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INTRODUCTION

Ampleur des septicémies a levures:

% Fongémies en /" patients immunodéprimés/Réa
% Fongémies: 50,2% des IF| _ressiF (2012-2021), RAPPORT ANNUEL D’ACTIVITE 2022 CNRMA

< Genre Candida : 4€me micro-organisme en cause de septicémie d’origine nosocomiale dans le

monde Kotey et al , Infectious Diseases: Research and Treatment, 2021,
P. Koehler et al. Clinical Microbiology and Infection ,2019 .

C Candida sp : > 80% des levures isolées chez 'homme ,1¢" rang des infections fongiques+++
Kotey et al , Infectious Diseases: Research and Treatment,2021 Zeng et al. BMC Infectious Diseases (2019)
=>» bouleversement de ce spectre: émergence d’autres espéeces de Candida et d’autres genres de
levures rares.




Les Levures émergentes

Selon la littérature: Megha Sharma, Curr Fungal Infect Rep. 2023

Sunil Kumar et al, Pathogens. 2022

KAUR et al , Mycoses. 2021

Candida non albicans _sauf:
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, and Candida krusei (updated Candida lusitaniae (Now Named Clavispora lusitaniae)

nomenclature: Pichia kudriavzevii) Candida kefyr (New Nomenclature:Kluyveromyces marxianus or Candida pseudotropicalis)

Agents récemment renommés hors du genre Candida :

considered for analysis. I-'ungﬂemr'a due to rare yeast was considered Candida Inconspicua (NOW Renamed to Pichia CaCtOph”a)

when the isolate was identified for any species other than C. albi-] Candida lipolytica (Now Renamed to Yarrowia lipolytica)
cans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis. Time to

Candida norvegensis (Now Renamed to Pichia norvegensis)

Levures non Candida Candida bracarensis (New Nomenclature: Nakaseomyces bracarensisa
Trichosporon Spp. Candida nivariensis (New Nomenclature: Nakaseomyces nivariensisa)
Rhodotorula Spp Candida pararugosa (New Numenclature: Wickerhamiella pararugosa)
Malassezia Spp. Candida rugosa (New Nomenclature: Diutina rugosa)
Magnusiomyces Spp. _ .

. Candida famata (New Nomenclature: Debaryomyces hansenii)
Geotrichum spp.

Exophiala Spp. Candia pelliculosa (Now Renamed to Wickerhamomyces anomalus)

Coniochaeta Spp. Candida pulcherrima (Updated Nomenclature: Metschnikowia pulcherrima)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharma M[Author]
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharma M[Author]
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9886541/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9886541/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9886541/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9505029/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9505029/

Mettre en exergue ce
changement du

spectre des levures
isolées

OBJECTIFS

Etudier la sensibilité in
vitro de ces levures
aux différents
antifongiques

Etudier I'apport de la
PCR-sequencage
dans l'identification

de ces levures rares

et émergentes



PATIENTS ET
METHODES

% Prélevement: stérile sur milieu de
Sabouraud liquide (pic febrile)
“» Examen direct + Incubation a 37°C
(Bactec pour les flacons Mycosis
BD)
“+ Identification phénotypique

< Etude rétrospective :
=» Cas de septicémies a levures
émergentes

% Laboratoire de Parasitologie-Mycologie
CHU Habib Bourguiba de Sfax

< Période : 22 ans ( Janvier 2000 —
Décembre 2022)
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DIAGNOSTIC MOLECULAIRE:

PCR- Séquencage

Y

Extraction d’ADN: Méthode enzymatique:
Protéinase K + Kit DNeasy® (QIAGEN)

N

PCR classique
(amorces ITS1-ITS4)

N\

N

\_

Analyse par PCR - Séquencage:
44 souches de levures

NG

4 ] . . .
Analyse des résultats: logiciel BioEdit

(version 7.0.9) ,Blastn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

NG




Etude de la sensibilité aux antifongiques

. Sensititre YeastOne
. E-test
. Fungitest
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> Septicémies a levures: 873 Etude epidémiologique
cas (1269 prélevements

positifs):
C.albicans (26,4%)
C.tropicalis (24,05%)
C.parapsilosis (13,9 %)
C.glabrata (10,88%)
C.krusei (1,94%)

C Septicémies a levures
émergentes: 165 cas (20,04% )
= 175 prélévements positifs :

