UNIVERSITE MOHAMMED V -SOUISSI-
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE — RABAT

ANNEE : 2012 THESE N° : 86

RESISTANCE AU FLUCONAZOLE DE 68 SOUCHES DE
LEVURES GENRE CANDIDA ISOLEES DES SERVICES DE
REANIMATION DU CHU DE RABAT

THESE

PAR

M". MOHAMED NAJAHI
Neé le 02 NOVEMBRE 1987 a AGADIR,
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Professeur de Parasitologie JUGES
Mr. J. LAMSAOURI
Professeur de Chimie Thérapeutique






UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI

FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et émttides
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coapérat
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a larfhaie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

Conservateur : Ahmed ZAHIDI

PROFESSEURS :
Février, Septembre, Décembre 1973
1. Pr. CHKILI Taieb Neurogs$yatrie

Janvier et Décembre 1976
2. Pr. HASSAR Mohamed Pharatagie Clinique

Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Galmhie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatolo@ethopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie @ho-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation

10.Pr. TAOBANE Hamid* h€urgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

11.Pr
12.Pr
13.Pr
14.Pr
15.Pr

ABROUQ Ali*

BENOMAR M’hammed
BENSOUDA Mohamed
BENOSMAN Abdellatif
LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16.Pr
17.Pr
18.Pr
19.Pr
20.Pr

ALAOUI TAHIRI Kébir*
BALAFREJ Amina
BELLAKHDAR Fouad
HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21.Pr
22.Pr
23.Pr
24.Pr
25.Pr
26.Pr

BOUCETTA Mohamed*

EL GUEDDARI Brahim El Khalil
MAAOUNI Abdelaziz
MAAZOUZI Ahmed Wajdi

NAJI M’'Barek *

SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.Pr.
28.Pr.
29.Pr.
30.Pr.
31.Pr.
32.Pr.

BENJELLOUN Halima

BENSAID Younes

EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
IHRAI Hssain *

IRAQI Ghali

KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33.Pr.
34.Pr.
35.Pr.
36.Pr.
37.Pr.
38.Pr.
39.Pr.
40.Pr.
41.Pr.
42.Pr.
43.Pr.

AJANA Ali

AMMAR Fanid

CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
EL HAITEM Naima

EL MANSOURI Abdellah*

EL YAACOUBI Moradh

ESSAID EL FEYDI Abdellah
LACHKAR Hassan

OHAYON Victor*

YAHYAOUI Mohamed

Oto-Rhino-Laryngolog
Chirurgie-Cardi@sculaire
Anatomie

Chirurgie Thaxique
Physiolag

Feumo-phtisiologie
Pédiat

Neurochirurgie
Rhumagpé
Cardiologie

Neurochirurgie
Radltérapie
Médecine Interne
Anesthésigéanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie
Pathologie Chgiaele
Neurologie
Stomatologie et Chirurgie kiléo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryriggie

Radiologie
Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entéogie
Pneumo-phisige
Cardiologie
Chimie-Taologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie



Décembre 1988

44 Pr.
45, Pr.
46.Pr.
47.Pr.
48.Pr.

BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
DAFIRI Rachida

FAIK Mohamed

HERMAS Mohamed

TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49.Pr.
50.Pr.
51.Pr.
52.Pr.
53.Pr.
54.Pr.
55.Pr.
56.Pr.
57.Pr.
58.Pr.
59.Pr.

ADNAOUI Mohamed

AOUNI Mohamed

BENAMEUR Mohamed*
BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
CHAD Bouziane

CHKOFF Rachid

KHARBACH Aicha

MANSOURI Fatima
OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
SEDRATI Omar*

TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

60.Pr.
61.Pr.
62.Pr.
63.Pr.
64.Pr.
65.Pr.
66.Pr.
67.Pr.
68.Pr.
69.Pr.
70.Pr.
71.Pr.
72.Pr.
73.Pr.
74.Pr.
75.Pr.
76.Pr.
77.Pr.
78.Pr.

79.Pr.
80.Pr.

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*

AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOQOUI Layachi

CHANA El Houssaine*
CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

OUAALINE Mohammed*

SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Chirurgie Pédiatuig

Radiologie

Urologie
Traumatologi¢h©pédie
Médecine Intern

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie
Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Urologie
Gynécologie -Oéstque
Anatomie-Pathgtpe
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Ré&aation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie
Chirurgie Générale
Hématologie
Chirurgie Gérade

Pharmacie galéeiq
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgi@énérale

Pédiatrie
Anesthésie-Réaniorat
Médecine Pratige, Santé Publique

et Hygiene

Pharmacologie
Chimie thérapeutique



Décembre 1992

81.Pr. AHALLAT Mohamed

82.Pr. BENOUDA Amina

83.Pr. BENSOUDA Adil

84.Pr. BOUJIDA Mohamed Naijib
85.Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
86.Pr. CHRAIBI Chafiq

87.Pr. DAOUDI Rajae

88.Pr. DEHAYNI Mohamed*

89.Pr. EL HADDOURY Mohamed
90.Pr. EL OUAHABI Abdessamad
91.Pr. FELLAT Rokaya

92.Pr. GHAFIR Driss*

93.Pr. JIDDANE Mohamed

94.Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
95.Pr. TAGHY Ahmed

96.Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

97.Pr. AGNAOU Lahcen

98.Pr. AL BAROUDI Saad

99.Pr. BENCHERIFA Fatiha
100.Pr. BENJAAFAR Noureddine
101.Pr. BENJELLOUN Samir
102.Pr. BEN RAIS Nozha
103.Pr. CAOUI Malika

104.Pr. CHRAIBI Abdelmjid
105.Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
106.Pr. EL AOUAD Rajae
107.Pr. EL BARDOUNI Ahmed
108.Pr. EL HASSANI My Rachid
109.Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
110.Pr. EL KIRAT Abdelmajid*
111.Pr. ERROUGANI Abdelkader
112.Pr. ESSAKALI Malika
113.Pr. ETTAYEBI Fouad
114.Pr. HADRI Larbi*

115.Pr. HASSAM Badredine
116.Pr. IFRINE Lahssan

117.Pr. JELTHI Ahmed

118.Pr. MAHFOUD Mustapha
119.Pr. MOUDENE Ahmed*
120.Pr. OULBACHA Said

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réaniima

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
AnesthésieaRiénation

Neurochgier

Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologieb&tétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothéeapi
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Maladib$taboliques
Gynécologie Obgigue
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie
Médecine lmmer
Chirurgie Cardio- Vaslaire
Chirurgier@éale
Immunologie
Chirurgie Pédiaqire
Médecine Interne
Dermatologie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale



121.Pr.
122.Pr.

RHRAB Brahim
SENOUCI Karima ép. BELKHADIR

123. Pr. SLAOUI Anas

Mars 1994

124.Pr.
125.Pr.
126.Pr.
127.Pr.
128.Pr.
129.Pr.
130.Pr.
131.Pr.
132.Pr.
133.Pr.
134.Pr.
135.Pr.
136.Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Al
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOQUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina

137. Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

138.Pr.
139.Pr.
140.Pr.
141.Pr.
142.Pr.
143.Pr.
144.Pr.
145.Pr.
146.Pr.
147.Pr.
148.Pr.
149.Pr.
150.Pr.
151.Pr.
152.Pr.
153.Pr.
154.Pr.
155.Pr.
156.Pr.
157.Pr.
158.Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amograne*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Gynécologie —Obstétrique
Derrofigie
Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstétiig
Traumatologie — Ortluiigpé
Radiologie
Ophtalmgil®
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Gelé
Gynécologie Obstgue
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstgte
Urologie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réaaithon
Anesthésie Réaation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngolagi
Gynécologie Obstétrique
Médecine Préveatét Santé Publique
Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
StomatologieGHirurgie Maxillo-faciale
Génétique
Réanimation Médicale



Décembre 1996

159.Pr.
160.Pr.
161.Pr.
162.Pr.
163.Pr.
164.Pr.
165.Pr.
166.Pr.
167.Pr.
168.Pr.
169.Pr.
170.Pr.
171.Pr.
172.Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BELMAHI Amin
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
EL MELLOUKI Quafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

173.Pr.
174.Pr.
175.Pr.
176.Pr.
177.Pr.
178.Pr.
179.Pr.
180.Pr.
181.Pr.
182.Pr.
183.Pr.
184.Pr.
185.Pr.
186.Pr.
187.Pr.
188.Pr.
189.Pr.
190.Pr.
191.Pr.
192.Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima

FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*

OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

193.Pr.
194.Pr.
195.Pr.
196.Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatg et plastique
Ophtalmologie
Chirurgie Généea
Parasitologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Intern
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécolo@bstétrique
Chirurgie @dale
Urologie
Neurologie
O.RL.
Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie Réaaition
Physiologie
Urologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Cardiologie
Neurologie
Anesthésie Réanimation
Psychiatrie
GynécologiebStétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Lagwlogie
Neurologie



197.Pr.
198.Pr.
199.Pr.
200.Pr.
201.Pr.

BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
KABBAJ Najat
LAZRAK Khalid (M)

Novembre 1998

202.Pr.
203.Pr.
204.Pr.

BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

2000

Janvier

205.Pr.
206.Pr.
207.Pr.
208.Pr.
209.Pr.
210.Pr.
211.Pr.
212.Pr.
213.Pr.
214.Pr.
215.Pr.
216.Pr.
217.Pr.
218.Pr.
219.Pr.
220.Pr.
221.Pr.
222.Pr.
223.Pr.

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAQUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANYAzzedine
GHANNAM Rachid
HAMMANI Lahcen
ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*
KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae
TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

224.Pr.
225.Pr.
226.Pr.
227.Pr.
228.Pr.
229.Pr.
230.Pr.
231.Pr.
232.Pr.
233.Pr.
234.Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*

Chirurgie Générale
Oncologie Méxdic
Néphrologie
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologi
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie

Pneumo-piaiogie

Ophtalmologie

Chirurgie Géads
Chirurgie Geale
Pneumo-phtisiologie

Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthé&eéanimation

Traumatologietipédie
Gastro-étntogie

Anesthésie-BAimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine &rhe

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réartioma

Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie

Urologie

Rhumatologie



235.Pr.
236.Pr.
237.Pr.
238.Pr.
239.Pr.
240.Pr.
241.Pr.
242.Pr.
243.Pr.

GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LACHKAR Azzouz

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

244 .Pr.
245.Pr.
246.Pr.
247.Pr.
248.Pr.
249.Pr.
250.Pr.
251.Pr.
252.Pr.
253.Pr.
254.Pr.
255.Pr.
256.Pr.
257.Pr.
258.Pr.
259.Pr.
260.Pr.
261.Pr.
262.Pr.
263.Pr.
264.Pr.
265.Pr.
266.Pr.
267.Pr.
268.Pr.
269.Pr.
270.Pr.
271.Pr.
272.Pr.
273.Pr.
274.Pr.
275.Pr.
276.Pr.

ABABOU Adil

AOUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*

Endocrinologie etddees Métaboliques

Anesthésie-Réaaiion
Urologie
Traumatologie Orfétie
Neurochirurgie
Anatomie Pathgique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgiexila-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réamition
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-pbtgie
Gastro-Entlogie
Cardiologie
Pédiatri
Dermatologie
Gynécologie Ohstgie
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Géaér
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique



277.Pr.
278.Pr.
279.Pr.
280.Pr.
281.Pr.
282.Pr.
283.Pr.
284.Pr.
285.Pr.
286.Pr.
287.Pr.
288.Pr.
289.Pr.

LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NABIL Samira

NOUINI Yassine
OUALIM Zouhir*
SABBAH Farid
SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

290.Pr.
291.Pr.
292.Pr.
293.Pr.
294.Pr.
295.Pr.
296.Pr.
297.Pr.
298.Pr.
299.Pr.
300.Pr.
301.Pr.
302.Pr.
303.Pr.
304.Pr.
305.Pr.
306.Pr.
307.Pr.
308.Pr.
309.Pr.
310.Pr.
311.Pr.
312.Pr.
313.Pr.
314.Pr.
315.Pr.
316.Pr.
317.Pr.
318.Pr.
319.Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasaiire Périphérique
Médecine Interne
Chirurgie Géaée
Hématolodgdinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pérnpdnge
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologegu
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérolegi
Biochimie-Chiei
Endocringle et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pedrique
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Traumatologie Oxtpédie
Gynécologie Obstétug
Cardiologie



320.Pr.
321.Pr.
322.Pr.
323.Pr.
324.Pr.
325.Pr.
326.Pr.
327.Pr.
328.Pr.
329.Pr.
330.Pr.

MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah
RACHID Khalid *

RAISS Mohamed
RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES:

Janvier 2004

331.Pr.
332.Pr.
333.Pr.
334.Pr.
335.Pr.
336.Pr.
337.Pr.
338.Pr.
339.Pr.
340.Pr.
341.Pr.
342.Pr.
343.Pr.
344.Pr.
345.Pr.
346.Pr.
347.Pr.
348.Pr.
349.Pr.
350.Pr.
351.Pr.
352.Pr.
353.Pr.
354.Pr.
355.Pr.
356.Pr.
357.Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BENRAMDANE Larbi*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said

NAOUMI Asmae*

SAADI Nozha

SASSENOU ISMAIL*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Traumatolo@ethopédie
Médecine Interne
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|. INTRODUCTION

Au cours de ces 20 dernieres années, l'incidensdrdections fongiques, tant
superficielle que profondes, a augmenté de facmsidérable jusqu'a devenir
un probléme de santé publique. En effet, si lesades et les traitements ont
évolué, les champignons impligués dans les patledoge sont, eux aussi,
diversifiés*? La cause principale de cette croissance et dfi@son réside
dans [l'augmentation considérable des facteurs deques et plus
particulierement du nombre croissant de patiemisgie immunodéprimés liés
au virus du sida, aux avancés en transplantati@m etncologie, a I'utilisation
de cathéters vasculaires et au recours fréquess ardibiothérapies.

Ces infections fongiques invasives sont détermiressentiellement par deux
types de micro-organismes, les champignons filaewenet les levures. Parmi
ces dernieres, le genr€andida est de loin le plus représenté. Selon le
Nosocomial Infection Surveillance System (NNISSandida spest responsable
de 85,6 % des infections fongiques nosocomiales d6rf6 sont causées par
C.albicans ¥ La mortalité des candidémies reste assez éleviée |
essentiellement a un diagnostic trop tardif. La giygnmatologie est en effet peu
spécifique, et se résume le plus souvent en uneefigui persiste, malgré une
antibiothérapie prolongée a large spectandida albicansest la premiére
espece en fréguence, suivie @e glabratg espece émergente plus souvent
isolée chez des patients ayant préalablement rees dntifongiques
azolés'® Par ailleurs, 'augmentation de la fréquence désctions a levures
s’est également accompagnée d’'une augmentatiofindelénce de certaines
espéces auparavant peu représentées entrainantmaddication de leur
distribution. De nouvelles espéces @andida sont de plus en plus souvent
incriminées commeC.tropicalis, C.glabrata, C.parapsilosis, C.guillirrondii,

C. krusei et C.lusitaniaé”. Elles ont parfois une virulence moindre que
C.albicans mais leur sensibilit¢ aux antifongiques est diam{'*°. Les
candidoses systémiques constituent, aujourd’h@,menace majeure en termes
de morbidité et de mortalité"**°. Le taux élevé de mortalité varie de 40 % a



60% chez les patients immunodéprimés. Cette midrtabt due en partie a la
difficulté d’établissement d’'un diagnostic rapidé spécifique, devant une
présentation clinique paucisymptomatique qui retal@d mise en route du
traitement?, mais aussi aux moyens thérapeutiques eux-ménies. @ie
I'apparition de nouvelles molécules performantdscansidérablement étoffé
I'arsenal thérapeutique disponible, la difficultétapeutique s’illustre par un
nombre limité d’antifongiques systémiques pour sfaiie aux criteres de
toxicité chez le patient. Apres le kétoconazolenper dérivé azolé systémique
disponible par voie orale, puis le fluconazole’igtakconazole, le voriconazole,
le posaconazole et le ravuconazole représenteritdissderniers-nés de cette
grande famille d’azolés. Ces trois dérivés ont emmun un spectre élargi a
toutes les espéc&andidaet a de nombreux champignons filamenteux dont les
Aspergillus couvrant ainsi la grande majorité des especesogahes.
L’introduction sur le marché de nouvelles molécudesstitue un réel espoir et
une alternative intéressante dans le traitement idésctions fongiques
invasives, surtout que I'’émergence de résistanoesmmlécules déja disponible
comme le fluconazole rendent aléatoire I'efficaditétraitement.

Avec l'utilisation intensive des antifongiques, dessistances sont apparues.
Depuis quelgues années, des especes fongiqueglizgient peu sensibles a
certains antifongiques ont émergé&s’* *Certaines souches naturellement
sensibles ont acquis des résistantes *°! Des résistances au fluconazole sont
apparus’*®**! notamment dans les candidoses oropharyngéesvasties des
patients infectés par le Virus de 'immunodéficiendumaine (VIH) et traités
par le fluconazolé™" . de plus, des résistances croisées vis-a-vis dsdiahle
des antifongiques triazolés ont été décrites fihatbicanset C. tropicalisaux
USA "1 Aussi C.glabratg considérée comme moins virulente que
C.albicansprésente une difficulté thérapeutique particuliéae elle peut étre
intrinséquement résistante aux antifongiques thsz@u peut acquérir cette
résistance apres des périodes relativement coultegposition a ces
médicaments .

Ce phénomene a évidemment soulevé un intérét gsamdi pour la mise en
ceuvre de tests de détermination de la sensibégdel/ures in vitro dans le but
d’identifier I'antifongique de choix pour traitema infection fongique donnée.



Parallélement, un certain nombre de méthodes, coomfisées ou non,
permettant d’évaluer le taux de résistance in villes champignons aux
antifongiques ont été développé&es.

A la lumiere de ces éléments, il s’est avéré isgant de mettre en place une
étude de surveillance des résistances aux antiffoagi dans les services de
Réanimation des hdpitaux universitaires de Rabitif/ et HIS). Cette étude
nous permettra de mieux cerner le profil de résc#ades souches d&andida
aux différents antifongigues systémiques, notamreefiilconazole. Surtout que
ces données en Afrique et plus précisément au Ma@ont pas disponibles.

Ainsi les objectifs de notre étude sont :
+ D'établir le profil de résistance phénotypique awcdhazole des
souches d€andidaisolées du CHU de Rabat.
+ D’évaluer le taux de résistance au fluconazole sesches de
Candidaisolées du CHU de Rabat.
Ces objectifs nous permettront de générer desmnatons épidémiologiques
concernant la prescription de cet antifongique.






