UNIVERSITE MOHAMMED V - SOUISST
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE -RABAT-

ANNEE: 2013 THESE N°: 51

ETUDE MOLECULAIRE ET PROFIL DE RESISTANCE
PHENOTYPIQUE AUX ANTIFONGIQUES SYSTEMIQUES
DE 85 SOUCHES DE CANDIDA ISOLEES DANS LES SERVICES
& RISQUE DU CHU DE RABAT

THESE

PAR

Mile. Nissrine BELMAATI
Née le 11 novembre 1988 @ Rabat

Wour |'Obtention du Boctorat en Pharmacie

MOTS CLES : Résistance — Antifongigramme — PCR — E-TEST — Réanimation.

JURY

Mme. N. HAJJAJ HASSOUNI PRESIDENT
Professeur de Rhumatologie

Mr. B. E. LMIMOUNI RAPPORTEUR

Professeur de Parasitologie
Mr. I. LAHLOU AMINE
Professeur de Microbiologie
Mr. A. BELMEKKI
Professeur d’Hématologie
Mr. M. RABHI
Professeur de Médecine Interne

JUGES



| ERPRTIT AT
o) ) cdh el




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

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur 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

2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen par intérim :  Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed JIDDANE

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

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Mars, Avril et Septembre 1980

1.

Mai et Octobre 1981

2. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih
3. Pr. TAOBANE Hamid*

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

4.  Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie
5. Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie

6. Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

7.  Pr. LAHBABI Naima ép. AMRANI Physiologie

Novembre 1983

8. Pr. BELLAKHDAR Fouad Neurochirurgie

9.  Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie
Décembre 1984

10. Pr. BOUCETTA Mohamed* Neurochirurgie

11.  Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil Radiothérapie

12.  Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Médecine Interne



13.
14.

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

15.
16.
17.
18.
19.

Pr. BENJELLOUN Halima

Pr. BENSAID Younes

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
Pr. IRAQI Ghali

Janvier, Février et Décembre 1987

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq

Pr. EL HAITEM Naima

Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

28.
29.
30.
31.

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. AOUNI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
Pr. CHAD Bouziane

Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*

Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.

Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa ¢ép. HASSAM

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENABDELLAH Chahrazad

Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Anesthésie -Réani
Chirurgie

Neurologie
Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique



49.
50.
S1.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*
Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL OUAHABI Abdessamad

Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars

72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
1.
82.
&3.
84.
85.
86.
&7.
88.

1994

Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. BENCHERIFA Fatiha

Pr. BENJAAFAR Noureddine

Pr. BENJELLOUN Samir

Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
Pr. EL AOUAD Rajae

Pr. EL BARDOUNI Ahmed

Pr. EL HASSANI My Rachid

Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
Pr. ERROUGANI Abdelkader

Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pr. HASSAM Badredine

Ophtalmologie
Gynécologie Obstaty
Biochimie et Chirfiig
Pharmacologie \&
Histologie Embryd
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Meédecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie



89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha

Pr. MOUDENE Ahmed*

Pr. OULBACHA Said

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima ¢ép. BELKHADIR

Mars

97.

98.

99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.

1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BRAHMI Rida Slimane

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
Pr. EL ABBADI Najia

Pr. HANINE Ahmed*

Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars

111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.

1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. BEDDOUCHE Amoqrane*

Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*

Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila

Pr. FERHATI Driss

Pr. HASSOUNI Fadil

Pr. HDA Abdelhamid*

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. IBRAHIMY Wafaa

Pr. MANSOURI Aziz

Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia

Pr. SEFTIANI Abdelaziz

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologi§

Traumatologie — ‘5;:
Traumatologie- F3 /
Chirurgie Généra &

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Meédecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique



129. Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

130. Pr. AMIL Touriya*

131. Pr. BELKACEM Rachid

132. Pr. BOULANOUAR Abdelkrim
133. Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
134. Pr. GAOUZI Ahmed

135. Pr. MAHFOUDI M’barek*
136. Pr. MOHAMMADINE EL Hamid
137. Pr. MOHAMMADI Mohamed
138. Pr. MOULINE Soumaya

139. Pr. OUADGHIRI Mohamed
140. Pr. OUZEDDOUN Naima

141. Pr. ZBIR EL Mehdi*
Novembre 1997

142. Pr. ALAMI Mohamed Hassan
143. Pr. BEN AMAR Abdesselem
144. Pr. BEN SLIMANE Lounis
145. Pr. BIROUK Nazha

146. Pr. CHAOUIR Souad*

147. Pr. DERRAZ Said

148. Pr. ERREIMI Naima

149. Pr. FELLAT Nadia

150. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
151. Pr. HAIMEUR Charki*

152. Pr. KADDOURI Noureddine
153. Pr. KOUTANI Abdellatif

154. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
155. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

156. Pr. NAZI M’barek*

157. Pr. OUAHABI Hamid*

158. Pr. TAOUFIQ Jallal

159. Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

160. Pr. AFIFI RAJAA

161. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
162. Pr. ALOUANE Mohammed*

163. Pr. BENOMAR ALI

164. Pr. BOUGTAB Abdesslam

165. Pr. ER RIHANI Hassan

166. Pr. EZZAITOUNI Fatima

167. Pr. LAZRAK Khalid *

Réanimation Médica

Chirurgie Génér:
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

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

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Traumatologie Orthopédie



Novembre 1998

168.
169.
170.

Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALI*
Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUMAR Hassan

Pr. BENCHERIF My Zahid

Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHAOUI Zineb

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EI Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

Pr. EL OTMANY Azzedine

Pr. HAMMANI Lahcen

Pr. ISMAILI Mohamed Hatim

Pr. ISMAILI Hassane*

Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss

Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*

Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.

Pr. AIDI Saadia

Pr. AIT OURHROUI Mohamed
Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. BENCHEKROUN Nabiha

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL IDGHIRI Hassan

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed EIl Hassan
Pr. HSSAIDA Rachid*

Pr. LAHLOU Abdou

Pr. MAFTAH Mohamed*

Pr. MAHASSINI Najat

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Pr. NASSIH Mohamed*

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathol

Pneumophtisiologi
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie

Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale



207.

Pr. ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243.
244.
245.
246.
247.
248.

Pr. ABABOU Adil

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BELMEKKI Mohammed
Pr. BENABDELJLIL Maria
Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami
Pr. BENYOUSSEF Khalil
Pr. BERRADA Rachid

Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi

Pr. BOUHOUCH Rachida

Pr. BOUMDIN EIl Hassane*
Pr. CHAT Latifa

Pr. CHELLAOUI Mounia

Pr. DAALI Mustapha*

Pr. DRISSI Sidi Mourad*

Pr. EL HAJOUIJI Ghziel Samira
Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL MOUSSAIF Hamid
Pr. EL OUNANI Mohamed
Pr. EL QUESSAR Abdeljlil
Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. GOURINDA Hassan

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABBAJ Saad

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar
Pr. LEKEHAL Brahim

Pr. MAHASSIN Fattouma*
Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*
Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NOUINI Yassine

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFTANI Yasser

Neurologie

Anesthésie-R §1
Anesthésie-R
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie

Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Gynécologie Obstérique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique



249.

