganismes adheére sur une surface organique ou non, et est recouverte par une

matrice extracellulaire polymérique [26].

Pour coloniser une surface (Figure 9a), les levures doivent dans un premier temps, adhérer a
la surface du matériel (Figure 9b). Cette phase est médiée par deux facteurs non-spécifiques
(I'hydrophobicité de la surface cellulaire et les forces électrostatiques) et par des adhésines
spécifiqgues [51]. Les cellules fongiques de Candida peuvent également s’associer a des
bactéries pour former un biofilm [52]. La couche basale de colonies de levures se développe
(Figure 9c). Une fois le développement du biofilm a Candida achevé, celui-ci arbore une
structure tridimensionnelle complexe (Figure 9d) [35, 40, 41, 43, 44, 53-56]. Cette structure
est en fait un arrangement spatial optimal, qui facilite les flux de nutriments et I’élimination
des métabolites toxiques au sein de la communauté microbiologique. L’architecture du
biofilm varie ; elle dépend du substrat et des conditions de croissance [40]. Elle varie
également selon les différentes espéces de Candida et selon les souches [33, 44, 56, 57]. Par
microscopie électronique a balayage, le biofilm a Candida albicans constitue un réseau
dense de levures, d’hyphes et de pseudohyphes facilement observable, ainsi qu’une matrice
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Figure 9 : Les différentes étapes de formation d’un biofilm a Candida albicans sur la
surface d’un cathéter en polyvinylchloride (PVC). (d’apres [74])
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extracellulaire polymérique a la surface des différentes formes morphologiques [44, 55]
(Figure 10). Dans le laboratoire, des données similaires ont été obtenues avec des biofilms
formés in vivo chez la souris cathétérisée. La conversion morphogénétique de C. albicans ou
la capacité a pouvoir switcher de la forme levure a la forme filament est un élément pivot
dans le développement de biofilm [58-60]. Afin d’identifier certains genes responsables de
cette filamentation impliquée dans la formation du biofilm, Ramage et al. [54] ont utilisé des
souches mutantes de C .albicans déficientes en certains genes, incapables de filamenter. lls
ont pu observer qu’une délétion du géne Aefgl ou des génes Acphl/Aefgl chez des mutants
de C.albicans avait des conséquences néfastes sur la formation de biofilm [54]. En effet, le
biofilm était assez pauvre, composé principalement d’une seule couche de cellules
allongées. Ainsi, il est vraisemblable que la protéine régulant Efgl est un facteur clé dans le
développement de biofilm bien que ce réle pourrait étre une simple conséquence de la
filamentation. Depuis, d’autres souches avec des mutations sur des genes impliqués dans le
processus de filamentation ont été testées [61-63]. Les résultats ont également montré un
impact négatif sur la formation de biofilm. Toutefois le dimorphisme (levure/filament) ne
serait pas un prérequis indispensable a la formation de biofilm, puisque des biofilms
composés uniqguement de levures ont été décrits [37, 39]. Il serait par contre nécessaire a

I’organisation de la structure tridimensionnelle complexe.

4.2. Implication du biofilm dans les infections

Il devient de plus en plus certain qu’une importante proportion d’infections microbiennes

chez 'Homme implique la formation de biofilms [28, 30-33]. Par ailleurs, il a été montré que

25



Figure 10 : Microscopie Electronique a Bala

yage d’un biofilm a C. Ibicans aprés 48h d’incubation (photo
issue de [26])
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la plupart des dispositifs médicaux invasifs comme les cathéters sont propices a la
colonisation et a la formation de biofilm par les levures du genre Candida [34]. En servant de
réservoir, la formation d’un biofilm sur un matériel médical peut étre la source d’une future
infection, a savoir, pour le genre Candida, une future candidémie. La présence de biofilm sur
le matériel médical peut également étre la cause d’un échec de fonctionnement du matériel
[33, 34]. De plus, ces biofilms a Candida ont généralement une résistance accrue aux
thérapeutiques antifongiques ainsi qu’une résistance accrue au systeme immunitaire de

I"hote.

4.3. Le phénomene de quorum sensing

La communication entre les cellules ou « quorum sensing », est fondamentale dans la
formation de biofilm microbien. Elle permet d’éviter une surpopulation inutile, de controler
la compétition pour les nutriments et a des implications importantes dans les processus
infectieux, en particulier dans la dissémination. En ce qui concerne C. albicans, il a été
montré que la molécule de farnésol contribue au quorum sensing [64]. Celle-ci est impliquée
dans la régulation de I'expression de différents genes, notamment des genes impliqués dans
la formation de filaments (Figure 11). Les cellules traitées par le farnésol a doses élevées
forment un biofilm avec une architecture pauvre et avec une prédominance de levures et de
pseudofilaments (Figure 11B) tandis que les cellules traitées par des doses plus faible de
farnésol forment un biofilm avec de vrais filaments (Figure 11A). Certains génes sont
également impliqués dans les mécanismes de résistance aux médicaments, dans I'entretien
de la paroi cellulaire, dans le transport du fer, dans la réponse au stress et au choc

thermique, ou encore dans la lipophilie de la surface cellulaire [27].
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Figure 11 : Photos par microscopie confocale a balayage laser (MCBL) issue de [27] montrant I'effet du
farnésol sur du biofilm a C. albicans (24h).
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4.4. Résistance des biofilms aux antifongiques

La résistance accrue du biofilm a Candida par rapport a sa forme planctonique a été mise en
évidence des 1995 [78]. Beaucoup d’agents antifongiques ont été testés comme
I’'amphotéricine B, le fluconazole, la flucytosine, le kétoconazole ou encore l'itraconazole.
Tous ces antifongiques ont montré une activité plus faible contre la forme biofilm de
Candida. Plus récemment deux nouveaux azolés (le voriconazole et le ravuconazole) ont
également été testés sur le biofilm de C. albicans et C. parapsilosis et la résistance du biofilm
s’est avérée une nouvelle fois. Seule la formulation lipidique de I"'amphotéricine B et deux
échinocandines (caspofungine et micafungine) ont révélé une activité « antibiofilm » in vitro
contre le biofilm de C. albicans [79-80, 82]. Pour I'heure, il n’a pas été identifié de facteur
spécifique responsable de la résistance de ces biofilms fongiques. Il semblerait plutot que la
résistance des biofilms soit le résultat de phénomenes multifactoriels complexes. Différents
mécanismes pourraient étre responsables de cette résistance comme la plus forte densité de
cellules au sein du biofilm, I'effet de la matrice extracellulaire, la présence de cellules
« persistantes » ou encore |'expression de génes de résistance, et plus particulierement ceux

codant pour les pompes a efflux [36-38, 47, 66, 67].