. MATERIELS ET METHODES

II.1 Type, lieu et période de I'étude :

Il s’agit d’'une étude prospective qui s’est déreuléau sein du service de

parasitologie/ mycologie a 'THMIMV sur une durée 3lenois (Décembre 2011 -

Mars 2012).

1.2 criteres d’inclusion :
Toutes les souches @andidaisolées dans les services de réanimation du CHU
de Rabat ; a partir d'une hémoculture ou d’'uncigorel périphérique.
11.3 Méthodologie :
1. Prélévement :

» Heémoculture : le sang est ensemencé directement sur un miliewltiere
Mycosis.le volume du sang est de 10 ml.

> Sites périphériques :sont utilisés pour la détermination de lindex de
colonisation. Les prélevements a pratiquer sor¥écolvillonnage anal,
endobuccal, nasal, vaginal, auriculaire, axill@trée prélevement urinaire.

2. Culture et identification :

» Heémoculture : la culture se fait dans des flacons Mycosis-IC/kg.0H
servant pour ’hémoculture aérobie. lls sont ppatément utilisés avec les
appareils BACTEC (Fig. 2). L’échantillon sanguiradalyser est ensemencé
dans un ou plusieurs flacons qui sont placés endais I'appareil BACTEC
de la série a fluorescence pour incubation et teqig@riodique. Chaque flacon
contient un senseur chimique qui peut détectegtiantation de la teneur en
Co2 produit par la croissance de microorganisresenseur est lu par
I'appareil toute les 10 min avec recherche d’augatemn de sa fluorescence
qui est proportionnelle & la quantité du ‘Q@ésent. Une lecture positive se
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traduisant par un signal sonore indigue une présepossible de
microorganismes Vviables dans le flacon. A partir flacon positif,
I’échantillon est ensuite ensemencé sur milieu miogene Candi select 4®.
Il s’agit d’'un milieu de primo-isolement permettarisolement et
I'identification directe deC.albicans espece d€andidala plus fréguemment

isolée, ainsi que l'identification présomptive @dropicalis, C.glabrata et C.

krusei la lecture est effectuée apres une incubatiddv°&€ pendant 24 a 48
heures.

Figure 1: flacon d’hémoculture Figure 2 : Photo BACTEC

Source : laboratoire de parasitologie/mycologie HMIMV

> Sites périphériques :
L’ensemencement des écouvillons ayant servi auley@ments se fait sur
milieu chromogéne Candiselect 4 (Fig. 3). La lextast effectuée apres une
incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.



Figure 3: photo de boite du milieu chromogéne
Candiselect 4Source: laboratoire de
parasitologie/mycologie HMIMV

3. Lecture des résultats :
L’indentification de Candida albicansse fait directement a la couleur de la
colonie (fig. 4), pour les autres levures, des ex@ncomplémentaires sont
nécessaires pour identifier I'espéce en cause sklfait comme suit :
Colonies de couleur rose a viole# C. albsc@iyure 3
Colonies turquoises, brillantes, plates a contoaguliers — morphotype lisse
(S) — C. glabrataFigure ) — RTT Glabrata
Colonies turguoises tres intenses, bombés, a aentéguliers — morphotype
lisse (S)— C.tropicalis
Colonies turquoises, d’aspect sec, a contours is¥gu- morphotype rugueux
(R) — C.Krusei—» Krusei Color
Colonies blanchesidqure cy—» autres especes de levures galerie biochimique
d’identification API 20C AUX®.



Figure a: Colonies deCandida Figure b: Colonies deCandida

albicans glabrata Figure c: Colonies deCandidasp

Figure 4: Aspect et couleur des colonies de quelques esratida
dans le milieu chromogén8ource : laboratoire parasitologie/

mycologie HMIMV

4. Antifongigramme : profil de résistance phénotypique
Le but de l'antifongigramme est de déterminer lan€&mtration Minimum
Inhibitrice (CMI) d’'une souche fongique vis-a-vie divers antifongiques pour
détecter une éventuelle résistance. Par définitemrCMI est la plus faible
concentration d’antifongique capable de provoqumer inhibition compléte de la
croissance d’'une souche donnée apres une cergioe@ d’'incubation.
Dans notre étude, sur les espéeces isolées etfidestiun antifongigramme est
réalisé afin d’évaluer le taux de résistance dpe@sCandidaretrouvées dans
les prélevements aux médicaments antifongiquesnpenprétation des valeurs
de CMI obtenues. Notre démarche d’antifongigramnsé réalisée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé des disques.
Intérét clinique : les disques d’antifongigramme permettent de détegmia
sensibilité des levures de gen@Gandida aux agents antifongiques par une
méthode de diffusion en milieu gélosé. Cette nutheuit une procédure

standardisée publiée par le CLSI/NCCLS. Dans rnoangil nous hous sommes



limités a I'étude du Fluconazole. Les autres antgifques font I'objet également
d’autres travaux.

Principe : Des disques de papier imprégnés avec une contentd®terminée
d’antifongique sont déposés a la surface du mikGBM (Muller-Hinton
(fig. 5) + 2% de glucose + 0,5 pg/ml de bleu de méthylgmméanlablement
ensemencé avec un inoculum calibré, préparé a putie culture pure de la
levure a tester. Un gradient de concentration d@rgique s’établit autour des
disques dans la gélose. Aprés incubation, le di@r@es zones d’inhibition
observées autour des disques permet de déduireohEentrations minimum
inhibitrices (CMI) de [I'antifongique testé pour laouche testée et la
catégorisation clinique : Résistant (R), Sensiblese dépendant (SDD),
Sensible (S).

Figure 5: Flacons du milieu Muller Hintor§ource : laboratoire de
parasitologie/mycologie HMIMV

Nature au aisque :1es aisques Tapriques a parur ae papler absoud@anualité
supérieure ont 6,5 mm de diametre et sont imprégresifongiques a des
concentrations précises.

Ces disques sont clairement identifiés par un syent@mportant 3 lettres, suivi
de la charge exprimée en ug, imprimé de chaquedcotisque.

Les disques Bio-Rad sont présentés en cartouch&0delisques (fig. 6)
conditionnés en containers étanches contenantsiydiatant.
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Figure 6: Cartouches des disques d'antifongiques

Source: laboratoire de parasitologie/mycologie HMIMV

Tableau 1 :caractéristique du disque du Fluconazole

Charge du disque Symbole Conditionnement

Fluconazole 25ug FLU 25 1x50 disques

Mode opératoire : Le révérenciel M44-A du CLSI/NCCLS recommande
I'utilisation du milieu MHGBM : Muller-Hinton ave@% de glucose et 0,5 p/ml
de bleu de méthylene). Apres avoir préparé ce miie culture, nous versons
25 ml dans une boite de pétri ronde de diamétr@0dam. Apres solidification,
nous laissons sécher 15 minutes a 37 °C avardaiidn.

L’inoculum standardisé a 0,5 McFarland est prépapartir d’'une culture pure
de 24 heures, de levure de ge@andidg obtenue sur un milieu d’isolement
(Sabouraud Chloramphénicol). Pour ce fait, I'éqleémt de 5 colonies bien
isolées de 1mm de diamétre sont mises en susperm&Eos du sérum
physiologique stérile. Aprés homogénéisation adexode la suspension ainsi
préparée, lI'opacité est ajustée a 0,5 Mcfarland, gar addition de sérum

physiologique soit par ajout de colonies suppléaiess.
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Dans les 15 minutes suivant I'ajustement de l'ihecua 0,5 Mcfarland, on
plonge un écouvillon de coton dans la suspensiamneiurne plusieurs fois.
L’exces de liquide est éliminé en pressant forteriénouvillon contre la paroi
du tube au dessus du niveau du liquide. Apres géctia milieu 15 minutes a
37 °C, la totalité de la surface est ensemencé&ede Ide I'écouvillon de coton
selon la méthode standard. On répéte I'écouvillganausieurs fois en tournant
la boite de 60 °, de maniere a s’assurer de 'h@méné de la répartition de
I'inoculum sur toute la surface, y compris surbbesds (fig. 7).

La boite ensemencée est laissée ouverte pendahindirdutes (sans dépasser 15
minutes) de maniére a laisser absorber I'excéhdmidité avant de déposer les
disques sur le milieu.

Apres application des disques d’antifongiques,diiebest incubée a 35 +/- 2°C
dans un délai de 15 minutes. La durée d’incubagirde 24 h a 48h.

12



: : py
1 Dépébt des disques d'antifongiques | Ensemencement de la totalité de la boite,
1 . z
1 sur les boites ensemencées
1
1

Figure 7: Ensemencement de l'antifongigramme et dép6t dgaeksdes antifongiques

Source :laboratoire de parasitologie/mycologie HMIMV

Lecture et interprétation : les diametres des zones d’inhibition sont mesurés
apres 24 heures d’incubation. Pour cela, on plad®ite sur un fond noir non
réfléchissant et on effectue la lecture sous umepdéa Si la culture est
insuffisante apres 24heures d’incubation, la batt ré incubé 24heures
supplémentaires avant d’effectuer la lecture ael8éds.

Les diametres des zones d’inhibition sont meswggu/aux colonies de tailles
normales. En effet, il est possible d'observer $es bords des zones
d’inhibition, une inhibition partielle de la culiravec la présence de colonies de
petite et de moyenne taille. Ces colonies ne cpordent pas a des mutants
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résistants et ne doivent pas étre prises en coptuiela mesure des diamétres
des zones d’inhibition.

Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurésc aprécision. La
correspondance diamétre, concentration minimum bitrlie (CMI) et

catégorisation clinique est résumée dans le talslemant :

Tableau 2 : interprétation des résultat de I'antifongigramme

Disque Charge| Symbolg Diametre de la zone Concentration
d’inhibition en mm minimum inhibitrice
CMl en pg/ml
R SDD S R SDD S

Fluconazole| 25ug FLU25 | < 14| 15-18 >19 >64 16-32 <|8
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lll. RESULTATS

Durant la période de I'étude, 68 souches @andida sp sont isolées.
Quinze (15) souches a partir des prélevements pamiedu service de
réanimation médical de I'HOpital IBN SINA alorse63 souches sont isolées
a partir des prélevements récupérés du Servicéagemation de I'HMIMV de
Rabat. L’ensemble de ces prélévements proviennesitsies périphériques :

(buccal, nasal, vaginal, rectal, urinaire...).

RM d’Hopital INB SINA
de Rabat

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
1
RM de HMIMV de RabaE !
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

B e o e  — — ———————— —————— — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — ———— — — —————— — —————— ———

FiguBe Origines des préléevements effectués
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l1l.1 Répartition des especes isolées :

La répartition des especes montre une prédomindecandidanon albicans

(46 souches) par rapportandida albicans

Tableau 3: pourcentage déandida albicangtnon albicangsolés

Espéces Nombre Pourcentage
Candida albicans 22 32,35 %
Candida non albicans 46 67,65 %
Total 68 100%

Au total, 4 especes différentes @andidasont isoléesCandida albicang22
souches) etCandida glabrata(23 souches) sont les deux especes majoritaires.

La répartition globale des souches isolées esiuefe dans le tableau suivant :

Tableau 4: répartition des différentes especes de Candmléads

Especes Nombre Pourcentage
Candida glabrata 23 33,82%
Candida albicans 22 32,35 %
Candida krusei 8 11,77%
Candida tropicalis 7 10,29%
Candida sp. 8 11,77%
Total 68 100%
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Candida glabrata
Candida albicans
Candida tropicalis

Candida krusei

| N

Candida sp

Figure 9 : répartition des différentes espéceadmdidaisolées

l1l.2 Sensibilité in vitro au Fluconazole des espéss isolées :

Les souches provenant des différents sites péitples prélevés sont pour la
plupart résistantes au Fluconazole avec un powrgerdépassant les 70 %. Les
pourcentages des souches entrant dans chaque reatégo SDD, R) sont:
20,59 %, 8,82 %, 70,59%.

Tableau 5: Pourcentage des souches entrant dans chaque @{&gnsibles, Sensible dose
dépendante, Résistant) pour 'ensemble des soisbiéss

Catégorie clinique Nombre Pourcentage
Sensibles 14 20,59 %
SDD 6 8,82 %
Résistants 48 70,59 %
Total 68 100 %
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Figure 10: taux de résistance des souches de Candida isolded’ensemble des
prélévements
l11.3 Résistance selon les sites de prélevements :

» Buccal :

Des 34 Souches isolées du site buccal, 21 sostaggs au Fluconazole tandis
gue 8 sont sensibles et 5 SDD.

Tableau 6 :Nombres et pourcentages des souches de Candidasshl site Buccal

Nombre Pourcentage
Résistantes 21 61,77%
SDD 5 14,71%
Sensibles 8 23,53%
Totale 34 100 %
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23,53%

14,71%

[ Résistants
OsDD
B Sensibles

Figure 11: Répartition clinique des souches@endidaisolées du site buccal

» Site nasal :

Les 9 souches isolées sont résistantes, aucunikeesnigst sensible.

Tableau 7: répartition en pourcentage des soudbasdidaisolées du site nasal

Nombre Pourcentage
Résistantes 9 100
SDD 0 0
Sensibles 0 0
Total 9 100 %

20
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» Urines :

Des 8 souches isolées des urines, 7 sont résstdn&OD. Aucune souche n’est

sensible.

Tableau 8 :Nombres et pourcentages des souche&3atelidaisolées des urines

Nombre Pourcentage

Sensible 0 0 %

SDD 1 12,5 %
Résistants 7 87,5 %

Total 8 100 %

DO Sensibles
il et |mspp
:();'00% | __]'.2.;5 0 % 'I:|_'Résisit'ant_els

87,50%

Figure 12: taux de sensibilité des souchesGdadidaisolées des urines
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» Autres sites périphériques :

Pour les autres sites périphériques prélevés (darie, anal, vaginal, ...etc), le

nombre de souches sensible, SDD, résistantespessenté dans la figure 13.

Les deux souches isolées chacune des sites augoeti&aginal sont

résistantes, tandis que dans les 11 souches ishiéste Anal, 6 sont

résistantes, 5 Sensibles et aucune souche SDD.

Tableau 9: la répartition clinique des différentes souches®:

Sites Auriculaire Anal Axillaire Vaginal
Catégories | S | SDD| R SDD S| SDD| R SDD| R
cliniques
Nombre de | O 0 1 0 0 0 0 0
souches

Auriculaire

Axillaire

O Sensibles @ SDD [JRésistants

Vaginal

Figure 13 : répartition en catégories cliniques des souch&3amelidaisolées des sites
Auriculaire, Axillaire, Rectal et Vaginal
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lll.4 Résistance selon les espéeces :

Tableau 10 : taux de résistance au Fluconazole désférentes espéces d€andida

provenant des sites périphériques :
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O sbD
[ Résistants

100%-

90%-

80%-

70%-
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30%-
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100
78,25 75
68,19
57,14
28,57 25
s
9
0% 9%
C.albicans C.glabrata C.Krusei C.tropicalis C.sp

Figure 14: Taux de résistance au Fluconazole des différentesp&ces d€andida

provenant des sites périphériques

Selon la figure 14 le taux de résistance au Fluooleaest significativement

important pour I'ensemble des especes. Il est plagé pour les souches de

Candida krusei(taux de résistance = 100%) €andida glabrata(taux de

résistance = 78%). Pour les souches étudiée€atelida albicans le taux

dépasse 68 %.

On voit clairement que la plupart des Souches éasdisont

résistantes au

Fluconazole surtout pour les espeCe&rusei, C.glabrata, C.albicans
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V. DISCUSSION
IV.1. Rappel mycologique et physiopathologique :
IV.1.1 Agent pathogéne :
1. Description :
Les champignons microscopiques appartiennent aneréangique et forment
un groupe de plus de 1200 000 espéces connus derdentaine d’especes sont
responsables de pathologies humaines.
Les levures sont des organismes eucaryotes unastls sans chlorophylle,
pigment assimilateur retrouvé chez les plantesesElsont médicalement
représentées par les gen@sndida, Cryptococcus, Malassezia, Saccharomyces,
Rhodotonula, Geotrichum et Trichosporon
D’un point de vue cellulaire, elles possedent uyamoentouré d’une membrane
nucléaire, un réticulum endoplasmique et des maodhies.
La membrane fongique est riche en lipides dontgbstérol, et la paroi est
composée de protéines, de phospholipides, de ehiéh de sucres dont les

principaux sont les mannanes et les glucanes 1&:tg’)

81,3 Ay
B1.6 o

g|ucan5 A’; '.‘rr.sr "
Cell B1.3 glucan.
membrane synthase

Fig 15 : Les différents constituants de la paroi fogique
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Ces levures sont hétérotrophes, c'est-a-dire gg'@lEécessitent une source de
carbone provenant de matiéres organiques en déaitiopaou du parasitisme
pour se développer et survivre. La nutrition desules par absorption est
assurée par un réseau de filaments (thalle ou mycglLa morphologie de ce
thalle reproducteur est a l'origine de la clasaiflcn des champignons
microscopiques’®. En effet, la formation de spores sexuées caisetde
genre des champignons parfaits (zygomycetes, basydietes et ascomycetes)
tandis que les champignons imparfaits (deutéroregdesont définis par la
formation de spores asexuées.
Chez les levures, le thalle est constitué d’élémamticellulaires appelés
blastopores, de 4 a 10 um, qui se reproduiserbguangeonnement et crée des
pseudofilaments.
Concernant le genr€andida: Les levures du genr€andida apparaissent
macroscopiquement sous forme de colonies blanchesreeuses de 1 a 3 mm.
Suivant I'espece en question, leur texture pewd péteuse, lisse, brillante,
seche, ridée ou terne.
Les caracteres microscopiques different grandemselin I'espece. Toutes
produisent des blastoconidies, rondes ou allonggtels, plupart des pseudo-
hyphes qui peuvent étre longs, incurvés ou ramifiéertaines especes
présentent des formes de résistances appeléesycaspores.

