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Milieu chromogénique gélosé pour l'isolement sélectif des levures, l'identification directe de
Candida albicans et I'identification présomptive de Candida tropicalis, Candida glabrata et Candida

krusei.
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1- BUT

CandiSelect” 4 est un milieu chromogénique gélosé

permettant :

« Lisolement sélectif des levures.

- L'identification directe de Candida albicans par la
mise en évidence d'une activitté enzymatique
spécifique, entrainant une coloration rose a violet des
colonies.

« L'identification présomptive de Candida tropicalis,
Candida glabrata et de Candida krusei d'aprés la
coloration turquoise et la morphologie des colonies.

« La détection des cultures mixtes de levures.

2- INTERET CLINIQUE

L'incidence des infections fongiques invasives a
augmenté de fagon trés importante au cours de ces
deux dernieres décennies. Les progres en médecine et
en chirurgie, 'augmentation de la population de patients
immunodéprimés ont contribué & une augmentation de
la diversité des agents fongiques pathogenes de
'homme. Il est largement admis que les infections
causées par les souches de Candida représentent la
principale cause des infections fongiques
nosocomiales. La mortalité, la morbidité ainsi que les
colts de santé associés a ces infections sont tres
élevés.!

Candida albicans est l'espéce de Candida la plus
frequemment impliquée dans ces infections, mais la
fréquence des espéces non-albicans telles que
Candida glabrata et Candida krusei augmente. De plus,
ces especes varient dans leur profil de sensibilité aux
antifongiques. Selon les directives les plus
freguemment publiées pour le traitement des
candidoses, un diagnostic fiable et rapide de ces
infections est requis avant la mise en place dun
traitement antifongique approprié.2

CandiSelect™ 4 est un milieu chromogénique sélectif
pour lidentification de C. albicans et lidentification
présomptive des principales especes de levures
pathogenes : C. glabrata, C. tropicalis et C. krusei.

Les colonies de C. albicans sont de couleur rose a
violet. Les colonies de C. tropicalis sont turquoise trés
intense, bombées, de morphotype lisse. Les colonies
de C. glabrata sont turquoise pale, plates, brillantes, de
morphotype lisse, présentant le plus souvent une
coloration caractéristique dite “en ceil de poisson”
(colonies turquoise avec un centre plus foncé). Les
colonies de C. krusei sont bleu-turquoise, présentant un
morphotype caractéristique rugueux, un aspect sec, un
contour irrégulier.

3- PRINCIPE DE LA PROCEDURE

CandiSelect™ 4 contient des substrats chromogéniques
qui réagissent avec des enzymes secrétées par les
levures, entrainant des colorations variées des
colonies. Ces enzymes sont spécifiques de certaines
espéces ce qui permet d'identifier les organismes au
niveau de I'espéce selon la couleur et la morphologie.1

L’identification de Candida albicans est fondée sur la
mise en évidence de [lactivitt enzymatique
hexosaminidase, spécifique de cette espéce, a l'aide
d'un substrat chromogene contenu dans le milieu,
entrainant une coloration rose & violet des colonies.

La détection de Il'activité enzymatique phosphatase a
'aide d'un second substrat présent dans le milieu
permet lidentification présomptive de Candida
tropicalis, Candida glabrata et de Candida krusei :
couleur turquoise des colonies, associée a une
morphologie typique pour chacune de ces espéces. La
croissance de la plupart des contaminants bactériens
est inhibée par le mélange chloramphénicol et
gentamicine.

4- REACTIFS

Coffret de 20 boites de Petri (90 mm) (CANDI 4) —
Code 63746
CandiSelect * 4 est un milieu sélectif prét a I'emploi

Formule théorique du milieu (g/L)
Mélange de peptones

Glucose 5

Substrats chromogéniques 0,2
Chloramphénicol + Gentamicine 0,5
Agar 13

5- PRECAUTIONS D'UTILISATION

Pour diagnostic in vitro.

Les mesures d'asepsie et les précautions habituelles
permettant d'éviter les risques microbiologiques doivent
étre respectées tout au long de la manipulation. Apres
utilisation, les réactifs utilisés ainsi que les matériels
contaminés doivent étre stérilisés ou éliminés en
suivant les procédures relatives aux produits infectieux
ou potentiellement infectieux.