4.5. Modeles de biofilms

Les méthodes classiques de détermination de sensibilité aux antifongiques utilisent des
populations planctoniques de levures et ne permettent donc pas d’apprécier I'efficacité des
antifongiques sur les biofilms a Candida. |l existe différents modeles in vitro de biofilms a
Candida, formés sur différents matériaux, expérimentés soit de facon statique, soit dans des

conditions dynamiques [35-48]. Des modeles in vivo de biofilms ont également été décrits.
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Ils sont obtenus par cathétérisation de I'animal et infection par un inoculum de Candida, le
biofilm se formant sur le cathéter. Les especes d’animaux testées sont la souris, le rat et le
lapin [49, 50, 75]. Les données suggerent que la structure des biofilms in vitro et in vivo est
similaire.

Un modele de biofilm compatible avec les plagues 96 puits a récemment été mis au point. Il
permet la détermination et la standardisation de tests de sensibilité aux antifongiques sur
des biofilms a Candida [48]. Dans ce modele, les biofilms sont dans un premier temps,
formés dans les puits, puis dans un second temps, les médicaments antifongiques (ATF) sont
ajoutés pendant un temps déterminé. Le test repose sur la mesure de l'inhibition du
métabolisme des cellules au sein du biofilm par I’ATF. Les cellules restant viables réduisent
un marqueur de viabilité cellulaire, en général le 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium-5- carboxanilide (XTT) en une molécule soluble et colorée. Une mesure
colorimétrigue est ensuite effectuée afin de déterminer indirectement la densité du biofilm

[42, 65].

Néanmoins, cette méthode faisant intervenir le XTT est difficile d’utilisation et la fiabilité des
résultats peut étre discutée, en effet une certaine quantité du métabolite coloré du XTT est

piégée dans le biofilm ne permettant pas une quantification précise.

A retenir :

Un biofilm a Candida est constitué d’un réseau dense de levures adhérant a une surface. Ce
réseau est recouvert d’une matrice extracellulaire et arbore une structure
tridimensionnelle. La communauté de levures se développe et évolue grace a un systeme

de communication intercellulaire, le quorum sensing. Les dispositifs médicaux sont des
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surfaces propices au développement de biofilms. De plus, les biofilms ont une résistance
fortement accrue a la quasi-totalité des antifongiques. Afin d’étudier ce mode de vie des
levures, plusieurs modeles de biofilms a Candida, in vitro et in vivo, existent. Bien que
présentant certaines limites, un modele en microplaque repose sur la réduction par les

cellules, d’'un marqueur (XTT) en une molécule colorée.
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MATERIELS ET METHODES

1. Enquéte rétrospective

Dans un premier temps, une étude rétrospective est menée de 2004 a 2010 afin de
répertorier les patients hospitalisés au Centre Hospitalo-universitaire (CHU) de Nantes ayant
eu au moins une hémoculture positive a une espece fongique, analysée au laboratoire de
parasitologie et de mycologie médicale de I'HGtel Dieu. Les patients sont sélectionnés et les
données recueillies a I'aide de deux logiciels informatiques présents a I’'hopital. Le premier
logiciel, DxLab®, permet I’enregistrement et la conservation de toutes les données
d’analyses biomédicales réalisées au CHU. Le second, Clinicom®, répertorie toutes les
informations médicales des patients (données cliniques, biologiques, imagerie,

traitements,...).

Le recueil des données concerne en particulier le service clinique prescripteur de
I’hémoculture, 'espece isolée et la survie du patient a 3 mois. Concernant le cathéter, les
données portent sur la positivité a levures et sur I'espece isolée. Ces patients peuvent

présenter ou avoir présenté une candidémie au cours de leur séjour.

2. Approche expérimentale : réalisation de biofilms in vitro a Candida
spp

2.1. Objectifs

L’objectif principal est la mise au point d’un modele in vitro de biofilm a Candida permettant
I’évaluation de la capacité des souches a former le biofilm et celle des antifongiques a traiter

ce biofilm.
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2.2. Souches utilisées

Les souches de Candida utilisées pour réaliser les biofilms (Tableau Ill) sont des souches
isolées d’hémocultures réalisées au Laboratoire de Parasitologie et Mycologie médicale du
CHU de Nantes. Ces souches font partie de I'enquéte rétrospective 2004-2010. Plusieurs
souches de quatre espéces ont été sélectionnées : Candida albicans, C. tropicalis, C . krusej

et C. glabrata.

Tableau Il : Souches utilisées pour la formation de biofilms in vitro

Candida albicans Candida parapsilosis Candida krusei Candida glabrata
CA134 CP599 CK506 CG540
CA073 CPRoll CK818 CG230
CA845
CA990

Parmi ces souches, deux sont issues du service d’hématologie (CP599 et CK818) et trois sont
issues du service d’hépato-gastro-entérologie (CA134, CA073 et CG540). En ce qui concerne
le reste des souches, elles sont issues de services divers (pneumologie, urologie, médecine
interne, maladies infectieuses et tropicales). Les souches sont cryoconservées dans la
mycotheque de I'EA1155 et sont cultivées sur pente Sabouraud a température ambiante

avant emploi.

2.3. Protocole de formation de biofilms en plaque

Les souches de levures a étudier sont préalablement ensemencées soit en milieu Yeast

Extract Peptone Dextrose (YPD) liquide pendant 12 heures a 30°C, soit en pente Sabouraud
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pendant 24 heures a 37°C en fonction de la manipulation et du volume souhaité.