2. Caractéristiques des principales espéces @andida:
Le genreCandidaest ubiquitaire : on le retrouve comme agent consakede
la peau, du tractus digestif et urinaire. Il contpgrlus de 200 espéces, seules
10 % sont connus pour étre responsables d'infecticimez I'Homme. |l
regroupe des levures non pigmentées, non capsudédsmurgeonnement
multilatéral, productrices ou non de filaments.
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Candida albicansest de loin la plus fréquente, et les autres esplxs plus
représentées sont regroupées sous les terme€addida non-albicans
C.glabrata, C.tropicalis, C.parapsilosis et C. keuprincipalement,

Candida albicans :

C'est I'espéce la plus fréeguemment incriminée d#&ss infections et les
colonisations aCandida sp Elle est commensale du tube digestif et des
muqueuses humaines. Sa présence sur la peautéstayguement pathogene.
Cette espéce est responsable d’atteintes cutanqoemses, d’infections
profondes (pyélonéphrite, péritonite) et d’infeachématogenes (candidémie,
candidose hépatospléniques et meéningite)

La neutropénie et la pré-exposition au Fluconazapparaissent comme des
facteurs de risques de candidémies a C.non albislandt que C. albicans.
Concernant les cancers, les patients présentarntichesirs solides sont plus a
risque que ceux souffrant de pathologies onco-hdogijlues dans la
survenue de candidémie a cette espéce predominante.

Candida glabrata :

En deuxieme position en Europe et aux Etats-Unigeene de fréquence aprés
C. albicans on retrouve cette espece au niveau du tube digetstdes
muqueuses humaines. Elle est responsable de Camdgjéd’'infections du
tractus urinaire et de candidoses profondes.

L’age avance, la transplantation d’organes solaiesi que la prophylaxie par
le Fluconazole sont des facteurs de prédispospionr les candidémies a
C.glabrata Elles sont d’ailleurs trés rares chez les enfants

Sa principale caractéristiqgue est d’étre de « béiéi dose-dépendante » au

Fluconazole, lui conférant donc une résistanceivela cet antifongique.
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D’un point de vue biologique, on note une absereéldmentation pour cette
espece.

Candida tropicalis :

La neutropénie étant un facteur prédisposant ddid@mie aC. tropicalis on
retrouve cette levure principalement chez les mipis de patients ayant des
tumeurs solides et des pathologies onco-hématplegi De plus, C.tropicalis
présente une virulence importante. Cette espéce trest sensible au
Fluconazole et [utilisation prophylactigue du Fm@zole entraine une
diminution des candidémiedG tropicalis.Comme c’est le cas de notre étude
Candida krusei :

Les candidémies @. kruseisont redoutables, avec une mortalité trés élevée.
Les facteurs prédisposants sont : I'utilisationpprgactique du Fluconazole, la
neutropénie, les pathologies onco-hématologiquesa egreffe de cellules
souches hématopoiétiques. La caractérisation dee cetpece est tres
importante cacC. kruseiest naturellement résistance au Fluconazole, neait p
montrer des résistances a d’autres antifongiquesjte I'amphotéricine B.

Les différentes caractéristiques des espéces horaat prédisposent certains
terrains a développer des candidémies.

Le tableau 11 résume les différents facteurs sgues prédisposant a des

candidémies &andida non albicans
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Tab 11 : Facteurs de risques des candidémiesGandida non albicans'>®

Espece Facteurs de risques de candidémies

C. glabrata | Age Avancé, Transplantation d’organes solides, ®yiaxie

par Fluconazole

C. tropicalis | Neutropénie, Pathologies onco-hématologiques, &ralt

cellules souches hématopoiétiques

C. krusei Pré exposition au Fluconazole
Neutropénie, Pathologies onco-hématologiques
Greffe de cellules souches hématopoiétiques

IV.1.2 Candidémies et Aspects :
1. Les aspects cliniques
Le spectre des infections causées par les espaogsndgeCandidaest large et
peut se diviser en 2 catégories: les pathologigser§icielles (cutanéo-
muqueuses) ou les pathologies systémiques (cangigémt candidoses
invasives).
Le tableau 12 résume les infections profondes perégielles causées par
Candida sp.
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Tab. 12. Descriptif des infections causées p&andidasp *7.

Infections profondes Infections superficielles
Candidémies Endophtalmie Candidose cutanée
Infection sur dispositif Ostéomyélite Candidose oropharyngée
implantable
Thrombophlébite Spondylodiscite Candidose cesophagienne
suppurée
Arthrite Méningite Vaginite
Candidose pulmonaire | Cystite /pyélonéphrite
hépatosplénique
Trachéite / bronchite

2. Physiopathologie :

Les levures appartiennent a la flore normale enuegées muqueuses du tractus
gastro-intestinal et génital, en portage tran®toin permanent chez 40 a 50 %
des Hommes. Ce portage devient colonisation saiosrfacteurs de risques sont
présents (principalement antibiothérapie et immeépogssion). L'origine des
candidémies ou des candidoses invasives peut rtgemee (transmission a
partir du milieu extérieur, principalement par ueéfraction cutanée) ou
endogene (a partir dun foyer profond principalemedigestif, puis
dissémination hématogene). Dans l'immense majoés cas, la souche

colonisante devient la souche infectatite
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3. Les facteurs de risques d’'infections candidosiques
Il existe de nombreux facteurs de risques poueilelbppement des candidoses
et des candidémies*?. Ils sont regroupés en 2 catégories dans le Tatl@ai
dessous:

Tableau 13 : les principaux facteurs de risques :

Les facteurs de risques

Intrinseques Extrinseques

- Colonisation : c’est le facteur de | - Chirurgie (digestive
risque principal. L’antibiothérapie  principalement)
a large spectre est un facteur - latrogenes : antibiotiques,
favorisant cette colonisation. prophylaxie par antifongiques,

- Neutropénie / immunodépression  corticostéroides, chimiothérapie

- Hémopathie maligne / Cancer |- Epuration extra-rénale
- Age extréme - Dispositifs implantable
- Faible poids a la naissance - Nutrition parentérale

- Durée d’hospitalisation

La majorité des patients de réanimation présemenfacteurs de risque et sont
donc a risque d’infection fongique invasive.

V.2 Antifongiques :
Malgré la recherche permanente de nouvelles cibkkilaires, I'arsenal
thérapeutiqgue disponible pour lutter contre lesedtibns fongiques est
relativement limité puisque seules quatre classesndlécules, ciblant trois

voies meétaboliques distinctes, les polyenes, lesivél® azolés et les
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échinocandines sont disponibles. Ne seront trdaés ce travail que les dérivés
azolés plus précisément le Fluconazole.

IV.2.1. Antifongiques azolés :

1. Historique, structure et pharmacologie :
Les dérivés azolés sont des molécules cycliqueanarges, qui peuvent étre
divisées en deux groupes, les imidazolés, contateant atomes d’'azote dans le

cycle azoté, et les triazolés, contenant trois awdiazote (figure 16%).
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Figure 16 :structure chimique des principaux antifongiquedészdont représentés en
quatre imidazolés : le clotrimazole (A), 'econaz@B), le miconazole (C) et le ketoconazole
(D) ; deux triazolés : I'itraconazole (E) et le Etwnazole (F) ; ainsi que les triazolés dits de
seconde génération : le voriconazole (G), le pasaxale (H) et le ravuconazole (1).
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Le premier antifongique azolé est synthétisé pasllep en 1944, mais ce n’est
gu’en 1958 que la communauté scientifigue commangatéresser aux azolés
pour leurs propriétés antifongiqueS® Vers la fin des années 1960, le
clotrimazole, I'econazole et le miconazole, traisidazolés, sont mis sur le
marché*°.Cependant, leur utilisation se limite & un usagerae en raison de
leur forte toxicité lors d’une administration orafé”***! Le miconazole, en
1968, est le premier antifongique utilisable pgedtion parentérale, mais en
raison de sa forte toxicité et de son spectre idiéEtpeu étendu™*®, son
utilisation a peu a peu diminué jusqu’a I'arrét ssecommercialisation.

En 1981, la Food and Drug Administration (FDA) ampre un nouvel
imidazolé, le ketoconazole, développé par Heeresegtcollaborateurs™. I
sera pendant prés de 10 ans le seul antifongiggomible pour traiter les
infections fongiques systémiques. Cependant, sosorption lors d’une
administration orale est tres variable et aucummdoinjectable n’a été mise au
point ; il ne franchit pas la barriere méningéenentre une moindre efficacité
chez les immunodéprimés® ““'**l De plus, ses effets secondaires peuvent
étre non négligeables comme une diminution de mdh&ge de testostérone ou
des glucocorticoides et des atteintes hépatiquegastro-intestinales sévéeres
(1441951 Enfin, de nombreuses interactions médicamenterge&té rapportées.
C’est pour ces raisons que les triazolés ont ¢ait Apparition. Le Fluconazole
devient utilisable en clinique en 1990. Contrairatreux imidazolés, il est tres
hydrosoluble et donc facilement administré par vangraveineuse, son
absorption apres administration orale est quaaldat il diffuse largement dans
tout I'organisme, y compris le liquide céphalo-rigédn **" *** || est indiqué
pour le traitement des candidoses superficiellespftaryngées, cesophagiennes
ou vaginales), des candidoses disséminées, desigitésia cryptocoques, des
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coccidioidomycoses et des candidoses mucocutarBEes.bonnes propriétés
pharmacocinétiques ainsi que son spectre d'actigténdu ont fait du
Fluconazole I'antifongique de référence pendanaieses 1990.

Cependant, son utilisation systématique aussi béertitre curatif que
prophylactique a joué en sa défaveur. En effetmlae sur le marché du
Fluconazole coincide avec l'augmentation des cas régistance aux
antifongiques azolés ainsi qu’a un changement ideidlence des difféerentes
especes rencontrées en mycologie médicale.

Dans le but de trouver une molécule ayant un speglis étendu que le
Fluconazole, l'itraconazole est mis au point etrappé par la FDA en 1992.

En effet, ce triazolé a un spectre d’activité p&iendu que le Fluconazole,
comparable a celui du kétoconazole. De plus, ibeaticoup moins toxique que
ce dernier et I'a peu a peu remplacé pour leetmz@nt des histoplasmoses,
blastomycoses et paracoccioidomycoses. Il est ugaie -efficace,
contrairement au Fluconazole, sur les genfespergillus et Sporothrix
114 Cependant, en raison de son caractére liposollitttaconazole posséde
une toxicité plus forte que le Fluconazole ainsie qdes propriétés
pharmacocinétiques moins intéressantes. Il est denlement indiqué pour le
traitement des onychomycoses et des infectionsidaeg superficielles ainsi
que dans certains cas d'aspergilloses systémigles/ne nouvelle formulation
d’itraconazole, permettant d’améliorer son absorpét de diminuer sa toxicité,
a été approuvée par la FDA en 1997. De méme, une forme injectable
d’itraconazole & été récemment mise & la disposites praticien$®?.
Cependant, le Fluconazole et itraconazole ne sasitepcore les antifongiques
parfaits puisqu’ils présentent des interactions ig@denteuses non
négligeables, par exemple avec les traitementsgeti la chimiothérapie et le
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traitement du SIDA. Ces interactions se traduigsnt une diminution de la
concentration en azolé ou méme par une augmentiteur toxicité"?.
De plus, l'itraconazole et le Fluconazole ne gued efficaces contre certains
pathogenes émergents tels que les geSemdosporium, Fusariunet les
ZygomycetesEnfin, la résistance a ces antifongiques devienplus en plus
fréquente’™”,
Les triazolés dits de deuxieme génération ont dfaiic logiqguement leur
apparition. Ce sont le voriconazole, le posacomazeil le ravuconazole,
respectivement approuvés par la FDA en 2002 et @6 Zour les deux
premiers et en cours d’évaluation clinique pourdé&rnier. lls possedent un
spectre d’activité plus étendu que litraconazgeisqu’ils sont actifs sur les
genres Candida, Aspergillus, Fusarium, Penicilllum, Scquwsum,
Acremonium et Trichosporon les champignons dimorphiques, les
dermatophytes et suBryptococcus neoforman$”. Bien que ces azolés de
deuxieme génération aient démontré une plus grefidacité que les premiers
triazolés sur les genre€andida et Aspergillus®®, et bien qu'ils soient
disponibles aussi bien sous forme orale qu’injdetdburs effets secondaires et
les possibilités d’interactions médicamenteusest similaires a ceux de
litraconazole et du fluconazol€”. De méme, les isolats résistants aux triazolés
classiques présentent le plus souvent une résestanisée au voriconazole, au
posaconazole et au ravuconazole.

2. Mécanisme d’action :
La membrane fongique est complexe et composéetadimanent de protéines,
de phospholipides et d’ergostérol.
Les dérivés azolés ont pour cible la voie de bits3se de l'ergostérol,

composant essentiel de la membrane fongiquentigent spécifiguement la
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lanostérol 14 déméthylase a cytochrome P450, codée par le g®&1LE

(Figure 17°).
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TRENDS in Moleeular Medicine

Figure 17: cascade métabolique de la synthese de I'ergbstlieu d’action des

médicaments antifongiques

Cette inhibition se fait par la liaison de I'atomii@zote libre du cycle imidazolé

ou triazolé a l'atome de fer de I'heme de I'enzyetea pour conséquence

'accumulation de dérivés dméthylés, dont la métabolisation par les enzymes

situées en aval d'ERG11p dans la voie de biosyathpsoduit des dérivés

toxiques, incapables de remplacer I'ergostérohgt@ant I'inhibition fongique

[2, 3, 20, 21]

En raison du fait que les mémes enzymes P-450 isgpliquées dans la

synthese du cholestérol dans les cellules hépatiqagemammiféres, les azolés
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peuvent également blogquer cette biosynthése ceqf la base de leurs effets
indésirables”.
IV.2.2. Fluconazole :
IV.2.2.1. Structure chimigue, mode d’action et spdee d’activité:
1. Structure chimique:

Le fluconazole ou 2-(2,4-difluorophényl)-1,3-di(1H2,4-triazol-1-yl)propan-2-
ol est un antifongique de synthése, appartenanat calsse des antifongiques
triazolés, caractérisés par la présence de troimest d’azotes dans leur cycle
azoté pentagonal (fig. 18).
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Figure 18: structure chimique tu fluconazole

2. Mode d’action :
Commercialisé en 1990, le fluconazole présente uwtamisme d’action
similaire aux autres azolés. Cependant sa parntitéilast sa haute sélectivité
pour le CYP450 du champignon, limitant ainsi sdadibé& a I'égard du CYP 450
humain.

3. Spectre d'activité :
- Especes habituellement sensibleandidg en particulielCandida albicans,

Cryptococcus neoformans.
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- Especes habituellement résistant€andida kruseidermatophytes
(microsporum, trichophytgnaspergillus sp
Son spectre d'activité préférentiel est Candamlbicans et Cryptococcus

neoformansEn revanche, il est inactif s@landida kruse{résistance primaire).

IV.2.2.2. Pharmacocinétique :

Les formes orales (gélules a 100 mg et a 200 mgdneopour suspension
buvable a 200 mg/5 ml) et intraveineuse (solutioargoerfusion a 2 mg/ml) du
fluconazole sont équivalentes du point de vue phaotinétique.

Apres administration orale, le fluconazole est labsorbé et sa biodisponibilité
absolue est de 90 %. Son absorption n'est pas ig®difr I'alimentation. Les
pics de concentration plasmatique chez le sujeua purviennent entre 0,5 et
1,5 heure aprés l'administratiof’.

Les concentrations plasmatiques sont proportioeséllla dose :
» Gélule a 50 mg, poudre pour suspension buvableragdd® ml :

. apres prise unique de 50 mg, la Cmax est de 1,02 mg
- en prise répétée de 50 mg/jour, la Cmax est de rA¢El a I'état
d'équilibre vers le 45° jour.

» Gélules a 100 mg et a 200 mg, poudre pour suspensicable a

200 mg/5 ml et solution pour perfusion a 2 mg/ml :

aprés administration de 200 mg de fluconazole, taax est de
4,6 mg/l et les concentrations plasmatiques obtenae ['état

d'équilibre au 15jour sont de 10 mg/l ;

39



apres administration de 400 mg de fluconazole nexest de 9 mg/I
et les concentrations plasmatiques obtenues & d'éguilibre au 15
jour sont de 18 mg/l.
Le fluconazole pénétre bien dans tous les liquidegorels étudiés.
Les concentrations salivaires et les sécrétionsdhiques sont voisines des
concentrations plasmatiques. Chez les patientseqi@s une meéningite
d'origine fongique, les taux dans le LCR sont églents a 80 % environ des
taux sanguins.
Tous dosages :
Le volume apparent de distribution est voisin deicge I'eau corporelle totale
(0,6-0,7 I/kg). La liaison aux protéines est faife %).
La demi-vie d'élimination est d'environ 30 heurés. fluconazole s'élimine
essentiellement par voie rénale et 80 % de la ddseinistrée sont retrouves
dans les urines sous forme inchangée.
Le fluconazole est faiblement métabolisé (11 % aleddse administrée sont
retrouvés sous forme de métabolites dans les Yirines
La clairance du fluconazole est proportionnella aldirance de la créatinine. En
conséquence, la dose journaliére sera réduite @wzpatients ayant une
clairance de la créatinine inférieure ou égale anBtin. Le fluconazole est
hémodialysé avec une diminution de pres de 50 % ad®ncentration sérique

aprés environ 3 heures d'hémodialyse
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IVV.2.2.3. Indications, posologies et moakadministration :
1.Indications :
Adulte :

+ Cryptococcoses neuroméningées :

Traitement d'attaque : son efficacité a été demenfrincipalement chez les
patients atteints du sida. Au cours des autresstypenmunodépression
(transplantation d'organes, hémopathies), chez legatients

immunocompétents et au cours des formes gravetada du fluconazole par
rapport a l'amphotéricine B n'est pas bien conrCette derniere parait
stériliser le LCR plus rapidement.

Le fluconazole est également indiqué dans le trate d'entretien des
cryptococcoses chez les patients atteints du #id#oit alors étre prescrit
indéfiniment.

L'efficacité du fluconazole dans d'autres localiset cryptococciques

pulmonaires ou cutanées est moins bien établie.

+ Candidoses :

Candidoses systémiques incluant les candidosegndiisées et profondes
(candidémies, péritonites), candidoses cesophagiestreandidoses urinaires.
Candida albicans représente la majorité des espsue®es dans les études
cliniques. L'efficacité n'est pas établie dans ildections dues a d'autres
espéces de candida, notamment a Candida glabtata, Gandida krusei

(espece habituellement résistante).

Prévention des infections a candida sensibles thdamlte exposé a une

neutropénie sévere et prolongée lors du traiten@imduction et de
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consolidation des leucémies aigués et subissantallogreffe de cellules
souches hématopoiétiques.
Traitement des candidoses oropharyngées cheztiestsammunodéprimés,
soit en raison d'une affection maligne, soit d'yndsome de déficience
Immunitaire acquise (sida).

Traitement des candidoses buccales atrophiques.