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
2717.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.

Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*
Pr. AMEUR Ahmed *

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef *

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*

Pr. BENBOUAZZA Karima

Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia*

Pr. BERNOUSSI Zakiya

Pr. BICHRA Mohamed Zakariya
Pr. CHOHO Abdelkrim *

Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL ALJ Haj Ahmed

Pr. EL BARNOUSSI Leila

Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. EL MANSARI Omar*

Pr. ES-SADEL Abdelhamid

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HADDOUR Leila

Pr. HAJJI Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. ISMAEL Farid

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
Pr. MOUSTAINE My Rachid

Pr. NAITLHO Abdelhamid*

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. STAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Pédiatrie

Anatomie Path
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Anatomie Pathologique

Psychiatrie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique

Urologie

Gynécologie Obstétrique

Dermatologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Gynécologie Obstétrique

Cardiologie

Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie

Pédiatrie

Ophtalmologie

Traumatologie Orthopédie

Gynécologie Obstétrique

Cardiologie

Traumatologie Orthopédie

Meédecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie

Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Générale

Pneumophtisiologie

Néphrologie

Anesthésie Réanimation

Pédiatrie

Chirurgie Générale




PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

290.
291.
292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.

Pr. ABDELLAH EIl Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KARMANE Abdelouahed

Pr. KHABOUZE Samira

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. LEZREK Mohammed*

Pr. MOUGHIL Said

Pr. SASSENOU ISMAIL*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.
327.
328.
329.

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZIZ Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENHALIMA Hanane

Pr. BENHARBIT Mohamed
Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOQOUI Sakina
Pr. HAJJI Leila

Oto-Rhino-ILgn
Gastro-Entérologi

Stomatologie et
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Ophtalmologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardiologie



330.
331.
332.
333.
334.
335.
336.
337.
338.
339.
340.

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. KARIM Abdelouahed

Pr. KENDOUSSI Mohamed*
Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. TNACHERI OUAZZANI Btissam
Pr. ZERAIDI Najia
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I. INTRODUCTION

Avec l'augmentation des situations d'immunodéficience, les infections fongiques sont deve-
nues aujourd'hui a travers le monde une cause importante de mortalité. Ces infections sont
déterminées par deux types de micro-organismes, les champignons filamenteux et les levures.
Parmi ces dernieres, les levures appartenant au genre Candida sont de loin les plus
représentées et a 1’origine de tableaux cliniques extrémement variés, allant des candidoses
superficielles aux candidoses profondes ou systémiques 4%, Par ailleurs, l'augmentation de
la fréquence des infections a levures durant ces trois dernieres décennies s'est également
accompagnée d'une augmentation de l'incidence de certaines espéces auparavant peu
représentées. Ainsi, si Candida albicans reste de loin l'espece la plus fréquente, Candida
glabrata est devenu aujourd’hui, selon les études et la forme clinique de l'infection, la

deuxiéme ou troisiéme espéce la plus fréquemment retrouvée 24661,

Le traitement des infections fongiques repose a I'heure actuelle sur l'utilisation de quatre types
de molécules, agissant sur trois mécanismes cellulaires. La 5-fluorocytosine, un analogue des
bases pyrimidiques, inhibe la croissance fongique en perturbant la synthése protéique et la
réplication de I'ADN. Les antifongiques polygéniques et azolés agissent au niveau de
l'ergostérol, principal composant de la membrane plasmique des champignons, ou de sa voie
de biosynthese. Enfin, les echinocandines perturbent la synthése de la paroi fongique en

inhibant une enzyme responsable de la synthése de certains polysaccharides pariétaux.

L'utilisation intensive de ces molécules a malheureusement conduit a une augmentation de
lincidence des résistances aux antifongiques ["'*.C'est notamment le cas de la
S5-fluorocytosine qui n'est plus administrée en monothérapie. De méme, I'utilisation
préférentielle des azolés s'accompagne d'une fréquence ¢élevée de la résistance a ces
antifongiques. En revanche, bien que les cas de résistance aux polyenes soient de plus en plus
fréquemment décrits chez les levures du genre Candida, la résistance a ces antifongiques est
plus rare. Concernant les echinocandines, leur utilisation récente ne permet pas aujourd'hui de
dire si la résistance a ces molécules est un phénomene fréquent ou non, bien que des cas de

résistance aient déja été identifiés .
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A la lumiere de ces €léments, il s’est avéré intéressant de mettre en place une ¢tude de
surveillance des résistances aux antifongiques au sein du laboratoire de parasitologie de
I’hopital Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat (HMIMYV). Cette étude permettra de
mieux cerner le profil de sensibilit¢é des souches de Candida aux différents antifongiques
systémiques, surtout que ces données en Afrique et plus précisément au Maroc ne sont pas

disponibles.

Ainsi les objectifs de notre étude sont :

+ D’établir le profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des souches

de Candida isolées dans les services a risque du CHU de Rabat.

+ D’établir le profil de résistance moléculaire aux antifongiques systémiques des souches
de Candida 1solées dans les services a risque du CHU de Rabat, afin de déterminer les

genes de résistance circulant dans notre pays.

Ces objectifs nous permettront de générer des informations épidémiologiques concernant la

prescription de ces antifongiques et la meilleure prise en charge des infections fongiques

mvasives.



Etude moléculaire et profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des souches de Candida

Matériels
et méthodes




Etude moléculaire et profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des souches de Candida

II. MATERIELS ET METHODES
I1.1 Lieu et période d’étude :

Il s’agit d’une étude prospective qui s’est déroulée au sein du service de parasitologie et

mycologie de THMIM V sur une durée de 6 mois (Octobre 2012-Mars 2013).
I1.2 Critéres d’inclusion :

Toutes les souches de Candida isolées dans les services de réanimation du CHU de Rabat a

partir d’une hémoculture ou d’un site corporel périphérique.
I1.3 Méthodologie :
3.1 Prélévement :

Hémoculture : le sang est ensemencé directement sur un milieu de culture Mycosis. Le

volume du sang est de 10 ml.

Sites périphériques : sont utilisés pour la détermination de I’index de colonisation. Les
prélevements a pratiquer sont : I’écouvillonnage anal, endo-buccal, nasal, vaginal, auriculaire,

axillaire et le prélevement urinaire.
3.2 Culture et identification :

Hémoculture : la culture se fait dans des flacons Mycosis-IC/F servant pour I’hémoculture
aérobie. Ils sont principalement utilisés avec les appareils BACTEC. L’échantillon sanguin a
analyser est ensemencé dans un ou plusieurs flacons qui sont placés ensuite dans 1’appareil
BACTEC 9050® de la série a fluorescence pour incubation et lecture périodique. Chaque
flacon contient un senseur chimique qui peut détecter I’augmentation de la teneur en CO;
produit par la croissance des microorganismes. Le senseur est lu par 1’appareil toutes les 10
minutes avec recherche d’augmentation de sa fluorescence qui est proportionnelle a la
quantit¢ du CO; présent. Une lecture positive se traduisant par un signal sonore, indique une

présence possible de microorganismes viables dans le flacon.