Les conditions standard permettant la formation d’un biofilm stable et homogene pour
toutes les especes et les souches testées ont été fixées au laboratoire antérieurement. Le
milieu de culture utilisé est le RPMI-1640 (SIGMA®, Saint Quentin Fallavier, France)
additionné de MOPS (SIGMA®) et est ajusté a pH 7. Aprés deux lavages par du PBS,
I'inoculum de blastoconidies a Candida spp est remis en suspension dans ce milieu RPMI
additionné de MOPS afin d’obtenir une suspension de 10° blastospores par millilitre apres
comptage a la cellule de Malassez. Cette suspension est ensuite déposée dans les puits
d’une plaque 96 puits. Le temps d’incubation pour la formation des biofilms a été fixé a 24
heures ou 48 heures. Aprés incubation, le surnageant de chaque puits est aspiré avec
précaution pour enlever les levures non adhérentes et ne pas décoller le biofilm formé, puis
les puits sont lavés deux fois par du PBS. Un volume de 100 puL de RPMI MOPS, puis de 10 pL
de résazurine (700 uM) sont alors ajoutés dans chaque puits. La résazurine est une molécule
métabolisée par les levures en résorufine (Figure 12), molécule fluorescente. Aprées
incubation a 37°C pendant 2 heures, lintensité de fluorescence, déterminée en
spectrofluorométrie, permet alors de déterminer indirectement la quantité de cellules

fongiques présente dans chaque puits.

Pour la lecture, les longueurs d’onde d’excitation et d’absorption sont fixées par rapport au

spectre d’excitation et d’émission de la résofurine (Figure 13) :

Excitation : 560 nm, émission : 590 nm

Les résultats sont exprimés en Unité Arbitraire de fluorescence (UA), proportionnelle a la

densité des levures.
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Figure 13 : Spectre d’excitation et d’émission de la résorufine (illustration issue de [76])



Afin que le maximum de souches de Candida testées puisse produire un biofilm stable et
homogene, plusieurs conditions ont fait 'objet de nombreuses variations successives du
protocole standard. Tout d’abord, la taille de lI'inoculum placé dans les puits. Quatre
concentrations, 10°, 10°, 10’ et 10® levures/mL, ont été testées. Ensuite, le milieu de culture
dans lequel se forment les biofilms dans les puits a fait I'objet de deux variations. D’une part
la présence ou I'absence de 5% de sérum bovin fcetal (SBF) et d’autre part la valeur de pH (5,
6, 7 et 8). En ce qui concerne la durée de formation du biofilm, deux temps d’incubation ont
été testés, 24 heures et 48 heures. Pour la phase de révélation, des lectures ont été
effectuées a 1, 2, 3, 4 et 5 heures apres I'ajout de la résazurine, afin de trouver le délai
optimal de révélation du phénomeéne de réduction sachant que chaque souche pourrait

posséder un métabolisme différent.

2.4. Evaluation de la capacité des différentes especes a former du biofilm

Afin de comparer la capacité de toutes les souches a former du biofilm, les valeurs
spectrofluorimétriques obtenues pour chaque biofilm , I'aspect et la densité des biofilms au

microscope sont évalués.

2.5. Protocole de formation de biofilm sur cathéter in vitro

Pour ce faire, I'inoculum de blastoconidies est préparé a la méme concentration et de la
méme facon que dans le protocole standard. Au préalable, un cathéter veineux central
Multicath+ (VYGON®), référence la plus utilisée au CHU de Nantes (Figure 14), est découpé

transversalement en morceaux de 2-3 mm de long dans des conditions stériles. Les
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Figure 14 : Cathéter veineux central Multicath+ réf. 6202.241 VYGON®
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morceaux sont ensuite déposés verticalement au fond des puits a utiliser. Les 100 pL de
suspension de blastoconidies sont introduits dans les puits de fagon a immerger les
morceaux de cathéter. La plaque est incubée pendant 24 heures a 37°C. Enfin, les cathéters

sont lavés deux fois afin d’enlever les levures non-adhérées.

En ce qui concerne ces lavages, ils sont réalisés par mobilisation du cathéter. Le morceau de
cathéter est transféré dans le puits adjacent a l'aide d’un cOne stérile. Ce puits est
préalablement rempli par 200 uL de PBS 1X. Le second lavage est réalisé de maniere

identique. Chaque bain de PBS dure environ 5 minutes en agitation manuelle.

Le biofilm formé sur cathéter est alors prét a étre utilisé dans la suite des expériences ou

incubé 24 heures supplémentaires et lavé pour obtenir un biofilm mature de 48 heures.

2.6. Evaluation de la sensibilité des biofilms aux antifongiques

Au total, cinqg molécules antifongiques ont été testées in vitro sur le biofilm : le fluconazole
(SIGMA ALDRICH®), le voriconazole (AK scientific®), 'amphotéricine B (SIGMA ALDRICH®), la

micafungine (ASTELLAS®) et la miltéfosine (ZENTARIS®).

Les solutions d’antifongiques a tester aux dilutions souhaitées (Tableau IV) sont préparées
dans du RPMI-1640+MOPS. Ces solutions sont ensuite déposées dans les puits possédant un
biofilm de 24 heures a raison de 100 pL par puits. Chaque concentration de chaque molécule
est testée en triplicate. Un témoin biofilm sans antifongique est réalisé pour chaque souche.
Les témoins négatifs correspondent a 100uL de RPMI MOPS. La plaque est incubée en
chambre humide pendant 24 heures a 37°C. Apres lavage, la révélation de I'action de

I’antifongique est réalisée par I'ajout de résazurine. Les résultats sont exprimés en

38



Tableau IV : Gammes de concentrations des molécules antifongiques testées

Molécule Concentrations testées (ug/mL)

Fluconazole 64

Voriconazole 64 16 4 1 0,25 | 0,0625

Amphotéricine B 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125

Micafungine 10 5 2,5 1,25 1 0,625 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 | 0,0312
Miltéfosine 100 10 1
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pourcentage d’inhibition de la prolifération (intensité de fluorescence) par rapport a la
pousse témoin apres soustraction de la fluorescence résiduelle obtenue dans le témoin

négatif.