Les prélevements d'origine humaine doivent étre
considérés comme potentiellement infectieux (ils
peuvent étre contaminés par certains agents infectieux
dont les virus des hépatites et le Virus de
I''mmunodéficience Humaine) et doivent étre manipulés
de facon appropriée en se référant a la réglementation
en vigueur dans le pays d'utilisation.>”

La fiche de données de sécurité (FDS) est disponible
sur demande (ou sur bio-rad.com).
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L’exposition prolongée du milieu CandiSelect” 4 a la
lumiére, peut entrainer une croissance et/ou une
coloration réduite des organismes utilisés pour le
contrble qualité ou ceux contenus dans les échantillons
de patients.

6- CONDITIONS DE STOCKAGE

Conserver les boites de Petri entre +2 et +8°C a
I'abri de la lumieére.

Les boites doivent étre conservées dans leur emballage
d’origine jusqu’au moment de leur utilisation. Fermer le
coffret aprés chaque utilisation. Le produit doit étre
utilisé avant la date d’expiration indiquée sur I'étiquette
du coffret et imprimée sur la boite de Petri. La lumiére
pouvant endommager les chromogénes contenus dans
le milieu, maintenir les boites de Petri a 'abri de la
lumiere avant et pendant I'incubation.

7- DETERIORATION DU PRODUIT

La gélose doit étre légerement opalescente et trés
légérement ambrée. Les boites de CandiSelect” 4
présentant un aspect bleuté ont des performances
amoindries. Toute boite présentant un signe visible de
contamination, desséchement, fissure ou tout autre
signe de détérioration ne doit pas étre utilisée.

8- ECHANTILLONS

Les échantillons doivent étre prélevés et manipulés
selon les bonnes pratiques de laboratoire. Utiliser un
milieu de transport approprié si les échantillons ne sont
pas analysés tout de suite.

9- PROCEDURE

Matériel fourni : .
« Boites de Petri CandiSelect 4 de Bio-Rad.

Matériel nécessaire mais non fourni :

« Etuve, 35-37°C

o Autre matériel de laboratoire requis dans la
procédure.

Matériel optionnel non fourni :
« Milieux de culture supplémentaires
« Souches de contrble qualité

Procédure technique :

Laisser les boites de CandiSelect” 4 revenir a
température ambiante a I'abri de la lumiére. Ne pas les
utiliser si un exces d’humidité est observé sur la surface
de la gélose.

Ensemencement :

« Ensemencer directement les échantillons biologiques
sur CandiSelect™ 4, selon les techniques standards
d'isolement. Pour les prélevements réalisés sur
écouvillon, rouler ce dernier sur le premier quart de la
boite, puis utiliser une 6se pour l'isolement. Pour la
conservation des échantillons biologiques, se référer
aux recommandations en vigueur.7

« Il est aussi possible d’ensemencer CandiSelect” 4
avec des colonies de levures ayant été préalablement
isolées sur un autre milieu de culture (repiquage).
Comme pour tout milieu chromogénique, il est trés
important de réaliser un isolement en stries serrées
de maniére a obtenir des colonies bien isolées :
morphologie et coloration des colonies plus typiques.

Incubation :

« Incuber la boite entre 35° et 37° C pendant 24 a 48 h
en position retournée (agar en haut). (En cas
d'absence de croissance, prolonger [lincubation
jusqu’a 72 h). Ne pas utiliser d’incubateur a CO,.

. Les espéces appartenant aux genres Cryptococcus
et Geotrichum se développent plus rapidement a
30°C qu'a 37°C. En cas de suspicion d'infection a
Cryptococcus neoformans, il est recommandé
d’ensemencer en parallele une deuxieme boite qui
sera incubée a 30° C.

10- RESULTATS

Lecture / Interprétation :

Etablir le diagnostic en fonction de la couleur et de
I'aspect des colonies. La morphologie la plus spécifique
est observée sur des colonies de 48 h.

1) Identification directe de Candida albicans
Colonies de couleur rose a violet : activité
hexosaminidase positive, il s'agit de Candida albicans.
Les colonies présentant une surface blanche et un
revers rose a violet (visualisé par retournement de la
boite) doivent étre identifiées comme Candida albicans.
Apres 48 h d’incubation, il est possible d’observer une
diffusion de la couleur autour de la colonie : halo
mauve.