A partir du flacon positif, ’échantillon est ensuite ensemencé sur milieu chromogéne

Candiselect 4™. Il s’agit d’un milieu de primo-isolement permettant I’isolement et
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I’identification directe de C.albicans, espece de Candida la plus fréquemment isolée, ainsi
que lidentification présomptive de C.tropicalis, C.glabrata et C.krusei. La lecture est

effectuée apres une incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.

Sites périphériques : I’ensemencement des écouvillons ayant servi aux prélevements se fait
sur milieu chromogéne Candiselect 4™. La lecture est effectuée aprés une incubation a 37°C

pendant 24 a 48 heures.
3.3 Lecture des résultats:

L’identification de Candida albicans se fait directement a la couleur de la colonie, pour les
autres levures, des examens complémentaires sont nécessaires pour identifier I’espéce en
cause. Elle se fait comme suit :
*Colonies de couleur rose a violet = C.albicans
*Colonies turquoises, brillantes, plates a contours réguliers — morphotype lisse (S)
=> C.glabrata=>» RTT Glabrata
*Colonies turquoises tres intenses, bombées, a contours réguliers — morphotype lisse (S)
=> C.tropicalis
*Colonies turquoises, d’aspect sec, a contours irréguliers — morphotype rugueux (R)
=> C.krusei=>» Krusei Color

*Colonies blanches =»autres espéces de levures=>» galerie biochimique d’identification.
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Colonies de Candida albicans

Colonies de Candida glabrata

Colonies de Candida sp
Candida tropicalis

Candida glabrata

Figure 1 : Aspect et couleur des colonies de quelques espéces Candida sur milieu chromogéne.
Source : laboratoire parasitologie/ mycologie HMIMV
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Figure 2 : Ensemencement et incubation des milieux de culture.

Source : laboratoire parasitologie/ mycologie HMIMV
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3.4 Antifongigramme : profil de résistance phénotypique

L’antifongigramme qui étudie la sensibilité in vitro des levures aux antifongiques a pour but
de déterminer la Concentration Minimum Inhibitrice (CMI) d’une souche fongique vis-a-vis
de diverses molécules. Par définition, la CMI est la plus faible concentration d’antifongique
capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance d’une souche donnée apres une

certaine période d’incubation 411,

Dans notre étude, sur les especes isolées, un antifongigramme selon la technique du E-Test®
sur milieu Casitone est réalisé afin d’évaluer le taux de résistance des especes Candida isolées

aux médicaments antifongiques par interprétation des valeurs des CMI obtenues.

Intérét clinique : Les bandelettes d’antifongigramme permettent de déterminer la sensibilité

des levures du genre Candida aux agents antifongiques par une méthode de diffusion en

milieu gélosé. Cette méthode suit une procédure standardisée publiée par le CLSI/NCCLS.

Présentation : Les bandelettes fabriquées a partir de papier absorbant de qualité¢ supérieure
sont imprégnées d’antifongiques a des concentrations croissantes. Ces bandelettes sont
clairement identifiées par un symbole comportant 3 lettres. Les bandelettes AB Biodisk sont
présentées en blister de 100 bandelettes conditionnées en containers étanches contenant un

déshydratant.

Mode opératoire : La préparation de I’inoculum (densité de 0,5 McFarland) se fait en

émulsionnant dans un bouillon adapté (3mL de NaCl) un nombre adéquat de colonies bien
isolées a partir d’une culture pure de 24 heures. Ensuite I’ensemencement se fait a ’aide
d’un écouvillon stérile. Toute la surface de la gélose est écouvillonnée dans les trois direc-
tions. Les bandelettes sont appliquées ensuite a la surface de la gélose en s’assurant que
I’échelle de CMI soit positionnée correctement (vers soi). L’incubation des boites

s’effectue a 37°C.

Lecture et interprétation : Les ellipses d’inhibition sont mesurées apres 24 heures

d’incubation. Pour cela, on place la boite sur un fond noir non réfléchissant et on effectue la
lecture sous une lampe. Si la culture est insuffisante apres 24 heures d’incubation, la boite est

ré-incubée 24 heures supplémentaire avant d’effectuer la lecture définitive a 48 heures.
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Les ellipses d’inhibition, sont mesurés jusqu’aux colonies de tailles normales. En effet, il est
possible d’observer sur les bords des zones d’inhibition, une inhibition partielle de la culture
avec la présence de colonies de petite et de moyenne taille. Ces colonies ne correspondent pas
a des mutants résistants et ne doivent pas étre prises en compte pour la mesure des diamétres
des zones d’inhibition. Les isolats ont été catégorisés en sensibles, sensibles dose-dépendants

et résistants selon les données du fabricant (Tableau 1).

Tableau 1: Valeurs des CMI par la méthode E-test (Données du fabricant)

Antifongique Sensible SDD Intermé- Résistant
diaire

Fluconazole <8 16 -32 - >64

Voriconazole <0,125 0,25 -0,5 - >1

Flucytosine <4 - 8- 16 >32

Amphotéricine B <0,5 >2

= | L [ ERY

C albicans - Inhibition nette, Candida spp. - Ellipse fine effet — C albicans - Ignorer levolle de— C parapsilosis - Effet de traine avec ~ Candida spp. - Tenir compte des
CMI=0,047 mg/L de traine avec microcolonies, microcolonies, lire & 800 microcolonies, (M= 0,25 mg/L macrocolonies dans ellipse,
CMI=0,125 mglL d'inhibition, CMI= 0,19 mg/L (potentiel hétéro-ésistance),
CMI=1 mglL

Figure 3 : Fiche de lecture des résultats du E-test
pour les azolés.[bioMérieux, Fiche de lecture]

10
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Figure 4: différentes étapes du mode opératoire du E-test.
Source : laboratoire parasitologie/ mycologie HMIMV
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Figure 5 : Résultats des CMI. Source : Laboratoire
de Parasitologie et Mycologie, HMIM V, Rabat

3.5 Etude moléculaire

Une identification génotypique des souches a été réalisée par PCR en analysant la séquence
ITS (Internal Transcribed Spacer) de ’ADN ribosomal (amorces ITS1 et ITS4) et par
séquencage au service de Parasitologie — Mycologie du Centre Hospitalier Universitaire de
Nancy. Les paires de primer utilisés sont : CA- INT-L
(5’ ATAAGGGAAGTCGGCAAAATAGATCCGTAA -3%) et CA-INT-R (5°-
CCTTGGCTGTGGTTTCGCTAGAT AGTAGAT-3"). Concernant les génes impliqués dans
la résistance aux antifongiques, ’ARN a été extrait par le mini-kit RNA Easy (Qiagen). Une
digestion finale par DNAse a éliminé I’ADN résiduel. De I’ADN complémentaire (ADNc) a
¢té synthétisé par transcription réverse de ’ARN avec des oligonucléotides aléatoires (non
spécifiques). La quantité d’ADNc a été quantifiée par PCR quantitative en temps réel sur un
systeme Stratagene Mx4000® utilisant des sondes TagMan®. L’efficacité de chaque PCR a
¢té calculée. La quantification relative de ’ADNc a été réalisée par rapport & un isolat
sensible. Le seuil de surexpression relative pour chaque géne a été déterminé d’aprés les

données observées dans le groupe des isolats S.