2.7.Impact de I'’encapsulation d’antifongiques dans des nanoparticules

L'apport de l'encapsulation dans des nanoparticules d’acide polylactique greffé par du
polyéthyléene glycol (PLA-PEG) sur la sensibilité des biofilms fongiques a été évalué pour deux

molécules, le voriconazole et I'amphotéricine B.

Les nanoparticules ont été synthétisées et les deux antifongiques encapsulés dans le
laboratoire de pharmacologie du Professeur Hildgen (Faculty of Pharmacy, Université de
Montréal, Canada). La capacité d’encapsulation du voriconazole est de 1%, ce qui limite
I'utilisation de haute concentration, les nanoparticules précipitant a trop forte
concentration. En ce qui concerne I'amphotéricine B, la capacité d’encapsulation est de 25%.
Les nanoparticules seules et chargées en antifongiques sont évaluées dans les conditions du

protocole standard en microplaques.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Enquéte rétrospective

Au cours de ces cing premieres années (2004-2008), une augmentation de l'incidence des
fongémies est observée (Figure 15). Aprés 2008, une faible diminution de cette incidence
mais non significative, commence a s’amorcer. L'augmentation générale de I'incidence des
cas de candidémies entre 2004 et 2010 sur I’hopital de Nantes, est une augmentation qui est

observée de maniere internationale [71] et est liée a 'laugmentation des facteurs de risque.

1.1. Espéces identifiées

Durant I’étude, la trés grande majorité des espéces fongiques isolées dans les hémocultures
appartenait au genre Candida (98,4%). Comme observé dans plusieurs études [68-70],

Candida albicans représente encore un peu plus de 50% des especes identifiées (
Tableau V : Espéces fongiques isolées des hémocultures positives entre 2004 et 2010 (n=191)

, Figure 16). L’ augmentation de l'incidence des fongémies ne s’est pas accompagnée d’un
changement de répartition des especes de Candida, la proportion de chaque espéce étant
restée assez stable au cours de ces 7 ans. Toutefois si C. albicans arrive chaque année en
téte des especes les plus isolées, on remarque des variations importantes pour cette espece

de 33,3% a 69,2%.

En ce qui concerne les especes non-albicans, Candida parapsilosis se démarque (13,1%) pour
se placer en deuxieme position des causes de fongémies a Nantes. Cette donnée est en
accord avec la littérature. En effet, il a été observé qu’aux Etats-Unis et en Australie, la
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Figure 15
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: Evolution des cas de fungémies entre 2004 et 2010. (2011 : extrapolation a partir des données
des mois de janvier a juillet)
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Tableau V : Espéeces fongiques isolées des hémocultures positives entre 2004 et 2010 (n=191)

Espéce 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total
C. albicans 7 (33,3%) O (47,4%) 12 (48,0%) 18 (69,2%) 18 (51,4%) 16 (47,1%) 19 (61,3%) 99 (51,8%)
C. parapsilosis 2(95%) 3(15,8%) 3(12,0%) 3(115%) 5 (14,3%) 7 (20,6%) 2 (6,5%) 25 (13,1%)
C. glabrata 3(14,3%) 2(105%) 2(8,0%) 1(3,9%) 5 (14,3%) 3(8,8%) 4 (12,8%) 20 (10,5%)
C. tropicalis 2(95%) 4(21,1%) 5(20,0%) 1(3,9%) 4 (11,4%) 3(8,8%) 1 (3,2%) 20 (10,5%)
C. lusitaniae 0 0 1(4,0%) 1 (3,8%) 0 1(2,9%) 1(32%) 4 (2,1%)
C. krusei 3(14,3%) 1 (5,3%) 0 2 (7,7%) 0 1(2,9%) 2(65%) 9 (4,7%)
C. kefyr 2 (9,5%) 0 1 (4,0%) 0 0 2 (5,9%) 0 5 (2,6%)
non identifiable 0 0 0 0 0 1 0 1 (0,5%)
Autres 2 (9,5%) 0 1 (4,0%) 0 3 (8,6%) 0 2(6,5%) 8 (4,2%)
Cryptococcus neoformans 1 1 2
Scedosporium sp. 1 1
C. pelliculosa 1 1
C. famata 1 1
C. lipolytica 1 1
C. inconspicua 1 1
C. guillermondii 1 1
Total 21 (11,0%) 19 (10,0%) 25 (13,1%) 26 (13,6%) 35 (18,3%) 34 (17,8%) 31 (16,2%) 191

W Calbicans

W C.parapsilosis
m C.glabrata

B C.lusitaniae

| C krusei

m C.kefyr

m C.tropicalis
m non identifiable
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Figure 16 : Espéces identifiées dans les hémocultures positives (n=191)
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seconde espéce responsable de candidémie est Candida glabrata, mais en Europe il s’agit
bien de Candida parapsilosis [72]. Cette forte proportion s’expliquerait par différents
parametres qui n’ont pas été pris en compte dans I'étude, comme la présence d’un cathéter
veineux central, I’dge du patient ou encore l'utilisation d’échinocandines (caspofongine) vis-

a-vis de laquelle Candida parapsilosis a une sensibilité diminuée in vitro [1, 72].

Candida glabrata et Candida tropicalis ont quant a eux un pourcentage identique de 10,5%,
ce qui représente une proportion non négligeable. La proportion de Candida glabrata est
d’autant plus a prendre en compte que cette espece a une sensibilité naturellement

diminuée au fluconazole.

Toutes les publications s’accordent pour noter I'augmentation de l'incidence des cas de
candidémie a Candida krusei, mais cette augmentation n’a pas été retrouvée dans cette

étude a I’hopital de Nantes.

1.2. Survie du patient a 3 mois

Le deuxieme parametre a avoir été exploré lors de I'étude est la survie des patients a 3 mois.
Les candidémies ont de plus en plus clairement un mauvais pronostic. Falagas et son équipe
ont étudié la mortalité attribuable aux candidémies et ont répertorié plusieurs publications
qui s’y rattachent. lls ont noté une mortalité attribuable allant de 5% a 71%. Malgré cette
hétérogénéité, six études cas-témoins ayant analysé la mortalité due aux candidémies, ont

observé une différence significative entre les deux groupes [2].