0 cas en 2000 Repated cases per milkn popilation

47 cas en 2013 '.”f;‘"””"‘”°“°
» sex-ratio :1,75. B oos
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g
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» age moyen :43,6 ans
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C afromma

C Pusdbaniar

Candida kefyr —30.15%, Candida noroegensis —3.83%, Condida inconspicua —7 84%, Candida famata —35.51%, Candida guillsermondsi —3.23%, Candida lipolytica —7.19%, Candida rugosa —
22 91%, Curulida pararagose —4.05%, Candida lusitaniae — 7 49%, Candidi pelliculosa —0.30%, Candida nivariensis —2.37%, Candida bracarensts —1.51%, Candida intermedin —034%, Candide
africarna —2.58%. Candida blankii —0.52%, and Candida pulchervima—0.17%


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simonetti+O&cauthor_id=37107053
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simonetti+O&cauthor_id=37107053

Notre étude
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Etude epidémiologique

> Répartition des cas de septicémies a levures > Répartition des cas de septicémies a levures
émergentes selon les services émergentes selon les facteurs de risque
N
60,00% Hémodialyse 1 0,80%
Traumatisme majeur = 3,20%
0 ,
50,00% Intubation trachéale ™6 50%
40,00% Insuffisance rénale =8 ,10%
Corticoides =8, 70%
30,00% sonde urinaire =80 50%
20,00% Autres chirurgies m850%
. Colonisation =82 10%
10,00% Chirurgie abdominale majeure =82 10%
0,00% Infection nosocomiale. . sy 0%
SLQLQ00Q 2D D800 doY Diabete =@m0%
= g 88588%8 <§E 82%80 9% £ Alimentation parentérale Q0%
EET g € g9 R § 2359 ¢ Neutroprnie =20m0%
SOcsee-5 $805 2 TTT immunosuppresseur. . m2em0%
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=

S. Ghazi a, R. Rafei Journal De
Mycologie Médicale (2019)




Intéréts de la biologie moléculaire

O Diagnostic précis et plus rapide d’espéces
= Adapter le traitement antifongique
O Détecter les associations de levures

O Typage des souches isolées



Etude moléculaire de Y.lipolytica

14 souches de Y. lipolytica

T-

S8

S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 M

Amplification par PCR des souches de Y. lipolytica

Résultat de I’'alignement de la séquence de Y. lipolytica

Description Score Evalue id(%) Length  Diff.
(bits)
40  KY105975.1 Yarrowia lipolytica 641 0.0 99 358/359 1
HC  culture-collection CBS:5699 small
(S89) subunit ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transeribed spacer 1,
5.88 ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

30 40 0 60 1
TTCT OGTGOGATTTCT OGTATATTACAGCOTCATTTTATCTCAATTATAAC

faati
‘H"u'\”\lf

Courbe du séquencage fluorescent de Y.lipolytica



Etude moléculaire de Geotrichum

T - $25 S40 S46 S13 S27 S59 S32 S61 S14

8 souches de Geotrichum
[ | capitatum

Concordance identification
Visualisation sur gel d’agarose des produits de - -
PCR de différentes souches de Geotrichum PRETERIEGUE EHFER

capitatum séquencage : 100%.

Résultat de I’'alignement de la séquence de Geotrichum capitatum

Accession Description Score E Id  lensth
(bits) value (%)

NR 164086  Magnusiomyces capiialus 839 00 100 454/454
CBS 16280 ITS region:
from TYPE material

MH 999810.1 ces capitatus. 839 0.0 100 454/454
strain SGX1001 small
subunit nbosomal RINA
gene, partial sequence;
internal transcribed spacer
1, 5.85 ribosomal RNA
gene, and internal
transcribed spacer 2,
complete sequence: and
large subunit ribosomal
RINA gene, partial
sequence
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Courbe du séquencage fluorescent du produit
d'amplification des régions ITS de Geotrichum

capitatum.