12
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IHIL.LRESULTATS

Durant la période d’étude, 85 souches de Candida sp sont isolées des services de réanimation
du CHU de Rabat (5 services : HIS et HMIM V), dont 25 souches a partir des hémocultures,

alors que 60 souches proviennent des différents sites périphériques.

Tableau 2: Types des prélevements et leurs pourcentages

Type de prélévement Nombre Pourcentage (%)
Hémocultures 25 29
Sites périphériques 60 71
Total 85 100

Hémocultures
29%

Hémocultures
W sites périphériques

sites
périphériques
71%

Figure 6: Graphique de la répartition des différents prélévements réalisés durant cette étude.
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I11. 1 Répartition des espéces isolées :

La répartition des especes montre une prédominance de Candida non albicans (58 souches)

part rapport a candida albicans (27 souches).

Tableau 3: Proportion des especes C.albicans et C. nonalbicans

Especes Nombre Pourcentage %
C.albicans 27 32
C.non albicans 58 68
Totale 85 100

C.albicans
H C.non albicans

C.non albicans
68%

Figure 7: Graphique des proportions du Candida albicans et non albicans

Notre collection de souche nous a permis d’isoler 6 especes différentes de Candida, dont la
prédominance revient a Candida glabrata avec 33 souches, suivie de Candida albicans,
Candida tropicalis, puis Candida krusei, Candida parapsilosis et finalement Candida

dubliniensis. La répartition des souches isolées est illustrée dans le tableau 4 :

15
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Tableau 4: Proportion des différentes espéces de Candida isolées

Espéces Nombre Pourcentage (%)
C.glabrata 33 39
C.albicans 27 32
C.tropicalis 13 15

C.krusei 10 12

C.parapsilosis 1 1
C.dubliniensis 1 1
Totale 85 100

C.albicans C.tropicalis

32% 15%
C.glabrata
’ | C.albicans
< C krusei C tropicalis
\ C krusei

12%
C.parapsilosis M C.parapsilosis
1% C.dubliniensis

C.dubliniensis
C.glabrata 1%
39%

Figure 8: Graphique de la distribution des différentes espéces de Candida
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I11. 2 Répartition des espéces selon le site de prélevement:

Hémocultures : L’hémoculture a servit pour I’isolement de 5 especes différentes de Candida
avec une prédominance de Candida glabrata (11 souches sur 25 prélevements) suivie de

Candida albicanspuis les autres especes du genre Candida. La répartition des especes du

genre Candida 1solées a partir des hémocultures est résumée dans le tableau 5.

Tableau 5: Proportion des différentes especes de Candida isolées a partir des hémocultures

Espéces Nombre Pourcentage (%)
C.albicans 8 32
C.glabrata 11 44
C.tropicalis 2 8

C.krusei 3 12

C.dubliniensis 1 4
Total 25 100

C_tropica"sc-k":SGi C.dubliniensis
8% e 4% C.albicans

' ‘ C.albicans m C.glabrata

Ky LA C.tropicalis
C.krusei

C.glabrata B C.dubliniensis

44%

Figure 9: Graphique de la distribution des différentes
especes de Candida isolées a partir des hémocultures

Sites périphériques : A c6t¢ des hémocultures, des sites corporels périphériques ont servi a
I’isolement de plusieurs especes de Candida. Sur les prélevements positifs, 5 especes ont été

isolées dont I’espece la plus représentée est toujours C.glabrata (tableau 6).

17



Etude moléculaire et profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des souches de Candida

Tableau 6 : Proportion des différentes especes de Candida isolées a partir des sites

périphériques

Espéces Nombre Pourcentage (%)
C.albicans 19 31
C.glabrata 22 37
C.tropicalis 11 18
C.krusei 7 12

C.parapsilosis 1 2

Total 60 100

C.krusei C.parapsiloses
12% 2%

C.tropicalis ‘ C.albioca ns C.albicans
18% ‘ Sl m C.glabrata

C.tropicalis
C.krusei

B C.parapsiloses
C.glabrata
37%

Figure 10 : Distribution des espéces de Candida isolées a partir des sites périphériques.
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II1.3 Sensibilité in vitro des espéces isolées vis-a-vis les antifongiques étudiés :

Les ellipses d’inhibition observées autour des bandelettes des antifongiques sont mesurées
avec précision. Sur la base des ellipses d’inhibition, la catégorisation clinique des souches est

effectuée et résumée dans le tableau suivant :

Tableau 7: Catégorisation clinique des souches de Candida isolées sur la base des ellipses
d'inhibition.

S1
S2

S3
S4
SS
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28

R F e ER R R RR IR R®n B
AR A rnrnnununn A A onnunl@Ron @ RAnR@ A nnn@ n BA
nnnnrnnrnnnunnnnrnnnownunnwnonnl@ A nnnnn B~

nunlnnnnnmnmmElnnxERln R RV nR non
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S29
S30
S31
S32
S33
S34
S35
S36
S37
S38
S39
S40
S41
S42
S43
S44
S45
S46
S47
S48
S49
S50
S51
S52
S53
S54
SS5
S56
S57
S58
S59
S60
Sé61
S62
S63
S64
S65
S66
S67
S68
S69

DB Ennn R R R ®n®nER®n IR R AR R RR®n®nRE R ®n®n
nnnrnnnnrnnnrnnnwnnnnnnnnnnnnnnPR AR RIR AR FI NN nnnn

wnln wnlnnnlnlnnlnnnlnlnnnnnnnnnnnnonene@3elRE0nnnnenln
nln wnlnnnlnlnnnnnlnnnnnznlnmEE R nRR VR R VR R R VRV nn
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S70 R S S S
S71 R S S S
S72 S S S S
S73 R S S S
S74 S S S S
S75 R S S S
S76 R S S S
S77 S S S S
S78 S S S S
S79 S S S S
S80 R S S S
S81 R S S S
S82 S S S S
S83 S S S S
S84 S S S S
S85 S S S S

Les especes isolées montrent des sensibilités différentes vis-a-vis des 4 antifongiques testés.
Les résultats de la sensibilité des souches de Candida isolées aux agents antifongiques sont

présentés pour chaque molécule antifongique, puis pour chaque espéce.

3.1 Sensibilité selon I’antifongique

Sensibilité au fluconazole : L’étude de la sensibilité in vitro au fluconazole a démontrée des
taux ¢élevés de résistance de 1’ordre de 55% (tableau 8), considéré ainsi comme le taux de

résistance le plus ¢levé noté dans cette ¢tude.
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Tableau 8: Sensibilité des souches de Candida isolées vis a vis du fluconazole

Catégorie clinique Pourcentage

(%)

Total 85 100

Figure 11: Proportions des souches résistantes et sensibles vis-a-vis du fluconazole.