A Nantes, entre 2004 et 2010, la mortalité globale a 3 mois aprés un épisode de candidémie

était de 23% (Figure 17 et Tableau VI), ce qui est un chiffre élevé dans I'absolu mais reste
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Figure 17 : Pourcentage de la survie des patients a 3 mois

Tableau VI : Survie des patients
a 3 mois (n=191)

Survie 101
Décés 44
Perdu de vue 46
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bas par rapport aux différents chiffres répertoriés dans la publication de Falagas et al. [2].

De plus, I'évolution générale de la mortalité a 3 mois apres une candidémie entre 2004 et
2010 a une tendance a la baisse, malgré une forte hétérogénéité entre les années, pour
arriver a moins de 10% en 2010 (Figure 18). Dans ces déces, la part directement attribuable a

Candida n’est pas estimée.

1.3. Services ayant fait la demande d’hémoculture

Parmi les services ayant fait des demandes d’hémocultures qui se sont révélées positives a

micromycéetes, deux se démarquent trés largement (Figure 19).

En premiere position, le service de réanimation avec 47 hémocultures positives, représente
25% de I'ensemble des hémocultures positives analysées au laboratoire de parasitologie et
mycologie médicale entre 2004 et 2010. Ce chiffre peut étre additionné a celui du service de
réanimation pédiatrique augmentant le pourcentage a 28,2%. Cette proportion tres élevée
est largement retrouvée dans la littérature [69, 70, 77]. Elle s’explique par le tableau clinique
tres sévere qui accompagne souvent une candidémie et mene directement au service de

réanimation.

Le second service qui se démarque est le service d’hématologie avec 35 hémocultures
positives, ce qui représente 18,6%. Cette proportion, également retrouvée dans la
littérature, s’explique par le terrain fragilisé des patients qui sont présents dans ce service.
En effet, ces patients peuvent accumuler plusieurs facteurs de risque de développer une
candidémie, comme I'immunosuppression, la neutropénie, I'antibiothérapie a large spectre,

la présence d’une voie veineuse centrale ou encore la nutrition parentérale.
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Figure 18 : Evolution de la mortalité a 3 mois aprés une candidémie entre 2004 et 2010
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Figure 19 : Nombre d’hémocultures positives par service entre 2004 et 2010 (n=189).
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1.4. Analyse de cathéters

Sur la période d’étude, quatre-vingt six cathéters ont fait 'objet d’une culture pour
déterminer la présence, ou non, d’une colonisation du matériel d’origine fongique. Parmi ces

86 cultures, 20 (23%) se sont révélées positives a une espece fongique (Figure 20).

Sur ces 20 patients dont ont été 6tés les cathéters positifs, 18 ont fait I'objet d’'une demande

d’hémoculture. Onze (65%) de ces hémocultures se sont révélées positives (Figure 21).

La quasi-totalité des espéces fongiques retrouvées dans les hémocultures est identique a
celles identifiées dans les cultures du cathéter. Seul un patient présentait une hémoculture
dont I'espéce isolée était différente de celle du cathéter mais il ne s’agissait pas du genre

Candida (culture du cathéter : Aspergillus fumigatus / hémoculture : Scedosporium).

En ce qui concerne les espéces de levures isolées par cultures des cathéters (Figure 22), c’est
sans surprise que lI'on retrouve en grande majorité Candida albicans avec 66,7% des
cathéters positifs. Malgré la petite taille de I’échantillon, Candida parapsilosis se démarque
treés nettement des autres espéces non-albicans avec 22,2% des cultures de cathéters

positives.

2. Formation in vitro de biofilm a Candida

2.1. Variations des conditions

Plusieurs concentrations d’inoculum ont été testées afin de déterminer la concentration
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Figure 20 : Pourcentage de cultures de cathéter positives et
négatives entre 2008 et 2010 au CHU de Nantes.
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Figure 21 : Pourcentage d’hémocultures positives
parmi les 20 patients ayant eu un cathéter positif.
(NR = Non Réalisé)
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Figure 22 : Espeéces isolées par cultures de cathéters entre 2008 et 2010 (n=20)
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optimale pour la formation de biofilm. Le résultat retenu est la concentration de 10°
blastopores par millilitre (données non représentées). Ce résultat est en accord avec les

expérimentations réalisées par I'’équipe de Ramage avec le XTT [48].

Plusieurs souches de Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei et Candida
glabrata ont été sélectionnées pour tester deux durées d’incubation, 24 heures et 48
heures. Les résultats montrent une disparité dans la capacité a former du biofilm entre les
souches testées avec en particulier une prédominance de C. albicans. En effet, seules les
souches CA845, CA073, CA134, CA990 et CK818 réalisent un biofilm dense. A noter la
particularité de la souche CK818 par rapport aux autres souches de C. krusei (communication
personnelle), particularité qu’il serait intéressant d’exploiter. Les résultats montrent
également une nette différence dans la capacité a former du biofilm aprés un temps
d’incubation de 24 heures ou de 48 heures pour la quasi-totalité des souches (Figure 23). En
effet, apres 24 heures I'intensité de fluorescence est toujours plus élevée qu’a 48 heures et
peut étre jusqu’a dix fois plus élevée. Seule une souche de Candida albicans (CA845) obtient
une intensité de fluorescence légerement plus importante a 48 heures. L'étude de Hawser
arrive également au méme résultat avec un effondrement du biofilm, mais celui-ci intervient
apres 48 heures [44]. Plusieurs phénomeénes peuvent expliquer ces résultats. L’épuisement
du milieu apres 24 heures, di a une pousse importante de levures aboutirait a une moindre
viabilité du biofilm formé a 48 heures. Une autre explication possible est la saturation du
biofilm dans sa formation par manque de surface colonisable dans les puits et un
phénoméne de quorum sensing [64]. Il pourrait étre envisagé un lavage des puits a 24

heures puis le rajout du milieu de culture pour les 24 heures suivantes.
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Figure 23: Evolution de l'intensité de fluorescence en fonction du temps d'incubation (en Unité Arbitraire de