Enfant :
Le fluconazole est indiqué pour le traitement :

Des candidoses oropharyngées chez I'enfant imnéynioae.
Des candidoses systémiques, incluant les candidiis®sminées et profondes
(candidémies, péritonites), candidoses cesophagiertrmandidoses urinaires.
Des cryptococcoses neuroméningées ; le traitementretien au cours du
sida doit étre poursuivi indéfiniment”.
2.Posologies :
Gélules a 100 mg et a 200 mg, poudre pour suspebsigable a 200 mg/5 ml,
solution pour perfusion a 2 mg/ml :
Adulte :
+ Cryptococcoses :
 traitement d'attaque : 400 mg/jour (6 a 8 semaines)
» traitement d'entretien : 200 mg/jour (a vie chez patients atteints
du sida).
+ Candidoses :
0 oesophagiennes : 100 mg/jour ;
0 urinaires : 100 a 200 mg/jour ;
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o systémigues (candidoses disséminées profondes,idéamds,
péritonite) : 800 mg le premier jour, puis 400 raglj
+ Prévention des candidoses :
La posologie recommandée est de 400 mg/jour en prige quotidienne.
L'administration de fluconazole doit débuter distiation de la chimiothérapie
ou du conditionnement de la greffe. Elle doit sarpuivre jusqu'a 7 jours apres
la remontée des taux des polynucléaires neutraphiledessus de 1000/rou
pendant une durée plus longue (jusqu'a 75 jours).
La durée de traitement dépend de la réponse céhigju
Gélule a 50 mg, poudre pour suspension buvableragdd mi :
Adulte :
- Dans les candidoses oropharyngées des patientsnoti@primes, la dose
est de 50 mg une fois par jour pendant 7 a 14 jolirest parfois
nécessaire de prolonger le traitement a la méme dos
- Dans les candidoses buccales atrophiques liéepratheses dentaires, la
dose est de 50 mg une fois par jour pendant 14 jearcomplément des
soins d'hygiene locale.
Tous dosages :

Prématuré, nouveau-né a terme et jusqu'a 38urs de vie :
Leurs données cinétiques suggerent une éliminaticnlente dans cette tranche
d'age. Cependant, le caractere parcellaire etiffisance des données cliniques
ne permettent pas actuellement de proposer undogeso

Nourrisson et enfant :
Traitement des candidoses oropharyngées chez ntenfanunodéprimé : la

posologie recommandée est de 3 mg/kg/jour tousteB4eneures.
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Traitement des candidoses systémiques, incluartdedidoses disséminées et

profondes (candidémies, péritonites), candidosesplagiiennes et candidoses

urinaires : la posologie recommandée est de 6 @ndlRg/jour toutes les

24 heures en fonction de la sévérité de la maladie.

Traitement des cryptococcoses neuromeéningéesraiterient d'entretien au

cours du sida doit étre poursuivi indéfiniment p&sologie recommandée est de

6 a 12 mg/kg/jour toutes les 24 heures en fona®fa sévérité de la maladie.
Sujet age :

La prescription sera prudente. La posologie saratég selon le chiffre de la

clairance de la créatinine.

En l'absence d'insuffisance rénale, la posologlatirglle recommandée chez

I'adulte sera adoptée. Chez les patients en isanffe rénale (clairance de la

créatinine a 50 ml/min), la posologie sera ajustéame il est décrit plus loin.
Insuffisant rénal :

Le fluconazole est éliminé principalement par vaignaire sous forme

inchangée.

On administrera une dose initiale de 100 a 400argyde la mise en place d'un

traitement par le fluconazole chez linsuffisanhalé Apres une premiere

administration, la posologie journaliére sera agamn fonction de l'indication

et du tableau4lci-dessous.

Tableau M4 : clairance de la créatinine et doses recommandées

Clairance Dose recommandée (pourcentage de la dose usuelle ou
de la créatinine intervalle de temps entre chaque dose habituelle)
> 50 ml/min 100 % ou 24 h
11 & 50 ml/min 50 % ou 48 h
Patient une administration aprés chaque séance de dialyse

sous dialyse

44



3. Mode d’administration :
Les gélules ne sont pas indiquées chez I'enfantalies de 6 ans.
Poudre pour suspension buvable a 200 mg/5 ml e gatisologie n'est pas

adaptée a I'enfant de moins de 15'Kg

Tableau 15 : Forme a utiliser chez I'enfant

Enfant

<15 kg > 15 kg > 15 kg < 15 kg

<6 ans > 6 ans <6 ans > 6 ans
Gélule a 50 mg X X
Gélule a 100 mg X X
Gélule a 200 mg X
P:‘S rsopmS;/SsprEFV X X X X
Rdre p susp buv X X
a 200 mg/5 mi

Sol p perf a 2 mg/ml X X X X

Solution pour perfusion a 2 mg/ml :

Le choix de la voie d'administration orale ou imgmeuse dépend de I'état
clinique du patient.

Un changement de voie d'administration n'entraia® ¢ee modification de la
posologie journaliere.

Le fluconazole peut étre administré en perfusiomaweineuse a la vitesse
maximale de 10 ml/minute. Le fluconazole se présdigsous dans une solution
de chlorure de sodium a 0,9 % .

Le fluconazole étant disponible en solution saltiegz les patients nécessitant

une restriction sodique ou hydrique, cet élémentalétre pris en compte”.
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Il peut étre administré de facon concomitante avec

le soluté glucosé a 20 %,
la solution de Ringer,
le chlorure de potassium en soluté glucosé,

le bicarbonate de sodium.

A ce jour, lors de son administration, il n'a p&s @oté d'incompatibilité avec
d'autres produits. Cependant, par prudence, ilresbmmandé de ne pas
mélanger le fluconazole en perfusion avec d'aypreguits™”.

IV.2.2.4. Contre-indications, précautions d’emploi et interactions
médicamenteuses :
1. contre-indications :

Absolues :

- Hypersensibilité au fluconazole et/ou a d'autres/dé azolés.

- Grossesse et allaitement (cf Grossesse/Allaitement)

- Cisapride, pimozide (cf Interactions).

- Enfant de moins de 6 ans en raison de la formenpd@utique (gélule).
Relatives :

Halofantrine (cf Interactions).

2. Précautions d’emploi :
+ Chez les patients présentant des atteintes comd@pegiques et/ou rénales ainsi

gue lorsqu'une pathologie sévere est associée, suneeillance des tests
hépatiques est conseillée; l'arrét du fluconazera envisagé en cas

d'aggravation d'une anomalie préalable des tepatinées’.
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+ Le patient devra étre informé qu'en cas de surveleusymptémes évocateurs
d'atteinte hépatique grave (asthénie importantetexie, nausées persistantes,
vomissements, ictére), le traitement par flucormztdvra étre immédiatement
arrété et qu'il devra consulter un médecin.

+ Une surveillance clinique particuliere s'impose zhkes patients ayant
préalablement présenté une réaction cutanée asside prise de fluconazole
ou d'un autre dérivé azolé. Le patient devra éti@mé qu'en cas de survenue
de lésions bulleuses, le fluconazole devra étre adiatement arrété et qu'il
devra consulter un médecin le plus rapidement blessi

+ Les azolés, dont le fluconazole, ont été associéanaallongement de
I'intervalle QT sur I'électrocardiogramme. Dans éésdes de surveillance post-
marketing, chez des patients traités par flucomazte rares cas d'allongement
de l'intervalle QT ainsi que des torsades de ppiote été rapportes.

+ Ces notifications font état de patients présentast pathologies lourdes et de
nombreux autres facteurs de risque, notamment langaiment congénital du
QT, des désordres électrolytiques ou certainsetrahts associés susceptibles
d'y contribuer.

+ Le fluconazole devra étre administré avec précautiez les patients présentant
des conditions proarythmogenes.

+ Gélule : en raison de la présence de lactose, decam@ent est contre-indiqué en
cas de galactosémie congénitale, de syndrome ddbsmaption du glucose et du
galactose, ou de déficit en lactase.

4+ Poudre pour suspension buvable : en raison deélsepce de saccharose, ce
médicament est contre-indiqué en cas d'intolérancieuctose, de syndrome de

malabsorption du glucose et du galactose, ou deitdéfi sucrase-isomaltase.
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4 Solution pour perfusion : tenir compte, chez lesspenes suivant un régime
hyposodé strict, de la teneur en soditifh
3. Interactions médicamenteuses :
Le fluconazole exerce une activité tres spécifisueles enzymes dépendant du
cytochrome P450 d'origine fongique.
Contre-indiquées :

= Cisapride, pimozide : risque majoré de troubles rgthme ventriculaire,
notamment de torsades de pointes.
Déconseillées :

= Halofantrine : risque majoré de troubles du rythraatriculaire, notamment de
torsades de pointes. Si cela est possible, intgm@riantifongique azolé. Si
I'association ne peut étre évitée, contrdle préaldb QT et surveillance ECG
monitoree.

Nécessitant des précautions d'emploi :

= Alfentanil : augmentation de l'effet dépresseurpirasoire de l'analgésique
opiacé par diminution de son métabolisme hépatidaepter la posologie de
I'analgésique opiacé en cas de traitement panderiazole.

» Anticoagulants oraux : augmentation de l'effet @aticoagulant oral et du
risque hémorragique par diminution de son métaimaihépatique. Contrdle
plus fréquent du taux de prothrombine et surveikade I'INR ; adaptation de la
posologie de l'anticoagulant oral pendant le tnaget par le fluconazole et
8 jours aprés son arrét.

» Ciclosporine : risque d'augmentation des conceatrat sanguines de
I'immunosuppresseur (inhibition de son métabolisme)de la créatininémie.

Dosage des concentrations sanguines de l'immunaessggur, contrble de la
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fonction rénale et adaptation de sa posologie pentessociation et apres son
arrét.

Névirapine : doublement des concentrations de agwie avec risque
d'augmentation de ses effets indésirables. Suame# clinique et adaptation
éventuelle de la posologie de névirapine.

Phénytoine : augmentation des concentrations ptapma de phénytoine
pouvant atteindre des valeurs toxiques. Mécanismvequé : inhibition du
métabolisme hépatique de la phénytoine. Survedlarinique étroite, dosage
des concentrations plasmatiques de phénytoine agitattbn éventuelle de sa
posologie pendant le traitement par le fluconaebkpres son arrét.

Sulfamides hypoglycémiants : augmentation du tedgpdemi-vie du sulfamide
avec survenue possible de manifestations hypoglhgeés. Prévenir le patient
du risque d’hypoglycémie, renforcer l'autosurvetka glycémique et adapter la
posologie du sulfamide pendant le traitement pdut®nazole.

Rifampicine : diminution des concentrations plasquads et de I'efficacité des
deux anti-infectieux (induction enzymatique parifampicine et diminution de
I'absorption intestinale par l'azolé antifongiquEspacer les prises des deux
anti-infectieux, surveiller la concentration plasimae de I'azolé antifongique et
adapter éventuellement la posologie.

Rifabutine : risque d'augmentation des effets imdBkes de la rifabutine
(uvéites) : augmentation de ses concentrationgnaliigues et de celles de son
métabolite actif. Surveillance clinique réguliere.

Théophylline (base et sels) et aminophylline: aegtation de la
théophyllinémie avec risque de surdosage (diminutie la clairance de la

théophylline). Surveillance clinique et éventuekstnde la théophyllinémie ;
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s'il y a lieu, adaptation de la posologie de laoghglline pendant le traitement
par le fluconazole et aprés son arrét.

Triazolam : augmentation des concentrations pldgmed de triazolam par
diminution de son métabolisme hépatique avec m@porade la sédation.
Surveillance clinique et adaptation éventuelle depbsologie du triazolam
pendant le traitement par le fluconazole.

A prendre en compte :

Contraceptifs hormonaux : trois études de pharmaébgque associant un
contraceptif oral a I'administration de doses mids de fluconazole ont été
réalisées. Aucune modification significative du xad'hormones n'a été
constatée chez les patients traités a 50 mg dernfiizole ; cependant, a une dose
journaliere de 200 mg, I'AUC de I'éthinyl estradeblde la noréthindrone était
augmentée respectivement de 40 % et de 24 %. Denétude a 300 mg/jour de
fluconazole, 'AUC de I'éthinylestradiol et de laréthindrone était augmentée
respectivement de 24 % et de 13 %. Ainsi, l'uticea a doses multiples du
fluconazole a ces doses n'a pas entrainé de changeie I'efficacité du

contraceptif associé par voie orale.

Losartan : risque de diminution de l'efficacité Idsartan, par inhibition de la

formation de son métabolite actif par le fluconaztf'.

IV.2.2.5. Effets indésirables :
Les effets gastro-intestinaux et cutanés sont féstseindésirables le plus
couramment rencontres.
- Troubles gastro-intestinaux : nausées, flatulerdmyleurs abdominales,

diarrhées.
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- Troubles de la peau et des tissus : rashs, réaatitanées séveres a type de
toxidermies bulleuses (syndrome de Stevens-Johsgadrome de Lyell, en
particulier au cours du sida). Des cas d'alopégéséralement réversibles,
ont été rapportes.

- Troubles du systeme nerveux : céphalées pouvamtegantuellement liées
au produit.

- Troubles hépatobiliaires : augmentation des tramsa@sas hépatiques,
généralement réversibles a l'arrét du traitemealds atteintes hépatiques
séveres, éventuellement associées a des tauxesgtpvés de fluconazole,
d'évolution parfois fatale, ont été exceptionnetebrapportées.

« Troubles sanguins et du systeme lymphatique : [Btries (neutropénies,
agranulocytose), thrombopénies.

« Troubles du systeme immunitaire : réactions anauitigjues.

- Troubles cardiaques: de rares cas d'allongementirdervalle QT et
torsades de point&s”.

IV.2.2.6. Grossesse et allaitement :

Les études expérimentales chez l'animal ne pemetas d'exclure la

possibilité d'un effet tératogéene et, dans l'esgaomaine, les données sont

insuffisantes pour préciser le risque. Par cons#qua prescription du

fluconazole est contre-indiquée pendant la grossesmuf chez les patientes
présentant des infections fongiques sévéeres ounfigtement létales chez
lesquelles le fluconazole peut alors étre utiliskoa considere que le bénéfice
attendu est supérieur au risque pour le foetus. @hemme en age de procréer,

des moyens efficaces de contraception devroniréttaures.
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Les concentrations de fluconazole retrouvées dafatisont similaires a celles
du plasma; le fluconazole est donc contre-indiqagndant la période

d'allaitement.

IV.2.2.7. Surdosage :
En cas de surdosage, le traitement est symptoreatiopec des soins adaptés et
un lavage gastrique si nécessaire. Le fluconazstlee® grande partie éliminé
dans les urines ; son élimination est favoriséeuypa diurese provoquée. Une
séance d'hémodialyse de 3 heures permet d'abai'esssiron 50 % les taux

plasmatique§®’.

IV.2.3. Etude de la sensibilité in vitro aux antifmgiques :
1. indications et objectifs :
Au cours de ces dernieres années, on assisteaugnentation de la fréquence
des souches mois sensibles et l'incidence des tiofsc fongiques affectant
principalement les sujets vulnérables comme lesunodéprimés, les patients
recevant une transplantation d’'organe et ceux sabisune chimiothérapie
anticancéreuse nécessitant un traitement appreprr@pide. Les especes du
genre Candida sont les principaux agents incrimidéas ces infections
fongigues nosocomiales. Candida albicans, espéomeasal chez les individus
sains, est le pathogene commun le plus isolé damsandidose invasive avec
environ 30 a 40 % de la mortalité. De méme, unamangation des taux de
candidoses invasives causées par les especes dal&aon-albicans ont été
rapportés dans le monde entier; ces especes netanmbandida tropicalis,
Candida glabrata, Candida krusei, sont généralemamins sensibles ou
résistantes aux principaux medicaments antifongigBeur ces raisons, I'étude

de la résistance aux antifongiques et le développeme nouvelles molécules
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plus puissantes devient une urgence, ainsi que itelcations de
I'antifongigramme et les limites de leur interpté&a sont justifiées. En effet,
I'antifongigramme ne doit pas étre banalisé etladion de ses indications est
une nécessité. Elles doivent étre réservées :
- Aux infections profondes ou septicémiques oasdas localisations cutanéo-
muqueuses secondaires a une diffusion systémifjnejeavérifier la sensibilité
de la souche aux antifongiques systémiques ;
- Aux évolutions cliniques défavorables ou enatashec malgré un traitement
bien adapté et bien conduit ;
- Aux levures isolées de malades immunodépriméhampitalisés dans les
services a risque: réanimation médicale, chiratgic services
d’oncohématologie, de transplantation d’organesnéenatologie, quelle que
soit l'origine du prélevement. Ceci permet de veérifsi une résistance aux
antifongiqgues n’apparait pas secondairement. Emcipe les tests de
susceptibilité in vitro devraient permettre la nrescomparative de l'activité des
antifongiques, I'évaluation de ['activité potentéel de nouvelles drogues
thérapeutiques, la surveillance de développementrégstances, mais surtout
prédire I'évolution clinique sous traitement.
Toujours est-il que I'étude de la susceptibilité amtifongiques au laboratoire
ne répond pas parfaitement aux objectifs auxquseisolngues et médecins
ambitionnent. A savoir :
 Obtenir des résultats reproductibles in vitro wa&sx d'un
antifongique, qui permet de répondre a une proligoa de
laboratoire n’étant pas encore complétement résoklgré les efforts

entretenues et 'avenement de méthodes validées.
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* Obtenir une valeur prédictive raisonnable afin deedniner I'issue du
traitement in vivo pour le patient mais égalememnirde médecin.