Sensibilité au voriconazole : L’évaluation de la sensibilité in vitro du voriconazole illustre
une fréquence de souches de sensibilité¢ ¢élevée égale a 76%, alors que 24% des souches

isolées sont résistantes au voriconazole (tableau 9).
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Tableau 9: Sensibilité des souches de Candida isolées vis a vis du voriconazole

Catégorie clinique Pourcentage
(%)
S 65 76
Total 85 100

Figure 12: Proportions des souches résistantes et sensibles vis-a-vis du
Voriconazole

Sensibilité a I’amphotéricine B : L’¢tude de la sensibilité in vitro a ’amphotéricine B
montre un taux faible de résistance de I’ordre de 9%, alors que 91% des souches de Candida

isolées sont sensibles a cet agent antifongique (tableau 10).
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Tableau 10 : Sensibilité¢ des souches de Candida isolées vis a vis de I’amphotéricine B

Catégorie Nombre Pourcentage (%)
R 8 9
S 77 91
Total 85 100

Figure 13:Proportions des souches résistantes et sensibles vis-a-vis del’amphotéricine B

Sensibilité a la 5-Flucytosine : L.’¢tude de la sensibilité in vitro a la 5-flucytosine indique
que 28% des souches testées sont résistantes, alors que 72% des souches sont sensibles a la
SFC (tableau 11).
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Tableau 11: Sensibilité des souches de Candida isolées vis a vis de la 5-flucytosine

Catégorie Nombre Pourcentage
R 24 28
S 61 72
Total 85 100

Figure 14 : Proportions des souches résistantes et sensibles vis-a-vis de la 5-flucytosine

Sensibilité des souches isolées vis-a-vis de tous les antifongiques testés : L’¢tude de la
sensibilité in vitro des souches de Candida isolées des services de réanimation vis-a-vis des
antifongiques disponibles permet d’évaluer la fréquence de résistance pour chaque molécule
afin de comparer leurs activités. Le tableau 12 résume la répartition des différentes catégories

vis-a-vis des 4 antifongiques.
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Tableau 12: Sensibilité¢ en % des souches de Candida isolées vis a vis des antifongiques

R 55 24 28 9
S 45 76 72 91
Total 100 100 100 100

100 -
90 -

80 -
70 -

NN NN

60 -

mR
50 -

40 -

mS

30 -
20 -

10 -

Fluconazole Voriconazole 5-Flucytosine ~ Amphotéricine B

Figure 15: Proportions des souches résistantes et sensibles vis-a-vis des 4 antifongiques

3.2 Sensibilité selon les espéces :

Les résultats de la catégorisation clinique des souches sont présentés selon I’espéce de

Candida testée.

Candida albicans : L’espece Candida albicans est retrouvée dans 27 isolats parmi les 85
souches de Candida, cette espéce présente des sensibilités variables vis-a-vis des

antifongiques testés, la catégorisation clinique est résumée dans le tableau suivant:
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Tableau 13: Sensibilité¢ des souches de Candida albicans vis a vis des 4 antifongiques

R 10 (37%) 5(18%) 13(48%) 2(7%)
S 17 (63%) 22(82%) 14(52%) 25(93%)
Total 27 27 27 27

100 -
90 -

80 -
70 -

60 -

mR
50 -

40 -

SN NN N

Hs

30 -
20 -

10 -

Fluconazole Voriconazole 5-Flucytosine ~ Amphotéricine B

Figure 16: Proportions des souches de Candida albicans résistanteset sensibles vis-a-vis des 4 anti-
fongiques.

Candida glabrata : Cette espéce occupe la premicre place en fréquence dans la répartition des
espéces du genre Candida, elle est retrouvée dans 33 isolats sur les 85 souches de
Candida spp. La sensibilité de cette espéce vis-a-vis des antifongiques est présentée dans le

tableau 14.
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Tableau 14: Sensibilité des souches de Candida glabrata vis a vis des 4 antifongiques

R 22(67%) 10(30%) 5(15%) 3(9%)
S 11(33%) 23(70%) 28(85%) 30(91%)
Total 33 33 33 33

100 b

90 ~

80 A

70 ~

60 -

ER
50 A

mS
40 -

30 ~

20 ~

10

Fluconazole Voriconazole 5-Flucytosine Amphotéricine B

Figure 17: Proportions des souches de Candida glabrata résistantes et sensibles vis-a-vis des 4 anti-
fongiques utilisés

Candida tropicalis : 1’étude du profil de sensibilité in vitro des souches de C. tropicalis aux

antifongiques montre les résultats résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 15: Sensibilité des souches de Candida tropicalis vis a vis des 4 antifongiques

R 5(38%) 2(15%) 4(31%) 2(15%)
S 8(62%) 11(85%) 9(69%) 11(85%)
Total 13 13 13 13

90 '/
80 A
70 A
60 A
50 1 mR
40 '/ mS
30 A
20 A
10 1
0 T T T f

Fluconazole Voriconazole 5-Flucytosine Amphotericine B

Figure 18: Proportions des souches de Candida tropicalis résistantes et sensibles vis-a-vis des 4 anti-
fongiques utilisés

Candida krusei : L’étude de la sensibilité in vitro des souches de C. krusei aux agents
antifongiques permet la catégorisation clinique des souches de cette espéce en souches

résistantes ou sensibles (tableau 16) :
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Tableau 16: Sensibilité¢ des souches de Candida krusei vis a vis des 4 antifongiques

R 10 (100%) 3(30%) 2(20%) 1(10%)
S 0(0%) 7(70%) 8(80%) 9(90%)
Total 10 10 10 10

100 g

90 ~

80 A

70 ~

60 -

ER
50 A

mS
40 -

30 ~

20 ~

Fluconazole Voriconazole 5-Flucytosine Amphotéricine B

Figure 19: Graphique des proportions des souches de Candida krusei résistantes et sensibles vis-a-vis
des 4 antifongiques

Concernant les souches de Candida parapsilosis et Candida dubliniensis, tous les isolats sont

sensibles aux différents antifongiques testés.
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111.4 Etude moléculaire :

Tests génotypiques des souches de Candida sp : La PCR et le séquencage ont confirmé la

présence de 85 souches de Candida sp. Il n’y a donc aucune discordance entre les tests
moléculaires et les résultats obtenus par les tests phénotypique. Le tableau 17 compare les
résultats obtenus par les tests phénotypiques, la PCR et le séquencage des souches identifiées

comme ¢tant du genre Candida.