fluorescence)
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Les mémes souches que précédemment ont été sélectionnées pour tester trois durées
d’incubation avec le marqueur résazurine. Une augmentation de l'intensité de fluorescence
avec 'augmentation de la durée d’incubation avec la résazurine est observée (Figure 24). On
peut noter une saturation de l'intensité de fluorescence aux environs de 50000 Ul, bien
visible avec la souche CA845. Aprés 5 heures d’incubation, deux souches (CA845 et CK818)
atteignent cette saturation d’intensité de fluorescence ne permettant pas d’apprécier la
différence de quantité de biofilm entre ces deux souches. Cette durée d’incubation n’est
donc pas optimale. A 1 heure d’incubation avec la résazurine, les valeurs de fluorescence de
différentes souches sont assez faibles et ne permettent pas de détecter la formation de
biofilms pour certaines souches. Le temps intermédiaire de 2 heures et demi permet quant a
lui, d’obtenir des intensités de fluorescence assez discernables les unes des autres, tout en
évitant que plusieurs valeurs n’atteignent le seuil de saturation de fluorescence. Ce temps
d’incubation sera sélectionné dans le protocole standard. Dans cette expérience, il faut
noter que la souche CA990 n’a pas donné un biofilm suffisamment dense pour étre révélé

par la résazurine.

Afin de s'approcher des conditions physiologiques rencontrées in vivo, I'ajout de 5% de
sérum bovin foetal a été testé sur 5 souches de Candida. Les résultats (Figure 25) montrent
une légere diminution de la capacité a créer du biofilm chez les souches de Candida albicans

et une compléete incapacité a former du biofilm chez les souches de Candida krusei.
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Figure 24: Evolution de l'intensité de fluorescence en fonction de la durée d'incubation avec la résazurine
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Figure 25: Influence de I'ajout de 5% de sérum bovin foetal dans le milieu de culture sur 4 souches de Candida

albicans et une souche de Candida krusei (en Unité Arbitraire de fluorescence)
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Les quatre valeurs de pH testées pour le développement du biofilm des différentes souches
donnent les résultats résumés dans le graphique de la Figure 26. A I'exception de CK818, le
pH optimal de formation du biofilm est de 7, les pH de 5 et 8 diminuant significativement la

formation de biofilm. Les protocoles futurs seront réalisés au pH classique de 7.

2.2. Formation de biofilms dans les conditions standardisées

On note une différence significative dans I'aspect morphologique des biofilms selon les
souches. Cette différence de morphologie s’explique par le degré de filamentation de

chaque souche (Figure 27 [A] [B] et [C]).

De plus, il semblerait qu’il existe une bonne relation entre la densité de biofilm observée au
microscope et I'intensité de fluorescence obtenue grace a la métabolisation de la résazurine

(Figure 27).

3. Formation de biofilms sur cathéter

Trois souches de Candida albicans ont été testées afin de déterminer leur capacité a
produire du biofilm sur cathéter. Le biofilm des souches CA990, CA134 et CA073 est formé
pendant 24 heures sur cathéter en milieu RPMI, avec ou sans 5% de SBF. Les résultats
d’intensité de fluorescence montrent que dans tous les cas, du biofilm se forme sur le
cathéter. On note également une certaine hétérogénéité entre les souches mais une

cohérence avec les résultats obtenus en microplaques puisque la souche CA073 forme
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Figure 27: Corrélation entre I'aspect microscopique et I'intensité de fluorescence du biofilm des souches CA
134 [A], CK 818 [B] et CK818 avec 5% de SBF [C] (en Unité Arbitraire de fluorescence)
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toujours plus de biofilm. Par contre les niveaux d’intensité de fluorescence ne sont pas
comparables avec ceux des biofilms formés dans les puits, en raison de la différence de
surface de développement du biofilm ou de la différence du matériau (surface du puits
versus surface du cathéter). Par ailleurs, on constate que, tout comme dans les
expérimentations en microplaques, I'ajout de 5% de SBF diminue la quantité de biofilm

formé en 24 heures (Figure 28).

4. Evaluation de médicaments sur le biofilm

Quatre médicaments antifongiques utilisés en clinique ont été utilisés pour vérifier leur
action sur un biofilm préformé. Ayant démontré la cohérence des résultats entre biofilms
générés en microplaques et sur cathéters, c’est ce premier support qui a été utilisé afin de

disposer d’'un format adapté aux tests en grandes séries.

4.1. Médicaments azolés

Le traitement par fluconazole montre I'absence de réduction significative du biofilm
fongique quelle que soit I'espece évaluée (Figure 29). Le plus fort pourcentage d’inhibition
est obtenu pour la souche de C. krusei 818 avec 18% d’inhibition. Ces résultats sont en

accord avec la littérature [48,78,80, 81].

L’évaluation de cette deuxieme molécule azolée confirme la résistance des biofilms

fongiques a cette classe d’antifongiques. Ceci est valable pour toutes les souches de
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C. albicans. Toutefois la sensibilité de la souche de C. krusei au voriconazole démontre a
nouveau la singularité de cette souche (Figure 30) avec une CI50 proche de 0,250 pg/mL.
Dans I'ensemble, l'inefficacité apparente de cette classe sur le biofilm est également
retrouvée dans les études de I’équipe de Nweze El et de D. M. Kuhn avec des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) supérieures ou égales a 64 pg/mL pour le fluconazole, le
voriconazole et I'itraconazole [79, 82]. Cependant une étude récente obtient une CMI de 2

ug/mL pour le voriconazole [83].

4.2. Amphotéricine B

Cet antifongique permet de réduire la formation du biofilm avec des pourcentages
d’inhibition supérieurs a 50% dés 1 ug/mL. Toutefois, par rapport a la sensibilité des souches
utilisées en culture planctonique dont les 100% d’inhibition sont obtenus a des
concentrations faibles d’amphotéricine B (0,001 a 0,05 pg/mL), des doses élevées sont donc
nécessaires (Figure 31). Doses qui ne permettent d’ailleurs jamais une destruction totale du
biofilm. Ces résultats sont similaires a ceux retrouvés dans la littérature avec des CMI

comprises entre 0,5 ug/mL et 8 ug/mL [79,83].