Dans le cadre de notre étude, nous avons chorssisfer sur la surveillance
épidémiologique et les activités de recherche egtient les plus importantes.
Activité de surveillance épidémiologique les modifications dans la fréquence
des infections fongiques, la répartition des espéopliquées et I'évolution des
résistances aux antifongigues sont des donnéespeumettent de cerner
géographiquement les tendances épidémiologiquds stlectionner un grand
nombre de traitements empiriques. Dans ce contéxset de grande utilité de
déeterminer le profil de résistance d’isolats clieg locaux aux antifongiques.
En ce qui concerne les antifongiques déja utildéguis un certain nombre
d’années, la surveillance de I'évolution sur 5/at8 de la sensibilité des isolats
cliniques locaux permet d’anticiper sur des modiians subtiles, difficiles a
mettre en évidence en dehors d’'une surveillancgitisdinale, locale, régionale
ou nationalé’”.
Activités de recherche :la plupart des infections fongiques surviennentzche
les patients séverement immunodéprimés, dont lénsEés immunitaires ne
peuvent contribuer a éradiquer les microorganistioes les champignons. Afin
d’améliorer le pronostic des infections fongigues@&mement graves et séveres,
il est important de se donner les moyens pour sugtrtester la sensibilité des
antifongiques utilisés seuls ou en associatidester la sensibilité aux
antifongiques dans le cadre de recherche est tapitgarticulier pour évaluer
I'activité in vitro des antifongiques et des condgons d’antifongiques, afin de
détecter des synergies mais aussi des antagonisrwéso. Egalement, I'effet
fongicide demande a étre étudié, car actuellementdbnnées manquent en
termes de valeurs de laboratoire. Les modéles @wartlynamiques et I'étude
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des mécanismes de résistance vont dans le sens dimélioration de la
connaissance des microorganismes fongiques et demmouvoir opposer une
réponse thérapeutique plus ciblée et plus efficdce

2. Techniques d’antifongigramme :
Techniquement, un antifongique peut étre réalisé lsa levures et les
champignons filamenteux, bien que les techniquensplus délicates a mettre

en ceuvre sur ces derniers.

2.1. Techniques de références :
Les méthodes de référence américaine du Clinicdl laaboratory Standards
Institute (CLSI)****'et de I'European commitée on antimicrobial Sutib#jty
Testing (EUCAST)** °® déterminent des concentrations minimales inhig#i
(CMI) par dilution en milieu liquide en tube ou moplaque pour les levures et
les champignons filamenteux.
Pour les levures, la CMI se détermine a 90% ou 1@Di#thibition pour
I'amphotéricine B et a 50% d’inhibition pour lesoés, les échinocandines et la
flucytosine. Des regles de lecture ont été défipesr les souches présentant
une double population au sein de l'isolat testéio@ croissance résiduelle sous
forme de microcolonies (effet de traine) pour leifangiques fongistatiques.
Pour les champignons filamenteux, la CMI se déteend 100% d’inhibition
sauf pour les échinocandines pour lesquelles lanpetre recommandé est la
concentration minimale efficace (CME) car leur mod&ction sur les
moisissures génére une croissance residuellero. vin CME correspond a la
premiere  concentration d’antifongigue  produisant s dealtérations
morphologiques sur les filaments myceéliens. Losirdst mal adaptées a des
tests de routine, ces technigques sont réservées &aldoratoires spécialisés et
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ont pour objectifs la standardisation techniqu&tablissement des seuils
d’interprétation, la validation des nouvelles tdgoes de routine, les études
épidémiologiques et d’activité des nouveaux antjiqunes™.
2.2. Techniques de routine :

Les caractéristiques des différentes techniquesraseemblées dans le tableau
16. La lecture doit étre rigoureusement standardieéen les regles définies par
les méthodes de référence afin d'éviter les erré@es a certains aspect de
croissance : d'une part, I'effet de traine des @dur les levures, dont on ne
doit pas tenir compte et, d’autre part, la doubt;ez d’inhibition et les
macrocolonies, qui doivent étre prises en compteetlas témoignent de la

présence d’une sous-population moins sensible.

Tableau 16 : Caractéristiquedes techniques commercialisées pour la routine
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2.2.1.Techniques qualitatives :

a. Techniques qualitatives en milieu liquide ou semi¢josé :
La galerie Candifast® détecte les résistances en testant une unique
concentration élevée d'antifongiqué”. La concordance globale avec la
méthode de référence du CLSI est de 6% a 71% realsmment de 6% a 22%
pour C. albicans®. Le systéme Fungitest® (Fig.19'*®) teste deux
concentrations d’antifongiques et classe les s@ieheS (absence de pousse), |
ou SDD (croissance a faible concentration d’antifque) et R (croissance aux
deux concentrations d’antifongiquéy’. La concordance globale avec les
méthodes de référence est de 78 % a §8%Ces méthodes sont rapides,
simples a réaliser et a lire et permettent de rtgdtssieurs antifongiques sur la
méme galerie, mais ne donnent pas de valeur de @Mtent des panels
restreints d’antifongiques et aucune n’est adapté@tude des champignons
filamenteux.

Figure 1. Galerie Fungitest®. Lecture aprés 24 h. FLU : fluconazole (8/64 pg/ml) ; TR : itraconazole (0,5/4 pg/ml) ; KET : kétoconazole (0,5/4 pg/ml) ; MCZ -
miconazole (0,5/8 pg/ml) ; AB : amphotéricine B (2/8 pg/ml) ; 5FC : flucytosine (2/32 pg/ml).

A. C. tropicalis : sensible (S) a I'AB, sensible dose-dépendant (SDD) au FLU/ITR/KET/MCZ, | (intermédiaire) a la 5FC.

B. C. albicans : sensible a tous les antifongigues testés.

Figure 19: systemd-ungitest®
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b. Techniques qualitatives en milieu géloseé :

Ces techniques utilisent des disques (Fi§20pu des tablettes imprégnées
d’antifongiques déposés sur des géloses préalabtermesemencées. Les
diamétres d’inhibition permettent de classer lackeuen R/S/I-SDD. Ces
technigues sont simples a réaliser, permettenthdésic les antifongiques a
tester, de bien visualiser la croissance fongiqudeetester les champignons
filamenteux. Des procédures techniques standaslét@blies par le CLSI sont
disponibles pour les levurég! et les champignons filamentetiX. Le milieu
recommandé en alternative au Rowell Park Memonistitute medium (RPMI)
est le milieu Muller-Hinton non supplémenté pows thampignons filamenteux
et additionné de 2 % de glucose et 0,5% de blemé&tbyléne pour les levures
(MH-GBM) 9. La lecture visuelle des diamétres d'inhibitioastidieuse, peu
adaptée a de grandes séries et parfois délicatdgmantifongiques azolés, peut
étre remplacée par les systémes automatiquestdedea condition de s’assurer
gue le systeme utilisé lit et interpréte correcteintieffet de traine et les doubles
populations. La concordance globale avec les méthatd références est de

80% & 100% pour les levures et de 90% & 100% psuildmenteux’.
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Figure 2. Méthode des disques. Lecture aprés 24 h sur milieu Mueller-Hinton/glucose/bleu de méthylene. C. glabrata/fluconazole : souche A sensible
(diametre 45 mm) (A), souche B résistante (diametre 8 mm) (B).

Figure 20: la méthode des disques

2.2.2.Techniques quantitatives de mesure de CMl
a. Techniques quantitatives en milieu liquide ou semiélosé :

La galerieATB Fungus3® (Fig. 211**)) teste des dilutions d’antifongiques de
raison 2%, La lecture des CMI est visuelle ou automatiques24 a 48h
d’incubation. La CMI est lue a 100% d’incubationupdamphotéricine B et a
50% d’incubation pour la flucytosine et les azolésffet de traine est fréquent
pour C. albicans et C. tropicalisLa détection des doubles populations sous
forme de macrocolonies est possible. La concordgtaiale avec la méthode
de référence du CLSI est de 75% a 99% et appaedlienre en lecture visuelle
(99%) qu’en lecture automatique (94%) °*. Cette technique simple et rapide
est limitée par I'absence du posaconazole et demazandines et n'est pas

applicable aux champignons filamenteux.
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Figure 3. Galerie ATB® Fungus 3. Lecture aprés 48 h. C. glabrata : concentration minimale inhibitrice (CMI) S5FC (flucytosine) < 4 pg/ml (sensible [S]), AMB
(amphotéricine B) < 0,5 pg/ml (sensible [S]), FCA (fluconazole) 2 ug/ml (sensible [S]), ITR (itraconazole) 0,25 pg/ml (sensible dose-dépendant [SDD]) et VRC
(voriconazole) 0,125 pag/ml (sensible [ST).

Figure 21: Galerie ATB Fungus 3.
La galerie colorimétrique Fungifast® est basée sur des dilutions

d’antifongiques de raison 2 mais les gammes de emtrations testées sont
restreintes a l'intervalle entre les seuils de i@iie et de résistance. Cette
technique s’apparente donc aux techniques quaktatiLa lecture est visuelle
apres 24h d’incubation.
Le systéeme SensititreYeastOne® est une méthode colorimétrique en
microplague basé sur des gammes de dilutions derrd et applicable aux
levures et aspergillus spApres 24 a 48Mhl'incubation pour les levures, 48 a
72 h pourAspergillus la CMI est déterminée par le premier puits sarsge
colorimétrique.La concordance globale avec la méthode de référdmceL S|
est de 91% pour les levures et de 98% & 100% pedildmenteux”.
Le systeme automatidbtek 2® teste quatre antifongiques en carte de 64 puits.
La CMI est déterminée en 12 a 18 heures par lesjpeetrophotométrique en
cinétique du taux de croissance des levures eésedtats sont interprétés par le
systeme expert. La concordance globale avec leloaes de réference est de
80% & 100%°**. Des sous-estimations de résistances ont été olsepeéir
des souches de croissance lente.

b. Techniques quantitatives en milieu gélosé E-test® :
Les bandelettes graduées imprégnées d'un gradi@mtifongique sont

déposées sur une gélose préalablement enseméficéka CMI est lue
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directement a l'intersection entre la base deis# d’inhibition et la bandelette
graduée aprés 24 & 48 h d'incubation pour les & (Fig. 22°°) et aprés 24h a
4 jours pour les filamenteux. Pour les levures, A&l est lue a 100%
d’inhibition pour I'amphotéricine B, a 90% pour I[Hucytosine et les
échinocandines et a 80% pour les azolés. Le miBMI 1640 additionné de
2% de glucose est recommandé, car il permet dertamis les antifongiques,
détecte bien les doubles populations sous formelaidble ellipse et/ ou de
macrocolonies et donne les meilleurs résultats decardance avec les
méthodes de référence. L'effet de traine poualbicanset I'effet paradoxal de
la caspofungine sulspergillussont souvent importants. Les alternatives sont
les milieux casitone et Muller-Hinton (simple pdes filamenteux, supplémenté
de glucose 2% et de bleu de méthylene 0,5% poueveses) pour les azolés et
I'antibiotic medium 3 (AM3) pour I'amphotéricine 8t les échinocandineka
concordance globale avec les techniques de rérestode 90% a 100% pour

les levures et les moisissuf&s?®!
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Figure 4. Méthode Etest™. Lecture aprés 24 h sur milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640.
A. C albicans souche A : concentration minimale inhibitrice (CMI) 0,047 pg/ml (sensible [S]).
B. C. albicans souche B : CMI = 32 pg/ml (résistante [R]}.

Figure 22: antifongigramme par la méthode E-test

2.3. Choix de la technique :
Il tient compte du type de champignon a testeruflevou filamenteux), de la
précision du résultat attendu (catégories R/S/I G@MI), du panel
d’antifongiques a tester, du degré de concordanar des méthodes de
référence, de la disponibilité d’intervalles de éréhce pour les souches
contrbles de qualitd.es souches contrdles de qualité sont indispensiie de
la mise en place d’'une nouvelle technique pourdealies conditions techniques
et standardiser la lecture, ainsi que pour valitbs réactifs préparés au
laboratoire tels que les milieux de culture. Spgagment dédiés a cet usage,
leurs intervalles de CMI ou diamétres d’inhibitiont été définis a l'aide des
techniques de référente®® mais peuvent varier [égérement pour les techniques

commercialisées et doivent figurer dans les notietdisation.
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3. Interprétation des résultats :
Des seuils d’interprétation permettant de convenmirdiamétre ou une CMI en
résultats catégoriel ont été définis a l'aide déshmdes de références, les seuils
du CLSI étant les plus complets et plus utilisésigltement. Pour les levures,
iIs sont définis pour le genr€andida (Tableaux X). Pour les techniques
qualitatives en milieu liquide, l'interprétationsiggsultats se fait selon les seuils

proposés par le fabriquafit.

Tableau 17 : Seuils d’interprétation des concentrations mades inhibitrices (CMI) établis
par le Clinical and laboratory Standard Institu@$!) pour les levure$™.

CMI (pg/ml) 5 SDD I R
Amphotéricine B =1 =1
Anidulafungine =2 =2
Caspofungine =2 =2
Fluconazole < 8t 16-32 > 64
Flucytosine =4 8-16 =32
Itraconazole =0,125 0,25-0.5 =1
Micafungine ND

Posaconazole ND'™?

Voriconazole =1 2 =4

Cependant, de nombreuses difficultés, en particulie manque de
standardisation des techniques, rendent difficilgerprétation des résultats.
Des différences peuvent étre considérables d'unordbire a l'autre.
L'interprétation des résultats doit donc étre dfiée avec prudence. De plus,
concernant les CMI, linterprétation dépend de tamposition des milieux
utilisés, du pH, de la taille de linoculum, de turée et la température

d’'incubation.
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+ Facteurs influencant I'interprétation de la CMI :
I'inoculum :
L’inoculum peut également influencer les résulthtstechnique utilisée pour la
préparation de I'inoculum ainsi que sa taille iefigent la valeur de la CMI. La
méthode spectrophotométrique est la plus standhéish semble que la taille
idéale soit d’environ 0,5 McFarland a 530 fifrt.

- Le milieu : le milieu utilisé dans les tests de déterminatenCMI ne
doit pas contenir des substances qui interfereet des antifongiques. Par
exemple, I'action de la 5-flucytosine peut étreilade par les purines ou les
pyrimidines contenues dans certains tampons (M@BS-acide morpholine
propane sulfonique), les stérols interférent aesglolyenes. La composition de
'agar varie en fonction des fabricants. Le RPM#QGamponné pH 7,0 est le
milieu de référence utilisé par NCCLS. Le milienthétique HR et le milieu
casitone sont des bonnes alternatives pour évieueMI du Fluconazole pour
les levures®®,

- Le pH: le pH du milieu peut influencer la croissance taires ou
modifier l'activité de l'antifongique. A pH aciddes valeurs de CMI sont
augmentées pour 'amphotéricine B et les azoléss diminuées pour la 5-FC.
Les variations de pH sont neutralisées par I'adjonale tamport®.

- La durée et température d’incubation : la durée d’incubation est
fonction de la vitesse de croissance de la souch#ongement de la durée
d’incubation tend a augmenter la valeur des CMIeSICMI de 'amphotéricine
B sont peu modifiées entre 24 a 48 heures, les G&ddl azolés le sont. Le
NCCLS recommande une incubation de 48 heures pes@andida AB biodisk
recommande la détermination des CMI a 24 heuredaparéthode E-test. La
température d’'incubation idéale est de 35°%C!,
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En conclusion, il faut dire l'interprétation desuéiats des tests de sensibilité
répond a trois principes clés :

* Une CMI n’est pas une mesure chimique ou physique ;

» Les facteurs inhérents a I'héte supplantent lealtats des tests de

sensibilité pour juger de I'évolution clinique ;
 La sensibilité ou la résistance in vitro ne souwis Prédictives,
respectivement, d’'un succes ou d’'un échec thérapeut
4. Corrélation in vitro/ in vivo :
4.1. Particularité de la bonne corrélation in vitro/ in vivo :

Une analyse critique de la littérature, montre guidehors de la situation trés
particuliere de la candidose oropharyngée du sidésrdonnées in vitro n’ont
aucune valeur prédictive de I'évolution thérapaugidn vivo'®® . En effet, la
sensibilité in vitro n'est pas prédictive d’un sasdhérapeutique, de méme la
résistance in vitro n’est pas prédictive d'un éctigrapeutique.
Il existe une excellente corrélation in vitro/ iive pour le fluconazole chez les
patients infectés par le VIH et présentant une icaseé oropharyngée. Des
relations ont pu étre établies, surtout pour les/dg azolés, entre les CMI et le
devenir des patients atteints. Les CMI prédictives succes ou d’échec
thérapeutique vis-a vis de candida sp sont établies
L’étude de Walmsley, est une des contributions anétten évidence une
corrélation entre tests de sensibilité in vitroéeblution clinique. Chez ces
patients positifs au VIH ayant une candidose oropigee, le taux d’échec
clinique est associé a 61% de soucheCdadidarésistantes ou sensible dose
dépendantes (tablea@)lalors que lorsque les souches causant l'ifectont

sensibles ou sensibles dose dépendantes, le tawcdes atteint 86 %"
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Tableau 18 : fluconazole dans le traitement de la candidosel@ymgée chez des patients

VIH+ : corrélation in vitro et in vivo.

Candida albicans Echec clinique Succes thérapeutiq
R/S-DD 61%
R/S-DD 86%

4.2. Probléme de mauvaise corrélation in vitro/ in viva

Il existe d'importants problemes d’interprétatioesdCMI, voire une mauvaise
corrélation in vitro/in vivo dans les autres infeos fongiques pour le
fluconazole. Citons par exemple que les résistaacBamphotéricine B sont
difficilement évaluables (CMI> 1mg/ml). La M27 nemmet pas de les identifier
et C.lusitaniaemontre souvent une résistance primdires résultats suggérant
une corrélation sont essentiellement historiquesedasur des constructions
pharmacocinétiques. Enfin, aucune donnée clinigiest ndisponible pour
amphotéricine B ni pour les candin@sL'étude de JH Rex et al. Parue en 1995
comparant fluconazole et amphotéricine B dansdeetnent des candidémies
chez les patients non neutropéniques illustre lignsence de corrélation
clinique et in vitrd"?. La sensibilité in vitro a été testée par la méedCCLS
M27 sur 232 souches de Candida sp isolées a pdr&@moculture de patients
traités soit par le fluconazole (400 mg/j) soit parphotéricine B (0,5 mg/kg/j).
Les CMI pour amphotéricine B sont trés serree2®A 1ug/ml) et il n’est pas
trouvé d’isolats résistant in vitro, ni de corré@atentre 'augmentation des CMI
et échec du traitement. Pour le fluconazole, led @it de 0,125 a plus de 64
ng/ml. 1l n’a pas été trouveé la non plus de cotrétaentre 'augmentation des

CMI et échec du traitement.
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4.3. Facteurs compliquant la corrélation in vitro/in vivo :

Il est clair que le probléeme de corrélation in ofitn vivo est éminemment
complexe. Cette difficulté est liée principalemeat la méthodologie
d’antifongigramme (in vitro) aux facteurs de I'hgBx modéles animaux et a
I'antifongique, qui constituent un ensemble de ipalarités compliquant tres
sérieusement la réalisation des études cliniquésmtrprétation des résultats
de l'antifongigramme. Ce qui accentue la complextéxtrapolation des
résultats obtenus in vitro a une situation clinigien définie.
la méthodologie :Opérer en in vitro n’est certainement pas opéranefivo et
une CMI n’est pas une valeur absolue comme I'est mesure physique ou
chimique. Quelque soit la méthode utilisée, ellesume « une » CMI et non
«la» CMI. En effet, les conditions expérimentaleat une influence
considérable sur les résultats. En témoignentbsgreations faites au cours du
développement de la méthode du NCCLS, pour leshesudonnées connues
comme sensibles (S) ou résistantes (R) d’apremddgles animaux, les valeurs
de CMI obtenues peuvent étre multipliées par umetacde 2 a 16 selon le
milieu et les conditions expérimentales déterminéed 'objectif serait donc de
corriger les défauts observés pour aboutir a unéhadé fiable qu’'on pourra
considérer comme une méthode de CMI capable deedamme probabilité
d’échec thérapeutique.
Les essais cliniques :outre les parametres strictement liés a la souche
infectante, de nombreux facteurs liés a I'h6te, umtretentissement majeur en
termes de succes ou échec thérapeutique. Malhewonens ils sont
insuffisamment pris en compte dans les étudegyclas. Ces facteurs sont liés :

» AT'héte : maladie sous jacente, immunodépression ...