Tableau 17 : comparaison des résultats entre les tests phénotypiques et les méthodes

moléculaires
Souches | Test phénotypique PCRITS1/4 Séquencage
. + Bande albicans + Candida dubliniensis
Bande dubliniensis
5 + Bande albicans + Candida albicans
Bande dubliniensis
+ Bande albicans + Candida albicans
. Bande dubliniensis
A + Bande albicans + Candida albicans
Bande dubliniensis
+ Bande albicans + Candida albicans
: Bande dubliniensis
+ Bande albicans + Candida albicans
6 Bande dubliniensis
+ Bande albicans + Candida albicans
’ Bande dubliniensis
+ Bande albicans + Candida albicans
’ Bande dubliniensis
+ Bande albicans + Candida albicans
’ Bande dubliniensis
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10

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

11

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

12

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

13

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

14

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

15

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

16

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

17

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

18

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

19

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

20

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

21

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

22

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans

23

Bande albicans +

Bande dubliniensis

Candida albicans
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+ Bande albicans + Candida albicans
o Bande dubliniensis
55 + Bande albicans + Candida albicans
Bande dubliniensis
Y + Bande albicans + Candida albicans
Bande dubliniensis
+ Bande albicans + Candida albicans
?7 Bande dubliniensis
- + Bande albicans + Candida albicans
Bande dubliniensis
29 + Bande parapsilosis Candida parapsilosis
30 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
31 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
32 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
33 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
34 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
35 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
36 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
37 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
38 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
39 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
40 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
41 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
42 + Bande Tropicalis Candida tropicalis
43 + Bande glabrata Candida glabrata
44 + Bande glabrata Candida glabrata
45 + Bande glabrata Candida glabrata
46 + Bande glabrata Candida glabrata
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47 + Bande glabrata Candida glabrata
48 + Bande glabrata Candida glabrata
49 + Bande glabrata Candida glabrata
50 + Bande glabrata Candida glabrata
51 + Bande glabrata Candida glabrata
52 + Bande glabrata Candida glabrata
53 + Bande glabrata Candida glabrata
54 + Bande glabrata Candida glabrata
55 + Bande glabrata Candida glabrata
56 + Bande glabrata Candida glabrata
57 + Bande glabrata Candida glabrata
58 + Bande glabrata Candida glabrata
59 + Bande glabrata Candida glabrata
60 + Bande glabrata Candida glabrata
61 + Bande glabrata Candida glabrata
62 + Bande glabrata Candida glabrata
63 + Bande glabrata Candida glabrata
64 + Bande glabrata Candida glabrata
65 + Bande glabrata Candida glabrata
66 + Bande glabrata Candida glabrata
67 + Bande glabrata Candida glabrata
68 + Bande glabrata Candida glabrata
69 + Bande glabrata Candida glabrata
70 + Bande glabrata Candida glabrata
71 + Bande glabrata Candida glabrata
72 + Bande glabrata Candida glabrata
73 + Bande glabrata Candida glabrata
74 + Bande glabrata Candida glabrata
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75 + Bande glabrata Candida glabrata
76 + Bande krusei Candida krusei
77 + Bande krusei Candida krusei
78 + Bande krusei Candida krusei
79 + Bande krusei Candida krusei
80 + Bande krusei Candida krusei
81 + Bande krusei Candida krusei
82 + Bande krusei Candida krusei
83 + Bande krusei Candida krusei
84 + Bande krusei Candida krusei
85 + Bande krusei Candida krusei

Concernant les genes de résistance, nous ne rapportons que les résultats concernant les
souches de Candida glabrata et les genes impliqués dans la résistance au fluconazole, genes
qui codent la 14adéméthylase ou des ABC transporteurs, impliqués dans la résistance aux
azolés par des mécanismes de surproduction de cible ou d’efflux. Pour rappel, cette espece
présente un taux de résistance de 1’ordre de 67% (22/33). L’expression des génes des 33
isolats de Candida glabrata a été quantifiée. Dans le tableau 18 figurent les pourcentages
d’isolats surexprimant les génes ERG11, CDR1, CDR2 et SNQ2 en fonction du profil de

sensibilité au fluconazole.
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Tableau 18 : % des isolats surexprimant les génes de résistance

Surexpression S (N=11) R (N=22)
ERGI11 0% 33%
CDR1 0% 40%
CDR2 40% 68%
SNQ2 33% 62%

La fréquence des isolats de C.glabrata surexprimant des genes codant des molécules

potentiellement impliquées dans la résistance au fluconazole est plus élevée chez les isolats R.

Cependant, une surexpression se retrouve parfois chez des isolats S.
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IV. DISCUSSION
IV.1 Rappels sur les levures du genre Candida :
1.1 Description :

Les levures sont des organismes eucaryotes unicellulaires sans chlorophylle, pigment assimi-
lateur retrouvé chez les plantes. Elles sont médicalement représentées par les genres Candida,

Cryptococcus, Malassezia, Saccharomyces, Geotrichum, Rhodotorula et Trichosporon.

D’un point de vue cellulaire, elles possédent un noyau entouré d’une membrane nucléaire, un
réticulum endoplasmique et des mitochondries [ % 7%), La membrane fongique est riche en
lipides dont I’ergostérol, et la paroi est composée de protéines, de phospholipide, de chitine et

de sucres dont les principaux sont les mannanes et les glucanes (Figure 20).

B1,3
31,6
glucans

Cell
membrane

Figure 20 : Les différents constituants de la paroi fongique.
Source: Diamond R., Atlas of fungal Infections, Ed.1999
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Ces levures sont hétérotrophes, c'est-a-dire qu’elles nécessitent une source de carbone
provenant de maticeres organiques en décomposition ou du parasitisme pour se développer et
survivre. La nutrition des levures par absorption est assurée par un réseau de filaments (thalle
ou mycélium). La morphologie de ce thalle reproducteur est a I’origine de la classification des
champignons microscopiques. En effet, la formation de spores sexuées caractérise le genre
des champignons parfaits (zygomycetes, basidiomycetes, ascomycetes et chytridiomycetes)
tandis que les champignons imparfaits (deutéromycétes) sont définis par la formation de
spores asexuées. Chez les levures, le thalle est constitué d’¢léments unicellulaires appelés

blastopores qui se reproduisent par bourgeonnement et créent des pseudo-filaments.

Concernant le genre Candida : Les levures apparaissent macroscopiquement sous forme de
colonies blanches a crémeuses de 1 a 3 mm. Suivant I’espéce en question, leur texture peut

étre pateuse, lisse, brillante, seche, ridée ou terne 8, 62,70]

Les caracteres microscopiques different selon 1’espece. Toutes produisent des blastoconidies,
rondes ou allongées, et la plupart des pseudo-hyphes qui peuvent étre longs, incurvés ou

ramifiés. Certaines espeéces présentent des formes de résistances appelées chlamydospores.
1.2 Les caractéristiques des principales espéces de Candida :

Le genre Candida est ubiquitaire : on le retrouve comme agent commensal de la peau, du trac-
tus digestif et urinaire. Il comporte plus de 200 especes, seules 10% sont connues pour étre
responsables d’infections chez I’'Homme. Il regroupe des levures non pigmentées, non capsu-

lées, a bourgeonnement multilatéral, productrices ou non de filaments 7%

Candida albicans est de loin la plus fréquente, et les autres espéces les plus représentées sont

regroupées sous les termes de Candida non-albicans: C.glabrata, C.parapsilosis, C.tropicalis,

C.kefyr, C.dubliniensis et C. krusei.