4.3. Micafungine

La micafungine, dés la concentration de 1 pg/mL, permet une inhibition de 100% du biofilm
de la souche CK818. Par contre cette molécule ne permet pas une destruction totale des
trois autres souches quelle que soit la dose utilisée. Cependant, pour ces trois autres
souches, la micafungine permet la destruction de plus de 50% du biofilm avec des CI50

variant de 0,5 pg/mL a 5 pg/mL (Figure 32). Ces résultats sont bien au-dessus des seuils de
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résistance habituellement retrouvés dans les conditions planctoniques. L’efficacité de ce
médicament antifongique peut étre qualifiée de moyenne vis-a-vis du biofilm. La
micafungine pourrait étre classée entre les médicaments antifongiques azolés et
I’'amphotéricine B d’apres nos expérimentations. Hormis la souche CA845, les résultats sont
cohérents avec la littérature dans laquelle on trouve des CMI comprises entre 0,125 ug/mL

et 2 ug/mL pour la micafungine et des valeurs similaires pour la caspofungine [79, 80, 83].

5. Nouvelles pistes d’action sur le biofilm

Les résultats précédents montrent la nécessité d’explorer de nouvelles pistes de traitement
des biofilms fongiques. Dans ce cadre, nous avons évalué une nouvelle molécule qui avait
démontré des activités antifongiques vis-a-vis de différentes espéces de Candida en culture

planctonique ainsi qu’une nouvelle formulation galénique a base de nanoparticules.

Ces étapes d’évaluation in vitro constituent une étape préalable a une éventuelle évaluation

dans un modele de candidose invasive chez la souris cathétérisée.

5.1. Nouvelle molécule : la miltéfosine

La miltéfosine a été testée sur le biofilm de trois souches de Candida albicans, les souches
845, 073 et 134. L'efficacité de la molécule est équivalente sur ces trois souches. On observe
une éradication totale du biofilm dés 10 pug/mL (Figure 33). Les CI50 estimées se situent
entre 2 et 2,5 pug/mL, tandis qu’en condition planctonique, celles-ci se situent entre 2 et 4
ug/mL. Avec les échinocandines, ces résultats font de la miltéfosine, la molécule la plus
efficace de nos expérimentations sur le biofilm fongique. En effet, cette nouvelle molécule

maintient son activité antifongique malgré ce passage de la levure, du mode de vie
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planctonique au mode de vie biofilm.

5.2. Nouvelle approche : la vectorisation par nanoparticules

Deux médicaments antifongiques ont été encapsulés dans les nanoparticules a base de PLA-

PEG.

L’encapsulation du voriconazole puis sa vectorisation au sein du biofilm semble améliorer
légerement I'action de la molécule (Figure 34). Toutefois, les pourcentages d’inhibition
obtenus ne permettent pas, en I'état, de conclure cette approche comme applicable a une
prise en charge des cathéters pour une stratégie de « Lock Therapy» ou verrou
thérapeutique. Par contre un élément intéressant est mis a jour : la résistance du biofilm au
voriconazole ne semblerait pas passer uniquement par la surexpression de pompe a efflux
ou la surexpression de la cible ERG11. |l s’agirait également, d’un probleme d’acces a I'agent

pathogene.

Contrairement au voriconazole, I'encapsulation de I'amphotéricine B et sa vectorisation au
sein du biofilm n’améliore pas I'efficacité de la molécule (Figure 35). De plus, aux faibles
concentrations, 'amphotéricine B encapsulée semble totalement inefficace. Une difficulté
de libération a partir du nanovecteur est peut étre a I'origine de cette inefficacité aux faibles

concentrations.
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CONCLUSION

Il parait de plus en plus évident que la formation de biofilms fongiques a Candida a la surface
des dispositifs médicaux, tels que des cathéters, est un élément fondamental dans la
survenue de candidoses invasives ou de candidémies. Durant les derniéres années, une
augmentation des cas de candidémies a pu étre observée de maniere internationale, liée a
I’'augmentation des facteurs de risque. La mortalité attribuable a ce type d’infection a
Candida, bien qu’assez hétérogene a travers les études, reste significativement élevée. Face
a cette forte morbi-mortalité, I'éradication des biofilms va devenir incontournable dans la
stratégie thérapeutique. En effet, a ce jour, la stratégie thérapeutique des infections sur les
dispositifs médicaux consiste en l'ablation du dispositif. Cette stratégie, pas toujours
efficace, est colteuse et risquée. Mais si les traitements antifongiques classiques sont
généralement efficaces sur les levures en condition planctonique, leur efficacité sur les

biofilms est fortement diminuée voire quasiment nulle.

La réalisation d’un protocole standard de formation in vitro de biofilm fongique a Candida en
microplaque était indispensable pour une étude approfondie. Bien que seules des
expérimentations in vivo sur un modele animal cathétérisé permettraient d’améliorer nos
connaissances sur les mécanismes in situ impliqués dans les infections liées aux biofilms a
Candida, notre modele in vitro basé sur une révélation par la résazurine semble permettre
une analogie entre la formation du biofilm sur cathéter et celle sur la surface des puits des

microplaques.

Concernant les médicaments antifongiques utilisés en clinique, seules de fortes doses
permettent, pour certains d’entre eux, une activité sur le biofilm, n’autorisant pas une
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utilisation par voie systémique. La mise en contact directe de fortes doses d’antifongique
avec le cathéter colonisé par le biofilm comme évoqué dans la méthode de « Lock Therapy »

ou verrou thérapeutique serait alors la seule alternative.

C’est la raison pour laquelle de nouvelles molécules ou de nouvelles formulations pour lutter
contre les biofilms ont été évaluées afin de trouver une alternative thérapeutique aux
traitements antifongiques classiques, comme c’est le cas pour la miltéfosine qui semble

avoir une activité similaire vis-a-vis des levures planctoniques et des biofilms.