> Au site de l'infection : corps étranger, abces...
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» A la pharmacocinétigue de [l'antifongique employ@osologie
inadaptée, pénétration insuffisante au site d’imd@¢ interaction
médicamenteuse, mauvaise observance...

» A l'agent pathogéne lui-méme : échappement, libgmade facteurs
de virulence ou toxines...

Par conséquent, face a une situation d’échec teétigpe, en particulier dans
les traitements impliquant le fluconazole, une ws®lprécise des facteurs a
prendre en compte pour documenter une éventuebestagce doit étre
effectuée. Cette approche constitue le seul moyetakdir une corrélation in
vitro/in vivo et de progresser dans la définiti@saoncentrations critiques.

Les modeles animaux :pour palier au probleme des interférences liées au
patient et lorsqu’on veut corréler des résultatgiiro a I'évolution in vivo, la
réalisation de modéles expérimentaux animaux doestila solution.
Néanmoins, méme dans les modeles animaux des atésidont parfois
contradictoires, et ceci pourrait évidemment &imeatgument pour nier toute
corrélation entre CMI et issue thérapeutique. Etioniné la complexité de la
physiopathologie de l'invasion fongique, force &l reconnaitre que les
modeles animaux ne reproduisent que trés impamiaité I'infection humaine.
Par ailleurs, ces modeles peuvent étre éminemmeniplexes par les
differences de pharmacodynamie et de pharmacaogieétdes antifongiques
chez l'animal peuvent rendre difficile 'adaptatides doses. Malgré cela, cette
approche peut donner des données initiales tréss tfi- D’aprés une revue
portant sur 17 études impliguant des modéles expeétaux animaux, 12
montraient une relation cohérente entre les donra#enues in vitro et
I'efficacité thérapeutique, pour I'amphotéricine B flucytosine et divers
dérivés azolés. Les progres sont encourageants :
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+ L’antifongique : pour les antibiotiques, les relations entre doanée

pharmacocinétiques et effets obtenus ont été laxgegatudiées. Cette approche
pourrait a l'avenir fortement influencer les stoags thérapeutiques
antifongiques. L'objectif serait pour chaque antgmue de définir parmi ces
trois parametres celui qui tend a produire la raerk corrélation clinique pour
une souche donnée :
v' Détermination du temps pendant lequel la conceotratde
I'antifongique dépasse la CMI ;
v' Rapport entre la concentration sérique maximal€agiifongique et
la CMI ;
v' Rapport entre l'aire sous la courbe d’expositiorn’atifongique
(ASC) et la CMI.
Par exemple, dans le cas du fluconazoleagididg il apparait que le rapport

ASC/CMI constitue le meilleur facteur prédictif &feacité thérapeutiqué”.

5. Complexité de la standardisation des techniques d/éluation de
sensibilité des antifongiques in vitro :

La difficulté d’interprétation des CMI obtenues pantifongigramme n’est pas
le seul probleme qui se heurte a son utilisation sat pratique.
L’antifongigramme est aussi difficile a standardisén effet, I'absence de
reproductibilité des CMI entre les laboratoiresrigton jusqu’a 50 00 fois) a
imposé la nécessité d’obtenir des méthodes staisdasd et reproductiblé’.
L'étape de standardisation de I'antifongigrammeocastitué un préliminaire
pour le NCCLS, dont le but initial a été d’obtempgur des souches de levures
données, des CMI reproductibles non seulement iaudas méme laboratoire
mais aussi d’un laboratoire a l'autre.
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En dépit des critiques évoquées, les efforts d@péle par le NCCLS depuis
1985 restent considérables pour réduire la contglebd cette standardisation.
Ces travaux ont consisté a examiner le role desépible des variables
susceptibles d’intervenir dans la reproductibiiigs résultats, notamment pour
les antifongiques azolés qui sont particulieremefiiencés par les conditions
environnementales : densité de I'inoculum, tempsertpérature d’incubation,
composition du milieu. Cette stratégie aboutit dpldlication de documents
définissant les conditions opératoires pour leares (M 27-A juin 1997) et qui
servent aujourd’hui de référen¢@. Cette méthode standard est toutefois lourde,
et de nouvelles approches ont été proposeées :

+ Utilisation de nouveaux milieux : RPMI et gluco§asitone® ;

+ Méthode de microdilution

+ E-test (bonne alternative) ;

+ Milieu antibiotique 3 pour révéler les résistanad@mphotéricine B,
Effectivement, comme la méthode M27-A ne fait psrement la différence
entre les levures qui sont sensibles et cellesanti potentiellement résistantes a
'amphotéricine B, le remplacement du bouillon RPMKO standard par le
milieu antibiotique 3 a été suggéré pour la déteatmn de la CMI de
I'amphotéricine B
Pour le NCCLS l'objectif n’était pas de proposeeunéthode destinée a étre
utilisée en pratique courante au laboratoire. Maidut princeps était, outre
I'obtention de résultats reproductibles et la d&éin de souches contréles, de
constituer une référence pour I'évaluation desesutnéthodes existantes. La
macrométhode initiale devant ensuite évoluer vess twousse de routine avec

un format en microdilution plus pratiqi@. Par ailleurs, divers problémes ont
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surgi tels que le phénomene de traine. Des prolsi@miedevraient étre corrigés

et faire I'objet de nouvelles recommandation du NGC
IV.3. Les resistances :

IV.3.1 Résistances aux antifongiques :

La maitrise des mécanismes physiologiques détamtsra résistance des
champignons aux antifongiques permet de mieux cd@mdémiologie de ces
microorganismes, l'identifier des cibles pour lesivelles molécules mais aussi
d’anticiper les nouvelles résistances.

1. Définition :
La résistance antifongiqgue peut étre définie comimediminution de la
sensibilité a un antifongique, mesurée in vitro lear méthodes appropriées et
standardisées. La sensibilité d’'un champignon &#nhée le plus souvent par la
mesure de la CMI vis-a-vis d’'un antifongique donn€ette CMI correspond a
une concentration d’antifongique inhibant la craree de la grande majorité
d’'un groupe d’isolats de la méme espece. La#cMt la CMbocorrespondent a
I'inhibition respectivement de 50% et 90% d’'un gveud’isolats de méme ou
différentes espéces a une concentration d’antifpregdonnée. Cependant, une
CMI ne peut étre considérée comme une valeur abswidictive de succes ou
d’échec thérapeutique. En effet, la mesure in uiftone CMI est tributaire de
nombreux éléments (température, pH...). La définities résistances par des
valeurs seuils requiert un consensus et une cod#bo effective pour la
standardisation, ce que réalise le NCCES?,

2. Types de résistances :

+ Résistance innée la résistance a un antifongique peut étre innésst ¢& cas
de C. kruseiau fluconazole. Une résistance innée peut se awaif par une

apparition des CMI bimodal€’est le cas de la résistance a la 5 flucytosine de
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C. albicansou sont rencontrés des isolats ayant une CMI retutiéautres une
CMI bassée’.

+ Résistance acquise la résistance acquise se rencontre aprés exposigon
certaines souches aux antifongiques. On assisteeamodification de CMI
pour une méme espéce ainsi qu'a une répartitiorCéiéisdans un plus large
spectre de concentration d’antifongique.

C'est le cas de la résistance@ealbicansau fluconazolé&™®.

+ Multirésistance médiée par les pompes a effluxc’est une résistance acquise
par efflux transmembranaires a écouverte auparavafit. Les pompes a
efflux peuvent donner lieu a des phénotypes destedgie croisée aussi bien
chez les eucaryotes que chez les procaryotes. loamséne de ce type de
résistance est corrélé a la surexpression des orpefflux qui sont des
transporteurs membranaires entrainant une excrdaamolécules toxique. En
effet, les pompes d'efflux peuvent étre classéefgnsla source d’énergie
nécessaire a leurs changements de conformatiomllotsansport, fournie soit
par dissipation d’'un gradient de protons, protorivecforce (PMF) ou d'ions
Na+, soit par hydrolyse d’adénosine triphosphafBRA’™®.

La surexpression des protéines d'efflux est maariermisément caractérisée
chez les isolats cliniques résistants, en parécukux antifongiques azolés.
L’enjeu de la recherche dans ce domaine depuigibeitddes années 2000
permettrait de comprendre les mécanismes moléeslar l'origine de la
dérégulation de I'expression de ces genes.

3. Les causes de résistance aux antifongiques :

Les causes d’apparition des résistances aux agiifoes sont multiples, a
savoir, l'utilisation abusive des traitements amidiques disponibles mais
également l'augmentation de [leffectif des patiemsmunodéprimés dans
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différents services. Toutefois, il faut faire lastitiction entre la résistance in
vitro d'une espece a un antifongique, et échecagertique clinique d’un
traitement antifongique. En effet, la résistanceuatifongique de I'espéce est un
élément propre au microorganisme qui est du aéxadlbns génétiques. Tandis
gue I'échec clinque inclut de nombreux parameéigss:|
* Au champignon responsable :son genre et espece, sa virulence, son
niveau de résistance intrinseque ou acquise ;
« A lantifongique utilisé : son choix, les posologies prescrites, ses
propriétés pharmacocinétigues et ses interactiorlicamenteuses

potentielles ;

* A I'hbte : son statut immunitaire, le site et la séverité 'adelction, la
posologie sous jacente et la présence ou non dtnéer*")

IV.3.2 Mécanismes de résistance aux antifongiquegaes :

Bien que depuis quelques années la frequencerdsisiance aux antifongiques

azolés n’augmente plus en raison de 'amélioraties thérapies antifongiques,

le début des années 1990 s’est accompagné d’umecatation considérable de

nombre d’isolats cliniques résistants. De méme,lesiprofil des espéeces

rencontrées s’est modifié depuis des vingt dergi@reées, c'est en partie en

raison de l'utilisation croissante des antifongmj@eolés et de la sélection des

espéces qui leurs sont le moins sensibles, ou dggpitis forte propension a

développer une résistance a cette classe d’aniifoes.

Les mécanismes moléculaires a l'origine de la t@st® aux azolés ont été

largement étudiés et peuvent étre repartis enejoatégorie$® 9 4
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1. Diminution de I'affinité des azolés pour la cible :
Ainsi, une mutation ponctuelle du gene ERG 11, reeluisant par une
modification de la séquence en acides aminés kadstérol 14 demeéthylase,
suffit & empécher la liaison entre I'antifongiguel’enzyme. De nombreuses
mutations ont été identifiées, notamment cHegptococcus neoformans
C.albicans®" et C. tropicalis'®.

2. Multiplication du nombre de copies de la 141 déméthylase :
Dans cette situation, les azolés ne sont pas entituguffisante pour inhiber
totalement la conversion du lanostérol en stérob tiémeéthylé. Ainsi, la
surexpression de gene ERG 11, par duplication absomique ou modification
du promoteur, comme 'augmentation de la demi-ee ARNm, peut aboutir a
la résistancé”.

3. Blocage de la voie de biosynthese de I'ergostérol :
Il s’agit d’'un mécanisme moins frequemment obseivéz les isolats cliniques
résistants aux antifongiques azolé. Il est conne beffet fongistatique des
azolés repose sur la conversion en stérols toxiges intermédiaires
14 a déméthylase. Ainsi, une mutation d’'un gene resgmas#e la syntheése de
ces intermédiaires toxiques aura pour conséqueneerésistance aux azolés.
C’est notamment le cas po@r. albicans chez qui la mutation du gene ERG3
aboutit & une résistance aux azdiés

4. Surexpression des pompes d’efflux :
La résistance aux azolés a été observée chez debesocliniques deC.
albicans qui est due a l'efflux du fluconazole de la cadlydar I'expression
constitutive élevée des deux types de transporeffux : ATP-ABC codés

par les génesCandida drug response (CDR) qui utilisent l'adénosine
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triphosphate (ATP) comme source d’énergie, et Ié5SM laquelle appartient
multidrug resistancel (MDR 1) qui utilise un gradiele protons a travers la
membrane comme une force motrice pour le transportEn effet, un défaut
d’accumulation d’azolés a l'intérieur de la celldengique a été identifié
comme un mécanisme d’'importance des résistanceazalés chez des patients
positifs au VIH souffrant de Candidose oropharyndéde isolat deCandida
peut devenir résistant aux azolés par une augnmamtdtefflux liée a une
surexpression de transporteurs multidrogues de disses les transporteurs
ATP-binding-Cassette (ABC) et la famille Major faator (MF). La
surexpression des genes codants pour ces trangpodst impliquée dans ce
phénomene. Pour la famille MF, qui ont la capadé@dransporter non seulement
des azolés, c’est la protéine CaMDR1 et la surasgpra du géene CaMDR1 qui
confere une résistance @andida sppaux azolés. Mais le réle prédominant de
la surexpression des genes codant des transpordewfflux concerne les
transporteurs ABC (CDR1 et CDR2) chézalbicans La surexpression de ces
transporteurs provoque une baisse de concentraticactellulaire d’azolés, la
cellule continuant de synthétiser de l'ergostérblde croitre malgré une

concentration élevée d’azolé$.
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Figure 23: Les mécanismes moléculaires & I'origine de la t@si aux azolé§’

IV.4. Données épidémiologiques :

IV.4.1.Epidémiologie des résistances déandida aux antifongiques:
L’augmentation de la fréequence des infections syspées acandida sp la
modification de la répartition des espéces sonbrapagnées d’'une évolution
des résistances aux antifongiques. Si les levuresgehre Candida sont
quasiment uniformément sensibles a 'amphotériBinee n’est pas le cas pour
les dérivés azolés envers lesquels le degré débsidssarie d’'une espéce a
'autre et parfois méme entre les souches d’'une enéspeceC. tropicalis,
C.parapsilosis, C.lusitaniae, C.glabrata, et C.lyjaca présentent parfois une
sensibilité diminuée aux azol&s, kruseiest généralement résistante.

Depuis quelque années, il a été rapporté que lpopion de souches de

Candida non albicansintrinsequement résistantes aux derivés triazaeés
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augmenté de facon importante dans certains caittesohématologie dans les
services de réanimation. C’est tout particuliereimencas pourC.glabrata et
pourC. krusei®”,

1. Résistance aux azolés chez les patients VIH+
L’'acquisition de résistance p&.albicansest bien décrite chez les patients
victimes d’'une infection a VIH, et elle survient bitmellement dans des
circonstances bien particulieres :
Il s’agit des patients dont le nombre de lymphosy®D 4 est généralement
inférieur & 50 mrhqui sont exposés a de faibles doses de flucomgz6la 100
mg/j) pour le traitement d’'une candidose orophaémg@u cesophagienne. La
résistance clinique peut parfois étre vaincue per posologie plus élevée, de
400 & 800 mg/f*!. Quoique dans 9%° & 13%°" des cas, une résistance
apparait.
Bien que la prophylaxie secondaire par le flucofemacété abandonnée dans les
années 90 pour éviter émergence d'espéces natnegite résistantes au
fluconazole comme. glabrataet C. krusei®”. Ceci n’évite pas I'apparition de
souches d€andida albicansvec des CMI augmentées au fluconazole chez des
sujets VIH+ ayant subit des traitements au coupcpap de leurs candidoses
oropharyngées.
La crainte de résistance au fluconazole dues &dasipn de sélection d'un
traitement antérieur est cantonnée a ce type dades| a I'exclusion des autres,
notamment non neutropéniques est éle¥éeCes terrains présentent beaucoup
de particularités favorisant I'apparition de rémnstes :

e L'immunodépression qui favorise [I'hétérogénéité due de

Candida ce qui accélere le développement de mutantdagtss
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» L’importance de linoculum et la variété des especelonisant la
bouche®, ainsi que le traitement au long cours et a éaitdoses
5999 gugmentent le taux d’exposition deéandidaaux antifongiques

* Enfin, la variété des mécanismes possibles detaésiss aux azolés
diminue le nombre de mutations nécessaire a I'éemegy d’'une
résistance.

Divers études vont dans ce sens: certains autsntrsmontré de grandes

variations phénotypiques, une grande hétérogérgéétiques® et une

activation de divers mécanismes de résistaliceshez les souches isolées des
malades atteints du sida, alors que ces phénonsamgsexceptionnellement
retrouvés chez le€andidaisolés de sujets sain$’. Dans I'étude de Sobel
portant sur des prélévements oraux et vaginaux the@ femmes porteuses ou

a risque de sida et traitées au long cours aurfemue®”, la prévalence d€.

albicans est restée stable apres deux ans, aussi bienlehédH+ (de 87 a

83%) que négatifs (82 a 87%). Cela fait douter 'aepbrtance du role de

I'utilisation du fluconazole dans I'émergence @andida non albicansTrois

études prospectives de I'évolution des prélevememgiaux chez des femmes

traittes au long cours par le fluconazole n’ons pais en évidence
d'augmentation de taux de résistant€®’. Enfin, aucune augmentation des

CMI n'a été constatée dans une étude randomisédcenitique comparant

'amphotéricine B au fluconazole dans les candi@édmchez les malades

neutropénique’s®’

Sur une période s’étendant de décembre 1994 alfif6, I'acquisition de la

résistance aux azolés @ealbicansau cours de Candidoses oropharyngees a été

étudiée chez trois patients VIH+ au sein du centspitalier de Versaille”.

Les objectifs étaient d’'une part d’établir si laiss candidoses qui échappaient
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cliniqguement au traitement d’abord par le fluconazmis par I'itraconazole, les
souches isolées étaient résistantes in vitro azags. Pour cela les CMI étaient
mesurées par le E test ®. D’autre part de vérdiarne seule souche devenait
résistante progressivement in vitro ou si la soupksstante était acquise
ultérieurement. Pour cela une analyse génotypigsesduches a été mise en
place.