Candida albicans : C’est I’espéce la plus fréquemment incriminée dans les infections et les
colonisations a Candida sp, 32% des souches retrouvées dans notre étude sont de cette espece.
Elle est commensale du tube digestif et des muqueuses humaines. Sa présence sur la peau est
systématiquement pathogeéne. Cette espece est responsable d’atteintes cutanéo-muqueuses,

d’infections profondes (pyélonéphrite, péritonite) et d’infections invasives (Candidémie,
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Candidose hépatosplénique et Méningite) La neutropénie et la pré-exposition au Fluconazole
apparaissent comme des facteurs de risques de candidémies a C.non albicans plutdét que
C.albicans. Concernant les cancers, les patients présentant des tumeurs solides sont plus a
risque que ceux souffrant de pathologies onco-hématologiques dans la survenue de

candidémie a cette espece.

Candida glabrata : En deuxieme position en Europe et aux Etats-Unis en termes de fréquence
apres C.albicans, on retrouve cette espece au niveau du tube digestif et des muqueuses
humaines. Elle est responsable de candidémies, d’infections du tractus urinaire et de
candidoses profondes.L’Age avancé, la transplantation d’organes solides ainsi que la
prophylaxie par Fluconazole sont des facteurs de prédisposition pour les candidémies a
C.glabrata. Sa principale caractéristique est d’étre de « sensibilit¢ dose-dépendante » au
Fluconazole, lui conférant donc une résistance relative a cet antifongique, notre étude
démontre une resistance de ’odre de 67% vis-a-vis du Fluconazole et aussi que I’espece
C.glabrata est la plus prédominante 39% de I’ensemble des especes retrouvées.D’un point de

vue biologique, on note une absence de filamentation pour cette espece.

Candida tropicalis : La neutropénie ¢tant un facteur prédisposant de candidémie a
C. tropicalis, on retrouvecette levure principalement chez les populations de patients ayant
des tumeurs solides, despathologies onco-hématologiques ou chez les greffés de cellules
souches hématopoiétiques. De plus, C. tropicalis présente une virulence importante. Cette
espece est tres sensible au Fluconazole et I’utilisation prophylactique de cet antifongique
entraine une diminution des candidémies a C. tropicalis. Mais d’aprés notre €tude on

remarque une augmentation de résistance vis-a-vis a cet antifongique arrivant a 38%.

Candida krusei : Les candidémies a C. krusei sont redoutables, avec une mortalité trés élevée
(mortalité¢ brute de 80% et mortalité¢ attribuable de 40%). Les facteurs prédisposants sont :
lutilisation  prophylactique du  fluconazole, la neutropénie, les pathologies
onco-hématologiques et la greffe de cellules souches hématopoiétiques. La caractérisation de
cette espéce est tres importante car C. krusei est naturellement résistant au fluconazole,

confirmé par notre étude, mais selon d’autres études C .krusei peut montrer des résistances a
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d’autres antifongiques tels que I’amphotéricine B, contrairement a nos résultats retrouvés qui
prouvent une bonne sensibilité a cet antifongique. Les différentes caractéristiques des especes

non-albicans prédisposent certains terrains a développer des candidémies.

Candida parapsilosis : est préférentiellement retrouvé sur la peau. Il est responsable
d’infections cutanées, mais aussi d’infections profondes qui peuvent étre d’origine endogenes
ou exogenes. Le portage manuel du personnel soignant est fréquent, la transmission
horizontale est donc aisée et certaines épidémies en milieu hospitalier ont déja été décrites.
Cette espece est connue pour son habilit¢ a former des biofilms sur les dispositifs
implantables. De plus, elle peut se développer dans les poches de solutés contenant du
glucose. De par ces caractéres, C. parapsilosis cause des infections principalement d’origine
iatrogene, en particulier chez les prématurés, les nouveau-nés et les enfants. D’autres facteurs
intrinseéques ou extrinseques sont impliqués dans le développement d’infections a cet agent
pathogene, notamment la chirurgie récente. De plus, cette espece est souvent moins sensible
aux ¢échinocandines, de par I’existence d’un polymorphisme sur le géne FKS/, codant pour
une des deux sous-unités de la B (1-3) glucane synthase, cible de cette classe antifongique.
Néanmoins, parmi toutes les especes de Candida, les candidémies a C. parapsilosis atfichent
le taux de mortalité le plus faible, de I’ordre de 30%. C. parapsilosis appartient au complexe
C. parapsilosis, qui contient 3 especes différentes, avec en terme de fréquence

C. parapsilosis (91,3%); C. orthopsilosis (6,1%) et C.metapsilosis (1,8%). Ces especes ont pu
étre définies sur la base d’¢tudes moléculaires, ou par des techniques de migration

¢lectrophorétique capillaire.
IV.2 Moyens d’étude de la sensibilité in vitro aux antifongiques :

Antifongigramme : L’antifongigramme permet de déterminer la sensibilit¢ d’une souche de
mycete a plusieurs antifongiques par mesure in vitro des CMI de chaque molécule vis-a-vis de
la souche. Son intérét réside, comme pour I’antibiogramme, dans le fait de pouvoir prédire,

avec une bonne probabilité, un succes ou un échec thérapeutique.
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Trois problémes limitent les recours a 1’antifongigramme :

Des techniques standards ne sont définies par le CLSI et ’EUCAST que pour un nombre
limité d’especes : les levures et les champignons filamenteux produisant des conidies. Il a
¢té établi que les CMI pour des fragments d’hyphes sont supérieures a celles obtenues
avec un inoculum constitué de conidies. Ces techniques ne s’appliquent pas aux
dermatophytes. Les arthrospores de Trichophyton rubrum induites expérimentalement in
vitro sont plus résistantes aux antifongiques que les hyphes.
Les critéres de catégorisation clinique définis par le CLSI ou ’EUCAST ne concernent
que quelques couples antibiotique — espece de mycete et la valeur prédictive de
I’antifongigramme est faible dans les autres cas.
Enfin, la technique de microdilution ne peut étre utilisée en routine car elle est lourde a
mettre en ceuvre. Des techniques alternatives sont utilisées par les laboratoires de
mycologie.

L’automate VITEK 2 (bioM¢érieux) permet 1’identification des levures et la détermination de

leur sensibilité a I’amphotéricine B, au fluconazole, au voriconazole et a la flucytosine (carte

AST-YSO01). Pour chaque souche, ’inhibition de la croissance en présence de différentes
concentrations d’antibiotiques est mesurée et rapportée a la CMI par des algorithmes protégés
par la propriété industrielle. La réponse est obtenue, en moyenne, en 15,5 heures pour
Candida sp mais en 34 heures pour Cryptococcus neoformans. Le pourcentage d’erreurs tres
majeures par rapport a la technique de référence de ’EUCAST (souches résistantes
renduessensibles) est de 2,6 % ; ces erreurs concernent le fluconazole et des souches de

croissance lente.