2) Identification présomptive

Colonies de couleur turquoise : activité phosphatase

positive

. Colonies turquoise tres intense, colorées de maniére
homogéne, bombées, de morphotype lisse (S) :
identification présomptive de Candida tropicalis.
Aprés 48 h d'incubation, la coloration turquoise est
intense et il est possible d’observer une diffusion de
la couleur autour de la colonie : halo turquoise.

. Colonies turquoise péale, plates, brillantes, de
morphotype lisse (S), présentant le plus souvent une
coloration caractéristique dite «en ceil de poisson»
(colonies turquoise avec un centre plus foncé) :
identification présomptive de Candida glabrata.

« Colonies bleu-turquoise, présentant un morphotype
caractéristique rugueux (R) un aspect sec, un contour
irrégulier : identification présomptive de Candida
krusei.

3) Tests complémentaires

« Aprés 48 h d'incubation, les colonies présentant une
couleur blanche ou bleu pale (sans morphologie
caractéristique), doivent étre identifiées par les
méthodes d'identification traditionnelles.

- Les tests traditionnels d’identification tels que
'agglutination de particules de latex, I'étude des
caracteres  biochimiques, morphologiques et
métaboliques (i.e.: Bio-Rad AuxaColor 2) et les
tests de sensibilité aux antifongiques (i.e. : Bio-Rad
Fungitest™) peuvent étre réalisés directement a partir
de colonies prélevées sur CandiSelect” 4. Note :
AuxaColor™ 2 et Fungitest™ ne sont pas disponibles
aux Etats-Unis.



11- CONTROLE QUALITE PAR L'UTILISATEUR

Avant utilisation, observer tout signe de contamination
ou de détérioration au niveau des boites (cf.
paragraphe 7). Les performances peuvent étre
évaluées avec des micro-organismes connus pour
mettre en évidence des réactions spécifiques. Les
souches suivantes peuvent étre testées :

Résultats attendus sur des
Souche testée | colonies iso!Mées sur
CandiSelect 4a48h

C. albicans Colonies rose a violet
ATCC 24433
C.gabrata | e covet avec un
ATCC 66032 1€ plUS

centre plus foncé
C. tropicalis Morphotype lisse, colonies turquoise
ATCC 750 et bombées,
C.kiusel | e souvent aves un contour
ATCC 14243 quoise,

irrégulier

C. parapsilosis | Colonies blanches a légérement
ATCC 90018 bleutées

S. aureus Absence de croissance
ATCC 25923

E. coli .

ATCC 25922 Absence de croissance

Le contrdle qualité doit étre effectué selon les directives
ou exigences des autorités locales ou nationales ou des
organismes accrédités ainsi que selon les procédures
de contrdle qualité internes propres au laboratoire. Se
référer aux procédures du CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) et du CLIA (Clinical
Laboratory Improvement Amendments).

12- LIMITATIONS D’UTILISATION

« Les souches de Candida dubliniensis possédent une
activité hexosaminidase et présentent une couleur
rose a violet sur ce milieu, mais cette espéce n'est
que trés rarement isolée.

- De rares souches de Candida albicans ne se colorent
pas sur ce milieu et présentent des colonies blanches
apres 48 h d’'incubation.

« Certains préléevements complexes (expectorations,
préléevements trachéo-bronchiques, selles..), peuvent
colorer le milieu en bleu au niveau de leur dépét sur
la boite. Il est donc recommandé d’ensemencer ces
prélévements en réalisant des stries trés serrées afin
d’obtenir des colonies bien isolées et dissociées du
prélévement.

« Quelques souches de Candida parapsilosis, Candida
kefyr et de Candida lusitaniae possédant une activité
phosphatase plus marquée peuvent présenter des
colonies turquoise pale apres 48 h d’incubation

. Certaines souches de levure présentant des
exigences métaboliques particulieres (facteurs de
croissance, température d’incubation...), ne peuvent
pas se développer sur ce milieu.

. CandiSelect” 4 permet une identification
présomptive de Candida tropicalis, Candida glabrata
et de Candida krusei. Pour un diagnostic de certitude,
il est recommandé de confirmer l'identification par la
réalisation de tests d'identification traditionnels.