L'étude des biofilms fongiques a Candida n’en est qu’a ses débuts mais face a
I'augmentation des infections invasives a cette espéce, la lutte contre les biofilms mérite

d’étre approfondie.
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ANNEXE 1

Protocole de formation de biofilm de 24 heures

1. Préparation des cultures fongiques (J0)

Les souches de levures a étudier sont ensemencées a |'aide d’une anse dans des Erlenmeyer
de 25 mL contenant 10 mL de milieu YPD. Elles sont ensuite incubées pendant 12 a 16

heures dans une étuve a agitation a 100 rotations par minute a une température de 30°C.

Dans le cas ou l'inoculum souhaité est de faible volume, il est possible de repiquer les
souches sur pente Sabouraud et de laisser incuber pendant 24 heures dans une étuve a

37°C.

2. Préparation de I'inoculum a une concentration de 10¢ cellules par mL
et ensemencement de la plaque (J1)
Le contenu des Erlenmeyer est ensuite transféré dans des tubes Falcon de 10mL afin d’étre

centrifugé a 3000g pendant 5 minutes a une température de 4°C. Le surnageant est jeté.

Deux lavages du culot cellulaire au PBS sont effectués de la fagon suivante : les cellules sont
remises en suspension par vortexation dans 5 mL de PBS stérile, puis a nouveau centrifugées
a 3000g a une température de 4°C pendant 5 min. Le surnageant est jeté. Ces mémes étapes

sont répétées pour le second lavage.

Les cellules fongiques sont remises en suspension par vortexation dans 1 mL de RPMI-

1640+MOPS pour obtenir la solution mere.
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Une solution diluée au 1/100 est ensuite obtenue par ajout de 10 pL de solution mére dans

990 pL de sérum physiologique. Par comptage sur cellule de Malassez, la concentration de la
dilution 1/100 est estimée, afin de déterminer le volume nécessaire de solution mere a

prélever pour obtenir la solution fille a 10° cellules/mL.

La solution fille est obtenue par ajout du volume de solution mere déterminé préalablement,

dans le volume de RPMI-1640+MOPS nécessaire au nombre de puits a réaliser.

Exemple : pour la réalisation de 20 puits de 100 pL

Le compte a la cellule de Malassez est de 106 cellules pour 0,1 mm? soit une concentration
de la solution diluée (1/100) de 1,06.10° cellules/mL. La concentration de la solution mére
est donc de 1,06.10° cellules/mL. Afin de réaliser les 20 puits de 100 pL, le volume final de
la solution fille doit &tre de 2 mL 4 une concentration de 10° cellules/mL, soit une quantité
de 2.10° cellules fongiques dans la solution. Il faut alors prélever le volume de solution mére
contenant cette quantité de cellules, c’est-a-dire 19 pL qui sont ajoutés a 1981 uL de RPMI-

1640+MOPS pour obtenir les 2 mL de solution fille a 10° cellules/mL.

Cette suspension est ensuite déposée dans les puits a raison de 100 pL par puits. Trois puits
sont remplis de 100 uL de RPMI-1640+MOPS et servent de témoins négatifs. Une fois tous
les puits nécessaires remplis, la plaque est incubée en chambre humide pendant 24 heures

dans une étuve a 37°C.
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ANNEXE 2

Protocole de tests de sensibilité des biofilms a des molécules (J2)

Le surnageant de chaque puits est aspiré avec précaution a I'aide d’un pince-téte ou d’une

micropipette en évitant au maximum de toucher le biofilm ou les parois du puits.

Deux lavages des puits par du PBS sont ensuite réalisés de la facon suivante : 200 pL de PBS
sont ajoutés a chaque puits puis aspirés comme au préalable. Cette étape est répétée pour

le second lavage.

Les solutions de molécules a tester aux dilutions souhaitées sont préparées dans du RPMI-
1640+MOPS. Ces solutions sont ensuite déposées dans les puits concernés a raison de 100

uL par puits. Les témoins négatifs sont a nouveau remplis de 100 puL de RPMI-1640+MOPS.

La plaque est incubée en chambre humide pendant 24 heures dans un incubateur a 37°C.
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ANNEXE 3

Molécules et réactifs

Afin de réaliser le protocole de formation de biofilm, plusieurs réactifs sont nécessaires

(Tableau VII).

Tableau VII : Liste des réactifs

RPMI-1640 Medium
RPMI-1640 SIGMA-ALDRICH®
Acide 3-morpholino-propanesulfonique
MOPS SIGMA-ALDRICH ®
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (10X) CaCl, MgCl,
PBS (10X) GIBCO®
- Sabouraud
Milieu Sabouraud BIOMERIEUX®
Dimethylsulfoxid UVASOL®
DMSO MERCK®
Resazurin sodium salt
Résazurine 7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one
SIGMA-ALDRICH ®

De plus, pour évaluer la sensibilité du biofilm, cing molécules ont été utilisées. Deux
médicaments antifongiques azolés, le fluconazole et le voriconazole, deux autres
médicaments antifongiques, la micafungine et I'amphotéricine B, et une molécule qui

s’inscrit dans une nouvelle approche, la miltéfosine.
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biofilms fongiques in vitro existent. La méthode au XTT semble la plus utilisée dans la littérature. Le
second objectif de notre étude était de mettre en place un protocole standard de formation de
biofilm in vitro et de révélation avec la résazurine sur 10 souches de Candida isolées dans le
laboratoire de Parasitologie et Mycologie du CHU de Nantes. Nous avons pu observer une grande
diversité dans la capacité des souches a former du biofilm dans les conditions standard. Par
ailleurs, la formation de biofilm varie pour une souche donnée en fonction des conditions
expérimentales (milieu de culture, pH, présence de sérum bovin foetal). Ce protocole standard
nous a permis d’évaluer la formation du biofilm fongique sur un cathéter et d’évaluer la sensibilité
du biofilm de ces souches cliniques, a cing molécules et a une nouvelle formulation galénique. Ces
expérimentations in vitro sont une étape incontournable avant une éventuelle évaluation dans un
modele de candidose invasive chez la souris cathétérisée afin d’améliorer les moyens de lutte
contre les biofilms.
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