Sur les trois patients, le premier patient a pri€&sane vraie résistance clinique.
L’échec thérapeutique ne pouvait pas étre attrébbowde mauvaise compliance
du traitement ou a des posologies insuffisantes aune durée de traitement
insuffisante, comme cela a été reporté dans nert@s®’. Une augmentation
des CMI du fluconazole et de I'itraconazole descbes appartenant au méme
pulsotype est observée chez ce patient au funmetsaire que des traitements par
le fluconazole sont recus. La méme augmentationa@wtatée pour les souches
appartenant a chacun des deux pulsotypes du demipatient, toxicomane,
pour qui les posologies et les durées de traiteméorit pas toujours été
respectées.

A la lumiere de cette étude deux importantes netiont été dégagées, la
premiere c’est que la présence de souch&s.abicansrésistantes au traitement
dans les candidoses oropharyngées est retrouvéemtpaayant subi de
nombreuses cures par les azolés a petites dosasezlesquels le nombre de
CD4 est faible (premier patient). La seconde ctpgt les souches ayant une
CMI élevée parmi la population d’origine sont celigui développeraient une
résistance aux azolés (deuxiéme patiéft)

En conclusion, selon le modéle de la résistancéhanne aux antibiotiques,
les faibles doses d’azolés seraient responsabléspgerition des résistances.

Tandis que les fortes doses d’azolés administraeentiune période de temps
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suffisante pourraient éviter I'apparition des rigsises. L'association de deux
antifongiques ayant deux mécanismes d’action d@ifféex dans le traitement de la
candidose oropharyngée chez le sujet VIH+ pourgaiter I'apparition de
résistances. Dans une autre étude cas/contrabseleation de patients infectés
par le VIH, a permis d’établir que la survenue @ugsistance au fluconazole
était liee de facon significative a la durée ditéraent par cet antifongique. Au
nombre de médicaments antirétroviraux utilisé etstatut immunitaire des
patients. Globalement, la prévalence de la régsistanix azolés est de 1 a 3%
chez les patients sous traitement HAART
2. Résistance au fluconazole :

Chez les sujets ayant une allogreffe de moellemgoua un traitement
prophylactique par 400 mg de fluconazole, on olesgue 53% des patients ont
eu au moins un prélevement positiCandida non albicansessentiellement a

C.glabrata99% etC. kruseil00% résistants au fluconazétfe

Tableau 19 . prophylaxie par le fluconazole chez les patientsnayecu une allogreffe de

moelle : Incidence sur la résistance au fluconadeldiverses espéc€sandida

Especes N Résistance au fluconazole
C.albicans 885 5,3%
C.glabrata 398 99%
C. krusei 80 100%
C. lusitaniae 20 30%
C.tropicalis 10 30%
C. guilliermondii 9 100%
C.lipolytica 2 100%
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3. Résistance croisée aux azolés ch€andida glabrata
C. glabrataest actuellement la deuxieme cause la plus frégquincandidémies
aux Etats-Unis,

e®®% uUne

Et cette infection est associée a une niwrtamportant
résistance microbienne au fluconazole apparaidespent, selon les données
recueillies de 1993 a 2002 par le programme intemmal de surveillance
antifongigues ARTEMIS (Global antifungal surveiltan Program), 8,2% des
isolats deC.glabrata avaient une CMI > 64 pg /ml pour le fluconazole et
seulement 60% étaient réellement sensibles, selerciiteres décrits dans des
publications antérieures sur les limites d’intetatién des analyse$® %"
L'utilisation de fluconazole semble étre un deddacs influencant l'incidence
des infections &C.glabrata dans certaines régions géographiqliés. Le
potentiel de résistance cliniquement significatiget devenu évident avec les
récentes  observations mettant en évidence I'émpard’'une candidémie a
Candida glabratachez les patients sous fluconaz6ig, ainsi que I'apparition
d’'une résistance croisée dans les isolats préldaas la cavité buccale et la
circulation sanguin&®’.

Une étude a permis de déterminer la portée desta@ses croisées aux
nouvelles molécules azolés d’isolats @eglabrata observée dans le cadre
d’infection chez des receveurs de greffe de callgleuches hématopoiétiques
traités par les dérivés azolés. Sept cas de cawlidvasive due @. glabratase
sont produits chez des patients traités par déazéses entre janvier 2000 et
décembre 2004 au centre de recherche sur le cBre@Hutchinson. Plusieurs
isolats de la série ont présenté des CMI relativengdevées vis-a-vis des
dérivés azolés anciens (fluconazole) et récentsc(mmazole) approuves pour le
traitement des candidémies. Cette observation an@gations thérapeutiques
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importantes, puisqu’elle suggere quelabratapeut présenter une résistance

si'%l pDes séries de

cliniguement significative a différents médicameailé
cas de ce qui semble étre une résistance micrabigdimguement significative
décrites™*® %l

Deux études récentes ont examiné en détails lelappament in vitro de la
résistance croisée aux derivés azolés. Une detedsséa évalué des isolats de
C.glabrata recueillis dans des échantillons cliniques au €aliune enquéte
hospitaliere de 3 ans en ltalie. Dans cette étupe, incluait des isolats
présentant des phénotypes résistants au fluconamolesensibles et dose-
dépendante, on a observé une résistance croiséeraonazole'’’. Dans une
autre étude, les investigateurs ont observé I'atiipn rapide et stable d’'une
résistance croisée aux dérivés azolés dans dessistHC.glabrataexposés au
fluconazole par culture sériée au laboratbfte

Dans une autre étude exceptionnelle et intéresgamtant sur une observation
chez une patiente présentant une candidose invasiuae candidémie due a
C.glabrata La patiente a développé une résistance exceptiena tous les
antifongiques triazolés actuellement disponiblgses un traitement par le
fluconazole. Ce cas a incité la détermination déréguence des résistances
croisées parmi les isolats sanguingGdedidarecueillis au cours d’'une période
de 12 mois dans le centre hospitalfiet.

La patiente présentait une infection intra-abdomeinat sanguine due a
C.glabrata L’isolat de C.glabrata, initialement sensiblevitro au fluconazole,
voriconazole et posaconazole, a développé unetagses croisée a tous les
antifongiques triazolés actuellement disponiblgses un traitement par le

fluconazole, sans exposition antérieure connuetgazolés a large spectre. Ce
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cas est similaire a une autre observation rapposgéemment, concernant un
patient souffrant d’endocardite sur prothése vatvdue &C.parapsilosis'*”.
Malgré I'infection par un microorganisme initialemesensible au fluconazole
et au voriconazole, le patient de cette publicatiadéveloppé une Candidémie
récidivante due a une souche apparemment idendig@eparapsilosisqui était
résistante au fluconazole et au voriconazole. @iemgaavait recu un traitement
prolongé par fluconazole mais avait jamais été&naar voriconazole.

La rapidité avec laguelle l'isolat de.glabratade la patiente a développé une
résistance aux triazolés actuellement disponiblecesoboré par le travail in
vitro de Borst et Coll., qui ont démontré que Ieslats deC.glabrataobtenus
avant l'introduction du fluconazole développaiemnteurésistance stable au
fluconazole, a litraconazole et au voriconazoleréap seulement 4 jours
d’exposition au fluconazole. Ces auteurs ont comple I'acquisition rapide
d'une résistance aux dérivés azolés cligglabrata pouvait survenir en
'absence de toute exposition antérieure a ces cagdints, et quelle était
associé a I'expression accrue de génes de trarsp@ABC"*.une autre étude
sur les mécanismes de résistances des isolat€.glabrata provenant de
receveurs de greffe de cellules souches hématapa¥ét ayant recu un
traitement par fluconazole a titre prophylactiguemantré que les CMI
doublaient, en moyenne, tous les 31 jotifs

Ce qui est encore plus surprenant dans cette aiseryc’est le fait que 24%
des isolats sanguins deandida évaluables pendant cette période avaient des
CMI du fluconazole in vitro > 16 pg /ml, ce qui igde au moins une
diminution de la sensibilité, et 11% étaient ngsits, avec des CMI > 64 pg/
ml. A I'exception de C. krusei, les isolats @andida ayant des CMI du

fluconazole < 64 pg/ml sont susceptibles d'étreistasts in vitro au
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voriconazole. Ces résultats corroborent ceux déePfat coll, qui ont montré
qgue sur 12 796 isolats cliniques @andida la présence de CMI du fluconazole
> 64 pg/ml permettait de prévoir une résistanceasuconazole, définie comme
une CMI > 2 pg/mi”. Une autre étude réalisée par Pfaller et ColléMdntré
que la résistance au fluconazole n’était pas fréguearmi les 3932 isolats
clinigues deCandida analysés (2,9%) mais qu’environ la moitié desaisol
résistants au fluconazole avait des CMI du vorieote et du posaconazole >
2ug/mitoo

Alors que la résistance au fluconazole et la ré@sc# au voriconazole étaient
relativement peu fréquentes dans les études aiigdmsssus, avec environ 3%
des isolats ayant des CMI du fluconazole < 64 hgtmoins de 2% des isolats
ayant des CMI du voriconazole > 2 ug M, la résistance & ces médicaments
a éete plus fréquente dans cette étude. Au moires 425 isolats sanguins (c’est-
a-dire environ 7%) avaient des CMI du voriconazef ug/ml, ce qui souligne
les différences géographiques de résistance awedeazolés rencontrés dans le
pays et dans le mondé"**? La plupart des isolats résistants de |'étudecétai
des C.glabrata mais de nombreux isolats d€.albicans C.tropicalis,
C.parapsilosisavaient une sensibilité moindre ou une résistamge deux
médicaments. En revanche, il est intéressant d& gae les quelques isolats de
C. kruseide l'étude étaient sensible au voriconazole, uaenéde mise en
évidence par d’autres autelifs’.

A la lumiére des résultats de cette étude, ilrdispensable d’effectuer d’autres
études eévaluant la relation entre résistance etuéwo clinique afin de
déterminer une approche thérapeutique efficace [@supatients souffrants de

candidoses invasives.
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L’'analyse de cette littérature démontre donc que imlats colonisant de
C.glabrata peuvent acquérir une diminution de sensibilitéldsipurs dérives
azolés, y compris le fluconazole. Ce qui corrolarec qui a été décrit dans nos
résultats, puisque le fluconazole a été signifieamtient actif contre toutes les
especes d€andidaa I'exception deC.glabrataet C. kruseiqui sont révélées
respectivement moins sensible et plus résistantfuaanazole que toutes les
autres especes d€andida De ce fait, des études complémentaires sont
nécessaires pour déterminer les mécanismes mdlésupgermettant aux azolés
d’acquérir une résistance séquentielle a différeérsvés azolés. De plus, une
prudence s'impose lorsqu’on envisage de traiter acarelidémie &C. glabrata
par le voriconazole dans une situation susceptiblgénérer une résistance au
fluconazole. Les directives actuelles suggerent lgsecliniciens envisagent
l'utilisation d’antifongiques autres que le flu@mole pour le traitement des
candidoses invasives, chez les patients ayanteti&j@xposés aux dérivés azolés
et dont I'état est instable ou qui sont infectés ghes especes connus pour étre
moins sensibles au fluconazoie’.

IV.4.2 Facteurs de risques d’émergence des résiates aux antifongiques :
Les hypothéses évoquées pour expliqguer le phénordeneésistance sont
l'altération des défenses de I'h6te, secondairéagrdssivité croissante des
mesures diagnostiques et thérapeutiques et laigmeds sélection exercée par
I'utilisation de plus, en plus large de certaimsifangiques ( particulierement
les azolés).

Le statut immunitaire et le type d'immunodépresssamt les deux facteurs
prédominaux. La persistance d’'une neutropénie pdiEfoou d’une thérapie
immunosuppressive joue un réle important, I'immugaréssion parait favoriser
I’hétérogénéité genétique @andidaqui accelére le développement de mutants
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résistants. La présence de matériel étranger edlateur aboutissant a la
pérennisation de linfection sous traitement amigigue par une mauvaise
diffusion de Il'antifongique l'importance de l'inoltum fongique. Enfin, la
compliance du patient vis-a-vis de son traitemeste un facteur important et
difficile & contréler®,
Les progres thérapeutiques et la mise a dispositesndérivés de I'imidazole,
moins toxiques que I'amphotéricine B, ont permisléeeloppement du concept
de traitement empirique précoce ou présomptif. tt@gements empiriques, qui
sont susceptible d’améliorer le pronostic, repossut l'identification de
'exposition a une succession de facteurs de risquee le clinicien doit
s’entrainer a reconnaitre. Leur prescription inodlée a toutefois été incriminé
dans le développement et / ou la diffusion des lesiaésistantes, et leur
utilisation doit étre restreinte a certains grougegpatients clairement identifiés
[114].
I\V.4.3 Evolution de I'épidémiologie des résistances

1. Intérét de la surveillance :
Depuis ces derniéres années, on note une évoldgotiépidémiologie des
résistances aux différents antifongiques, spécetémaux azolés. La
surveillance de la résistance aux antifongiquest salijourd’hui généralisée
11280 plusieurs études sont réalisées continuellemans te but d’évaluer la
sensibilité des agents fongiques aux antifongiqgasls soient anciennement
mis sur le marché ou en vue de commercialisati@msDe premier cas, I'étude
fournit des données sur I'apparition et le proél esistance des especes. Alors
qgue le deuxieme, elle évalue I'activité du nouvetifangique par rapport aux

autres molécules disponibles sur le marché.
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L’amélioration de la prise en charge des patienteggite de connaitre
I'évolution épidémiologique des agents pathogertedeeleur résistance aux
différents antifongiques. Chose qui souligne l'intpace de cette surveillance
et intérét majeur de la réaliser d'une maniére t@orie. Dans cette partie on va
détailler et rapporter les résultats des plus itgms systemes de surveillance
en vue d'étaler I'épidémiologie des résistances antongiques, spécialement
aux azolés, des especesCGindida

2. Evolution de I'épidémiologie des résistances
Etude SENTRY : I'étude SENTRY qui a porté sur 3 années (199791 @ans
74 sites (USA, Canada, Ameérique latine et Europ@jtgour but d’étudier la
sensibilité de Candida vis-a-vis du fluconazole, du voriconazole, et du
ravuconazole. La répartition de la sensibilité imovdans ces différents pays,
toutes especes confondues, oscille entre 98% paonetique latine et 90 %
pour les USA et I'Europe. Le fluconazole est aaddns les 4 aires
géographiques. 90 a 98% des souche€aledida sp sont sensibles avec une
CMI < 8 pg/ ml. Quant au voriconazole et ravucotezteur efficacité est
remarquée dans les 4 aires géographiques avecensibité de 98 a 99 % et
une CMI entre 0,12 a 0,25 pg/ml pour le voriconazsl entre ,12 a 0,5 pg/ml
pour le ravuconazolé™?.
Les souches canadiennes et d’Amérique latine strg gensibles que les
souches américaines et d’Europe du fait de la poésde souche de.glabrata
résistantes. La sensibilité in vitro au fluconazok voriconazole et au
ravuconazole des différentes espece€aedidaa été stratifiee par année et par

aire géographique.
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Figure 24 : Sensibilité deCandida spmu fluconazole, voriconazole et ravuconazole sur 3
années (1997-1999), SENTRY

Par rapport a notre étude, on note une sensiBilinificativement diminuée du
fluconazole sur les souches @andida spp Le fluconazole présente une
sensibilité de 20 % dans notre étude contre plu9@é&oc dans I'étude de ce

programme international.
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Figure 25 comparaison de la sensibilité au fluconazole ded@arentre I'étude de
'HMIMV et le programme SENTRY
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Les isolats deC. albicans, C. parapsilosis et C.tropicalsont hautement
sensibles aux trois azolés avec une sensibilisdtatle 97 a 100 %. Cependant,
concernant I'évolution de cette résistance au coles trois années, il a été
constaté que dans les années 1997 et 1998, quekplats deC. albicans
étaient résistants au fluconazole. Ces mémes ssdléataient aussi aux
voriconazole et au ravuconazole. Ce qui reflete possibilité de résistance
croisée vis-a-vis des triazolés. Par contre, aurscale I'année 1999, une

augmentation de la sensibilité vis-a-vis de l'itaazolé™.

100%
90%
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70%
60%
50%
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30%
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FLU RAV VOR| FLU RAV VOR | FLU VOR RAV
C. albicans C.glabrata C. krusei
Figure 26. sensibilité des isolats dealbicans, C. glabrata, C. kruseiu fluconazole, au

voriconazole, et au ravuconazole sur 3 années {1999), SENTRY

Au cours des trois années, la sensibilité Glglabrata au fluconazole s’est
modifiée. Une augmentation de la sensibilité vigsa-du fluconazole est

constatée de 1997 a 1999, passant de 48 % a 8&f6. 1B méme temps, une
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diminution de la CMI du fluconazole passant de §j6n a 4 pg/ml suggeére une
administration plus appropriée du fluconazole awrgales trois années.

A propos deC. krusej toutes les souches isolées sont tres sensiblesusmeaux
triazolés et toutes sont bien évidemment résisarge fluconazole. Le
voriconazole et le ravuconazole sont, donc, a i datifs sur Cglabrata, C.
krusei et C.albicangvec une sensibilité variant de 97 a 100%. Tandes lg
fluconazole n'est actif que s@.glabrata et C.albicanslu fait de la résistance

innée deC. kruseia cet agent™?.
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Figure 27 Sensibilité des isolats deandida glabrata, Candida krusau fluconazole, au

voriconazole et au ravuconazole sur 3 années (199%9), SENTRY

Par rapport a notre étude, le taux de sensibdit®uvé est inférieur a celui de
ce programmeCandida glabratade notre étude est nettement moins sensible

avec environ 17% contre 64% pour le programmeT3EY.
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Alors que poucC. kruseiles résultats des deux études sont similairesecbant
la sensibilité au fluconazole ; le taux de senigédst de 0% qui montrent que

cette espece est naturellement résistante au FElnolm

OHMIMV
B SENTRY

I .“I.J

C. albicans  C.glabrata  C.tropicalis C.krusei

Figure 28: Comparaison de la sensibilité au fluconazoleaviss deCandidaentre I'étude
de 'HMIMV et le programme SENTRY

Etude ARTEMIS : Le programme de surveillance ARTEMIS est connu cemm
étant un systéme mondial de surveillance des agjdoies le plus complet le
plus anciert'™ ' 1% Dans 'une de ces études récente publiée en 2895,
auteurs ont utilisé les résultats de ce programmg gvaluer les tendances
globales de la sensibilité des levures au flucoleagbau voriconazole pendant
une période de 6,5 ans dans 39 pays entre juin &98&cembre 2003. Au total,
134715 isolats d€Candida sp ont été recueillis dans 127 centres médicaux

répartis en Asie, Amérique latine, Europe, Moyererdr et en Amérique du
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nord. La sensibilité des souches a été détermiag@apnéthode de diffusion en
milieu gélosé M-44 selon la technique préconisédgp&LSI™M,
Les valeurs seuils d'interprétation sont de :
» Sensible (S) pour un diamétre zone d’inhibition 9 rim pour le
fluconazole et 17 mm pour le voriconazole.
» Résistante (R) pour un diamétre d’inhibition < 14nnpour le

fluconazole et 13 mm pour le voriconazole.