13- VALEURS ATTENDUES

Les espéces du genre Candida sont les agents les plus
frequemment impliqgués dans les infections fongiques
invasives.

Une des formes de candidose invasive, la candidémie,
est la quatrieme cause la plus fréquente de septicémie
chez les patients hospitalisés aux Etats-Unis. Une
étude conduite par le CDC a démontré qu’une
candidémie survient chague année, chez 8 personnes
sur 100000. Les personnes a haut-risque de
candidémie sont les prématurés, les patients
hospitalisés en chirurgie et les patients ayant un
systéme immunitaire déficient.®

14- PERFORMANCES

Trois méthodes ont été utilisées pour évaluer les
performances de ce milieu. Lors de ces études,
l'identification a été confirmée par les méthodes de
référence incluant la formation de tubes germinatifs, la
micro-fermentation, la morphologie microscopique, la
chlamydosporulation sur milieu riz-agar-Tween, des
tests d’identification rapides et des tests d’assimilation.

1) 1034 prélevements cliniques d’origine respiratoire,
uro-génitale, ORL ou autre, ont été testés dans le cadre
d’'une étude prospective. 347 souches de Candida ont
été isolées, 46 dentre elles provenant de 22
prélevements polymicrobiens.

Prélevements monomicrobiens :

- ldentification directe de Candida albicans (sur 235
souches identifiées).

Le milieu CandiSelect” 4 présente une sensibilité de
29,4% et 77,0% a 24 h et 48 h, respectivement.
La spécificité du milieu est de 100%.
« ldentification présomptive de Candida glabrata (sur
21 souches identifiées), Candida tropicalis (sur 15
souches identifiées) et Candida krusei (sur 3 souches
identifiées):
= 85,7% des souches de Candida glabrata ont été
identifiées en 48 h.

* 53,3% des souches de Candida tropicalis ont été
identifiées en 48 h

* 66,7% des souches de Candida krusei (2 souches
sur 3) ont été identifiées en 48 h.

Prélevements polymicrobiens :

- ldentification directe :

Dans une étude ou 16 prélevements étaient positifs

pour Candida albicans, 100% des souches ont été

identifiés au bout de 72 h.

Nombre Sensibilité
Espéce de
souches 24 h 48 h 72 h
Candida 16 37,5% | 93,8% 100%
albicans (6/16) (15/16) | (16/16)

« ldentification présomptive :

Au sein des prélevements polymicrobiens, 73,3% des
souches de Candida glabrata (15 prélévements positifs)
et 75% des souches de Candida tropicalis
(4 prélevements positifs) ont été correctement identifiés
au bout de 48 h.




Nombre Sensibilité
Espéce de
souches 24 h 48 h 72 h
Candida 15 ND 73,3% 86,7%
glabrata (11/15) | (13/15)
Candida 4 ND 75% 75%
tropicalis (3/14) (3/14)

2) Lors d'une seconde étude, 78 souches cultivées sur
milieu de Sabouraud ont été repiquées sur le milieu
CandiSelect™ 4. La sensibilité de CandiSelect™ 4 pour
lidentification directe de Candida albicans et
l'identification présomptive de Candida glabrata,
Candida tropicalis, et Candida krusei est indiquée dans
le tableau suivant :

Nombre Sensibilité
Espece de 24 h 48 h

souches
Candida 21 95,2% 100%
albicans (20/21) (21/21)
Candida 91%
glabrata 23 ND (21/23)
Candida 100%
tropicalis 14 ND (14/14)
Candida 5 60% 100%
krusei (3/5) (5/5)

Sur les 15 souches restantes, 12 étaient d'autres
espéces de Candida et 3 étaient des espéces du genre
Candida qui ne pouvaient étre identifiées au niveau de
I'espece par les méthodes d’identification
conventionnelle.

3) La troisieme étude a testé la croissance de levures
rarement isolées et de champignons filamenteux a
l'aide de souches de collection. Ainsi le milieu
CandiSelect” 4 permet la croissance de Trichosporon
sp., Geotrichum sp., Cryptococcus neoformans,
Scedosporium apiospermum, Rhizopus sp., Fusarium
sp., Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger et
Aspergillus flavus.
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