Etude moléculaire d’autres levures rares

22 souches
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Rhodotorula souche 136 HC/19(C.utilis).
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Notre étude : identification de levures jamais identifiés
auparavant dans notre laboratoire ou méme dans notre
pays (C.utilis, C.diddensiae, C.blankii)



% de similarité

N° souche Identification phénotypique Identification moléculaire
(PCR-séquencage)
512 HC/12 C.guilliermondii Meyerozyma guilliermondii
268 HC/14 C.inconspicua Pichia kudriavzevii
35 HC/14 C.pelliculosa Wickerhamomyces anomalus
| 213HC/19 C.stlvicola Candida blankil
384 HC/19 Levure non identifiable C.parapsilosis +
Hanseniaspora opuntiae
458 HC/12 Levure non identifiable Candida diddensiae
160 HC/19 Levure non identifiable C.parapsilosis
204 HC/07 Levure non identifiable C.tropicalis
213 HC/07 C.carsoni C.parapsilosis
478 HC/Q7 C.kefyr Kluyveromyces marxianus
593 HC/09 C.lusitaniae Clavispora lusitaniae
11 HC/14 C.guilliermondii Meyerozyma guilliermondii
617 HC/15 C.lusitaniae Clavispora lusitaniae
288 HC/15 C.lusitaniae Clavispora lusitaniae
388 HC/19 C.guilliermondii Meyerozyma guilliermondii
259 HC/19 C.lusitaniae Clavispora lusitaniae
| 136 HC/19 C.utihs Cyberlindnera jadinii
183 HC/20 C.lusitaniae Clavispora lusitaniae
172 HC/13 Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa
357 HC/12 Rhodotorula glutinis Rhodotorula mucilaginosa
| 272 HC/18 Kloeckera apiculata Hanseniaspora guilliermondii
94 HC/21 Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa

100%
99,8%
99,5%
97,8%
100%
98 %
100%

100%
99,4%

100%
100%

100%
97,8%

97,4%
99,6%
100%
100%
99,8%
99%
100%
98%
99%
100%



Etude de la sensibilité aux antifongiques

Table | Species distribution of noncandidal yeast isolates causing invasive infections and azole susceptibility of each species

Species Total k] Antifungal susceptibility (%)
Fluconazole Voriconazole
s sDD R s sDD R AMB FLZ

Cryptacoccus spp. 654 175|737 164 9.9 294 | |os 0.2

Cryprococeus neafarmans X1 Tb.4 740 161 a7 995 a5

Cryptococcus gattii 7 0.8 571 286 14.3 100

Crypiococcus laurcntii 4 0.5 500 250 150 100 § R s R SOD S R SDD § R I s R I 5§ R I

Cryplocaccus curwiiug 3 04 6.7 333 100

Cryprococeus arboriformis I 0.l 100 100

Cryptococeus himicola ! 0.l 100 — 100 487 | 287 226 698 58 244 S84 376 4 [823 P35 8 358 32 27

Trichasparon spp. 74 8.8 70 | |82 6.8 973 | 7

Trichagparon asahi 3B 68 ] 138 5.2 983 1.7

Trichasporan mucaides 3 04 47 113 100

Trichazparen jponicum 3 04 313 311 313 667 113 o, . , . .

Trichasporon astoraides 3 o4 10 100 Profil de sensibilité de certaines souches de levures émergentes aux antifongiques

Trichasparon inkin 3 04 333 313 333 160 Sensible (%0)

Trichasparan dermats | 0.l 100 100

Trichaphyton interdigiale | 0.l 100 100

Trichasparan jiraveci | ol [i:4] 13

Trichasparon montsvidesnse I ol 100 | 100 AMB FCZ IZ FC VOR  CAS

Rhadetarula spp. 4 5.2 L1og | [L100 |

TS ————— pr X 10 o C.lipolytica 95.3 469 781 188 90.6 219

Rbodetonda diabavetum I ol 100 100 .

Other yeast spp. 7 85 514 " 20 58 28 ] G.capitatum 100 632 882 947 941 235

Xiao et al , Infection and Drug Resistance 2018 C.guilliermondii 100 36.4 20 100 77.8 100

C.lusitaniae 100 100 100 75 100 857
Cryptococcus 85.7 714 57.1 57.1 -
neoformans
Rhodotorula 100 12.5 375 100 125 12.6

T.asahii 100 42.9 66.7 100 100 16.7




All You Need To Know and More about the Diagnosis and
Management of Rare Yeast Infections

Resanne Sprute,*® O Cliver A, Comaly,**4* Sharon C-A. Chum,'* © Dunila Seicel ** & Audrwy N Schustz & Seun X. hang/

CONCLUSION