+ Activité du voriconazole et du fluconazole :
A lissu des résultats de cette étude, le flucolgza montré gu'il est
significativement moins actif que le voriconazotmtre pratiquement toutes les
especes, hormi€.tropicalis avec 89,1% de sensibilité pour le fluconazole
contre 87 % pour le voriconazole. Globalement, 8% 1des souches sensibles
ont été sensibles au voriconazole contre uniquen®n6l % pour le
fluconazole. Le taux de résistance était signifieshent inférieur chez le
voriconazole avec 6,06% de souches résistantesec@®,19 % pour le
fluconazole.
Parmi les espéeces présentant une sensibilité démiau fluconazole, plus de 80
% étaient sensibles au voriconazole. De plus, p&ssouches d€.glabrata
résistantes au fluconazole, 30% ont été sensilblegoAaconazole. Cependant,
toutes les souches résistantes au voriconazoddiétaussi au fluconazolé",
Bien que les résultats de I'étude soulignent I'exise de résistances croisée
entre le fluconazole et le voriconazole, ceci estable selon I'espece et ne doit
pas étre supposé en l'absence d’identification det résultats de

I'antifongigramme.
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+ Evolution de la résistance :
» Au fluconazole :

L’évolution de la résistance d&3andida spau fluconazole sur la période a
montré qu’aucune augmentation ou diminution notallerapport au temps des
degrés de résistance au fluconazoleCdealbicanset deC. glabratan’a été
observé. Alors que le degré de résistance destisdaC. tropicalis avait
diminué entre 1997-1998, des augmentations ontaiges en 2002 et en 2003.
Un Iéger accroissement des résistances a été ébservours du temps poQr
parapsilosiset C. kefyr alors qu’'une forte augmentation de résistanceea é
constatée pour les souches @e rugosa Bien que C.famata soit apparu
relativement résistante au fluconazole en 1990881cela doit étre imputé au
faible nombre de souches étudiées.
Au cours des cing années suivantes, le nombre latssale C.famata ayant
progressivement augmenté jusqu’a dépasser 50 pde aiveau de résistance
s’est stabilisé entre 10 et 12%. Malgré 'augmeaatiu pourcentage globale
d’isolats deCandida kruseirésistantes au fluconazole, cette observationt n’es
pas significative car cette espéce doit étre cé@ndal cliniquement résistante a
cet antifongique. Le CLSI recommande de ne pagrtdstsensibilité de cette
espéce au fluconazdié’**!

+ Variation geéographiques de la sensibilité au flucoazole et au

voriconazole :

Pour les especes deandidales plus courante<;.albicanset C.glabratg la
sensibilité in vitro au fluconazole et au voricool@za été stratifiée par zone
géographique et par pays d'origine pour la périad@l-2003. Le but étant de
nuancer l'existence des variations géographigueta dmensibilité a ces deux

antifongiques.
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C.albicans et a l'exception des isolats prélevés en Indests’montrée
hautement sensible au fluconazole et au voricorazAucune différence
significative entre les profils de sensibilité aprstratification par type de
prélevement ou site hospitalier. En contrepar@ieglabrata a montré une
sensibilité variable selon les pays, la zone gqugea le type de prélévement et
la structure hospitaliere. Les taux globaux destasce des isolats deandida
glabrata au fluconazole ont atteint 10,6% en Asie pacifigus,2% en
Amérique latine, 16,5% en Europe et 18 % en Ameéridu nord. Ces résultats
sont nettement plus élevés dans chaque zone géograp que ceux
précédemment rapportés pour les isolat€ dglabrataprovenant d’échantillons
sanguins et de sites normalement stériles testda paéthode de microdilution
en milieu liquide de 1992 & 206°.
Les isolats provenant d’échantillons sanguinseedites normalement stériles se
sont révélé les plus sensibles au fluconazole.thes de résistance les plus
élevés ont été constatés pour les isolat€dglabrataprovenant d’'unités de
soins intensifs chirurgicaux (21,3%), de services gynécologie-obstétrique
(21,5%), d’hématologie et d’oncologie (22,6%) etrdtés de soins intensif
néonatals (35%).
Le voriconazole a montré une activité supérieurégaile a celle du fluconazole
contre les isolats d€. glabratacollectés dans I'ensemble des pays et des zones
géographiques.

- Autres études :
Dans une étude dans le CHU Timone Marseille, ldsuasi ont analysé la
tendance sur 20 mois (de février 1997 a septem®®8)1de la sensibilité de

C.albicansaux antifongiques. Au total, 23 095 prélevememts@gnant de 2464
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malades hospitalisés dans les services a hauersaut parvenus au laboratoire
de mycologie.

L’analyse des données montre que 8076 souchegéoris@ées. 64,3 % étaient
représentées p&. albicans 14,5% paiC.glabrata Le profil de sensibilité aux
antifongiques pourC.albicans montre une diminution significative de la
résistance au fluconazole, qui passe de 8,6 %lbwtde I'étude a 0,7% a sa fin
[122].

Une autre étude, réalisée sur une période d'un moi®ctobre 2004, a été
proposé a 209 biologistes répartis dans 193 hopiauFrance™’. Cette étude
était effectuée dans le cadre de I'enquéte anndellurveillance des résistances
des hdépitaux francais non universitaires affilies @llege de bactériologie
virologie hygiene (ColBVH). Chaque centre devragcenser de facon
prospective les épisodes de septicémies, incl@sntdndidémies. Les tests de
sensibilité aux antifongiqgues ont été réalisés lear biologistes selon leur
méthodologie habituelle et ont été reevalués pahnigue E-test ® (AB
Biodisk) sur milieu RPMI (AB biodisk ®).

La répartition des espéces au cours de ces 46dégiste candidémies est la
suivante : 23C. albicans (50%), 13 C.glabrata (28,3%), cingC.tropicalis
(10,9%), troisC.parapsilosig6,5%), unC. krusei(2,2%).

Toutes especes confondues, 97,7% des souches ergeunsibilité habituelle
vis-a-vis de I'amphotéricine B, 93,2% vis-a-vis lde5-flucytosine, 88,6% du
fluconazole, 70,5 % vis-a-vis de litraconazole,1€0% des souches ont des
CMI tres basses vis-a-vis de la caspofungine. Batis étude, une sensibilité de
95,5% vis-a vis du voriconazole a été renseignée.

Toujours en France, une autre étude prospectivenadtsonnelle a été conduite
de janvier a décembre 2004 dans sept centres als@tuniversitaires et dix
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centres hospitalier non universitaires, membresGdaupe d’Epidémiologie et
de recherche en infectiologie Clinique du centr@es{GERICCO)***. Tous
les patients présentant une candidémie ont étésintlétude de la sensibilité
aux antifongiques des souches@hndidaétait réalisée soit par les méthodes de
référence du Clinical and Laboratory Standard tium&tj anciennement National
Commitee For Clinical Laboratory Standards (CLSfj',ou de I'European
Commitee on Antimicrobial Susceptibility TestingUEAST) ™?° soit par
bandelette E-test ®. Un antifongigramme a étéséalour 142 des 193 souches
(79 C.albicans 27 souches d€.glabratg 18 souches d€. parapsilosis La
répartition des différentes especes isolées €stlbicans(54,9%),C.glabrata
(18,7%), C.parapsilosis (12,9%), C. tropicalis (4,7%), C. krusei (4,1%),
C.lusitaniae(1,6%).

La sensibilité des principales especesCamdidaau fluconazole était comme
suit: 84,5% de sensibles, 7,8 % dose-dépendaj@®g resistantes. Parmi les
huit souches d€.glabrataavec une sensibilité dose-dépendante au flucomazol
sept étaient sensibles au voriconazole, et unesta@se. Les trois souches
résistantes au fluconazole étaient également aésst au voriconazole.

Le voriconazole restait le plus souvent actif lesr souches d€.glabratade
sensibilité dose- dépendante au fluconazole, aept souches sur huit qui
étaient sensibles. Toutefois, il existait un caertdegré de résistance croisée
entre ces deux molécules, les trois souches rétstau fluconazole étant aussi
résistantes au voriconazole. Cette résistanceéara@stre les différents azolés
vis-a-vis deC.glabrataa fréquemment était rapportée, et de nombreux euteu
recommandent la plus grande prudence avant d’egesigke traiter une infection
Invasive &C. glabratapar un antifongique de cette famille, notammergda’il

existe une pré exposition au fluconaztie %)
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A l'égard de ce qui a été restitué dans la littéeatsur I'épidémiologie des
résistances, notre étude rapporte un taux de agsestau fluconazole plus
important notamment pour les souchesCamdida non albicansC.glabrataest
'espece la plus isolée et celle présentant la dreirsensibilité au fluconazole
parmi toutes les souches @andidaisolées. Les résultats de notre étude devront
étre confirmés par d’autres études complémentatesomparatives. Surtout
qu’il s’agit de l'une des premieres de son genre [RIMIMV (Maroc).
L’absence d’études semblables de ce genre nouschmpie confirmer ces
tendances épidémiologiques. Cette étude devra daeperétre a l'origine
d’autres études de surveillance épidémiologiquesrdsistances, et refléter la
volonté de notre établissement de s’inscrire dares démarche d’amélioration
de la connaissance de I'épidémiologie des résistanaux antifongiques pour

une meilleure prise en charge des patients.
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V. Conclusion

L’augmentation de l'incidence des infections fongig grave @andidasurtout
en réanimation, I'émergence de nouvelles especkapetrition de résistances
aux antifongiques (cas du fluconazole) requieletitisation de tests d’étude
de la résistance in vitro bien standardisés.

Leur mortalité oscille entre 60% et 90%, ce taugontant est principalement du
a la difficulté d’établissement d’un diagnosticithpce qui retard thérapeutique.
De plus, les moyens thérapeutiques eux méme peggedes limites qui
s'illustrent en : Une famille d’antifongiques cant@e en quatre classes; un
spectre antifongique étroit ; une toxicité élevéae absence de forme orale.
Faire face a cette menace nécessite l'utilisatius parge des antifongiques
existants et incite I'industrie pharmaceutique a@rcher de nouvelles molécules
Afin de mettre a disposition des professionnellessdnté I'antifongique idéal.
Celui-ci devrait avoir un spectre d'activité large profil pharmacocinétique
favorable avec moins d’interférences négativesnetfaible toxicité. Il devrait,
en outre, étre disponible par voie orale que pae watraveineuse. Enfin, il
devrait avoir démontré son efficacité dans desigsandomisés portant sur des
populations a risque.

La résistance confirmée de certaines souches dii@rayiques entraine la mise
en ceuvre beaucoup plus systématique des testsndibilt® mais I'absence
actuelle des méthodes standardisées et fiable quesie manque de corrélation
in vitro / in vivo limite leur généralisation. Céssts ne portent pas une réponse
infaillible & toutes les questions mais ils restemispensables. Dans ['état

actuel de la question, I'antifongigramme ne dog pae banalisé :
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Ses indications doivent étre sélectionnées. Cettestigation est a réserver aux
mycoses profondes et aux colonisations survena® dhs patients agresses ou
immunodéprimeés.

Du fait qu'il existe plusieurs méthodes, commeisé@éds ou non, permettant de
réaliser un antifongigramme, le choix d’'une méthddeoutine fiable de la part
des biologistes s’est compliqué. Par conséquent incompétence vis-a-vis de
sa pratique est ressentie de leur part, ce quieisans doute son utilisation dans
les hopitaux. De plus, une connaissance insuffisdes méthodes disponibles et
de leur validité est mise en évidence. La diffusierrecommandations simples,
plébiscitée par les biologistes serait sans doaitendyen a travers lequel ils
pourront choisir la technique appropriée pour llggdon in vitro de la
sensibilité aux antifongiques. Des évolutions tegphes et un certain nombre de
recommandations sont disponibles depuis la péraelecette enquéte, mais
I'antifongigramme est un sujet qui retient toujoatgant I'intérét des biologistes
et des cliniciens.

Les modifications dans la fréquence des infectfongiques, la répartition des
espéeces impliquées et I'évolution des résistancesaatifongiques sont des
données qui permettent de cerner géographiguemest tendances
épidémiologiques et de sélectionner un grand nordbr&aitement empirique.
Dans ce contexte, il est de grande utilit¢ de déter le profil de résistance
d’isolats cliniques locaux aux nouveaux antifon@su

Notre étude de la résistance au fluconazole deshssulecandidaisolées dans
les hopitaux universitaires, nous a permis de génées informations sur le
profil de résistance au fluconazole @andidaau sein des différents services de
réanimation. Nos résultats prouvent encore unedoes le fluconazole en tant

gque meédicament antifongique fait I'objet de nomke=u résistances et une
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activité de plus en plus faible surtout contre deaches émergentes ce qui lui
fait perdre son efficacité et sa place en favewuués antifongiques plus
efficace et en tant que médicament de premieeation dans le traitement des
infections fongiques invasives.

L'amélioration de la prise en charge des patiendsessite de connaitre
I'évolution épidémiologique des agents pathogertedeeleur résistance aux
différents antifongiques. Chose qui souligne l'impace de la surveillance et
I'intérét majeur de la réaliser d’'une maniere cantt. De la sorte, notre étude
reflete la volonté de notre établissement de lirscdans une démarche
d’amélioration de la connaissance de I'épidémi@ogies résistances aux
antifongiques. Les résultats de notre étude dew&tmst confirmés par d’autres
études complémentaires et comparatives, surtoutgjagit d’'une premiére de

son genre a 'HMIMV (Maraoc).
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RESUME

Titre: Résistance au Fluconazole de 68 souches de leyemesCandidaisolées des services

de réanimation du CHU de Rabat.

Auteur: Mohamed NAJAHI

Directeur : Pr Badre Eddine LMIMOUNI

Mots clés :Candida— Antifongigramme — Fluconazole — Résistance v&liance.

Introduction : l'augmentation de l'incidence des infections fonglg graves a&andida
surtout en réanimation et I'apparition de résistgngux antifongiques, requiérent I'utilisation
de tests d’étude de la résistance in vitro biendgtedisés. Les données sur ce phénomene de

résistance deandidaaux antifongiques ne sont pas disponibles au Maroc

Matériels et méthodes :Notre étude prospective a inclus 68 souche€aedidaissues de
prélevements provenant de patients hospitalisé®éamimation. La culture et l'identification
des souches déandidaétaient faites sur milieu d’isolement Candisel®cét I'étude de la
résistance in vitro au fluconazole était réaliséae lp méthode de diffusion en milieu gélosé

des disques.

Résultats :I'ensemble des prélévements effectués, proviendesitsites périphérigueSNA
représentait 68 % alors Q@A ne représentait que 32 %. La répartition des eshés était :
C.glabrata (34 %), C. krusei(12%) etC.tropicalis (10%). Le fluconazole avait une faible
activité sur toutes les espécesGindida: plus de 70 % étaient résistantes et 20 % dessib
Pour C. kruseitoutes les souches isolées étaient résistantes.seinsibilité diminuée était

observée pout.glabrata PourC. tropicalisla majorité des souches étaient sensibles.

Conclusion : Nécessité d’'une surveillance épidémiologique camtinles Candidoses pour
suivre les tendances de leurs profils de résistanog antifongiques. Le point reste a poser
sur les candidémies @. kruseiqui sont redoutables et@glabratapour qui une prudence
s’'impose, lorsqu’on envisage de traiter par ledhazole surtout que ces deux espéeces sont

respectivement résistantes et sensibilité dimiduéet antifongique.



SUMMARY

Title: Resistance to fluconazole of 68 strains of yeasug€andidaisolated from Rabat
University Hospital Center.

Author: Mohamed NAJAHI

Supervisor: Pr Badre Eddine LMIMOUNI

Keywords: Candida — Antifungal susceptibility testing — Fluconazole Resistance —
Surveillance.

Introduction: Increased incidence of serious fungal infectioBandida especially in
intensive care and the development of resistan@mtifungal agents require the use of tests
for the study of resistance well standardized. @a& on this phenomenon of resistance of
Candidato antifungal agents are not available in Morocco.

Materials and methods: Our prospective study included 68 strain€Caihdidaisolated from
peripheral samples from patients hospitalized terisive Care. Culture and identification of
Candidastrains were made on the medium Candiselect @tt@mdtudy of in vitro resistance
to fluconazole was performed by the method of aiféusion discs.

Results: all samples taken, from peripheral sit€andida non-albicangccounted for 68%
while C. albicansaccounted for only 32%. The distribution of nohiedns species was:
C.glabrata (34%), C. krusei(12%) andC.tropicalis (10%). Fluconazole had low activity
against allCandidaspecies: more than 70% were resistant and 20%stiisie. ForC. krusei
isolates were all resistant. Decreased suscepfiblias observed foC.glabrata For C.
tropicalis strains were for majority susceptible.

Conclusion: the need for continuous epidemiological surveilat candidiasis to monitor
the trends of their antifungal resistance profifes the establishment of guidelines for
treatment. Meanwhile a mastery of antifungal suio#ipy testing’s techniques is needed.
The point is to put on candidemia wi@ kruseiwhich are formidable an@.glabratafor
who a caution should be exercised when considéraagment with fluconazole especially as

these two species are respectively resistant asdslesceptible to this antifungal agent.
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Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

D’honoter ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
témoigner ma reconnaisse en restant fidele a leur renseignement.

D ’exercer ma profession avec conscience, dans ['intérét de la santé public,
sans jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa

dignité humain.

D’étre fidele dans Cexercice de la pharmacie a la lgislation en vigueur, aux
régles de Chonneur, de la probité et du désintéressement.

De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été confiés ou dont
jaurais eu connaissance dans [exercice de ma profession, de ne jamais
consentir d utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les meeurs
et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses,
que je sois méprisé de mes confreres si je manquais a mes engagements.
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