Trek Diagnostic Systems (East Grinstecal, Royaume-Uni) commercialise des microplaques
(Sensititre Yeast One Y010), contenant, sous forme lyophilisée, différentes concentrations
d’amphotéricine B, de fluconazole, de voriconazole, d’itraconazole, de posaconazole, de
flucytosine, de micafungine, de caspofungine et d’anidulafungine permettant la mesure des
CMI pour des levures non exigeantes et a croissance rapide. Aprés ensemencement et

incubation, la croissance est repérée par le changement de couleur d’un indicateur
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d’oxydoréduction, 1’alamar blue, ou par une émission de fluorescence. La technique est semi
automatisable comme pour la détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques,
des techniques de diffusion ont été¢ développées. Le CLSI a publié deux standards pour les
levures (M 44-A2, 2009) et pour les champignons filamenteux non dermatophytes (M 51-A,
2010). Le milieu98pour les levures est une gélose de Mueller-Hinton supplémentée par 2 %
de glucose. La gélose est ensemencée par écouvillonnage d’une suspension d’opacité

équivalente a 0,5 dans la gamme de MacFarland 233641111

L’incubation est de 18 a 24 h (48 h pour Cryptococcus) a 35°-37°C. Des disques de
fluconazole, de voriconazole, d’itraconazole, d’amphotéricine B et de caspofungine sont
commercialisés par plusieurs industriels. L’adjonction de bleu de méthyléne (0,5 mg/L) au
milieu peut aider a la lecture des diamétres des zones d’inhibition. Le tableau ci dessous

fournit des critéres d’interprétation.

Tableau 19: Diamétres critiques (mm) pour la catégorisation clinique

S S-DD R S S-DD R
Fluconazole >19 15-18 <14

([c] sanguines > 400 mg/dose)

Voriconazole >17 14-16 <13 >17 14-16 <13

([c] plasmatiques > 0,5 mg/L)

Itraconazole >17  14-16 <13
Posaconazole

Caspofungine >17  14-16 <13
Amphotericine B >15  13-14 <13

S = Sensible ; R = Résistant ; S-DD = Sensibilité Dose Dépendante
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2.1 Méthodes par dilution :

Les méthodes de dilution sont effectuées en milieu liquide ou en milieu solide. Elles
consistent a mettre un moculum standardisé au contact de concentrations croissantes

d’antifongiques selon une progression géométrique de raison 2.

En milieu solide: La méthode la plus utilisée est la méthode de Steers. Pour un
antifongique donné, une gamme de concentration est réalisée puis incorporée a un milieu
solide en surfusion, et coulée en boite de Pétri. Une boite de Pétri permet de tester jusqu’a
30 souches différentes. L'ensemencement des souches a tester est fait a l'aide de 1'appareil de
Steers, qui est un multi-ensemenceur permettant de repiquer en une fois 36 souches sur le
méme milieu. Apres incubation, la CMI de chaque souche est déterminée par 1'inhibition de

la croissance sur le milieu contenant la plus faible concentration d’antifongique.

Témoin 0.5 1 2

pz fml

Figure 21 : Détermination de la CMI par dilution en milieu gélosé

Dans l'exemple présenté ci-dessus (Figure 21), le nombre de souches est limité a quatre.
= La CMI de la souche 3 vis-a-vis de I’antifongique incorporé¢ a la gélose est de 1pg/mL.
= La CMI de la souche 2 est de 2 pg/mL.
= Les déterminations des CMI des souches 1 et 4 nécessiteraient de tester des con-
centrations plus fortes en antifongique.
Le milieu casitone a permis d'améliorer la lecture pour les azolés. Il existe une bonne

corrélation avec les micro-méthodes en milieu liquide.
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En milieu semi-solide : 11 en existe plusieurs. Des galeries possédant en général plusieurs

puits avec deux concentrations différentes d'un antifongique sont utilisées.

- ATB-Fungus® (Bio-M¢érieux) : C’est un test commercialisé qui permet de déterminer la
sensibilité des Candida et de Cryptococcus neoformans aux antifongiques dans des condi-

tions trés proches de la technique de référence de micro-dilution.

La galerie ATB-Fungus comporte 16 paires de cupules. La premiére paire, sans
antifongique, sert de témoin de croissance. Les 15 suivantes contiennent cing ou six
antifongiques (selon le modéle) a plusieurs concentrations permettant de déterminer des
CMI et/ou des catégories cliniques. Pour déterminer cette CMI, on va rechercher et
quantifier dans chaque cupule une croissance par lecture visuelle.

Il existe la galerie ATB-Fungus3® et le modele précédent ATB-Fungus2®. La différence
entre les deux réside en la présence d’un cinquiéme agent antifongique dans la galerie

ATB-fungus3® qui est le voriconazole.

CODOOOOOOHODOBHO
alalalalofololol UL L L L lo

oA,

—-—*——""’

Figure 22 : Galerie ATB Fungus2®, bioMérieux SA Marchand S., (2004-2005)
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Tableau 20 : Antifongiques des deux modé¢les de la galerie ATB-Fungus.

S5flucocytosine 0.5 - 64 8 4 - 2
pg/ml lémg/L
Amphotéricine 0.5 - 16 6 0.5 - 6
B pg/ml lémg/L
Fluconazole 0.25 - 128 10 1 - 8
pg/ml 128mg/L
Itraconazole 0.125 - 4 6 0.125 - 6
pg/ml 4mg/L
Voriconazole - - 0.06 - 8
8mg/L

Mode opératoire : A partir d’une culture fraiche de levures, on prépare une suspension de
2 McFarland. 20 pl de cette suspension est ensuite transféré a un milieu de croissance
spécifique (ATB-Fungus medium). Aprés homogénéisation, chaque puit de la galerie est
inoculé avec 135 pl de l'inoculum homogénéisé (4x10° levures/cupule). Aprés 24h
d'incubation a 36 £ 1°C, la croissance dans les puits est lue visuellement par deux
techniciens indépendants.

Lecture des résultats : Pour faciliter la lecture, la galerie est placée sur un fond noir.
Pour chaque antifongique, la lecture commence par la concentration la plus faible, ensuite
un score de croissance est noté pour chacune des cupules comparativement aux cupules
témoins. L.’absence de croissance dans 1'une ou I’autre, ou les 2 cupules témoins invalide

la galerie.
Absence de réduction de croissance =» score = 4

Légeére réduction de croissance = score =3

Réduction marquée de croissance = score = 2

Tres faible croissance = score = 1

Absence de croissance = score = 0

Pour ce qui est de ’amphotéricine B, la CMI correspond a la concentration d’antifongique

la plus faible permettant d’obtenir un score de 0, donc une inhibition compléte. Pour le
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fluconazole, la flucytosine, I’itraconazole et le voriconazole, du fait du phénomene de
croissance résiduelle, la CMI correspond a la concentration d’antifongique la plus faible

permettant d’obtenir un score de 2,1 ou 0.

Avantages : La méthode est rapide, reproductible et automatisable. Les CMI sont précises
(plusieurs concentrations).

Inconvénients : Pour cette méthode, la lecture de la quantification de la croissance est
relativement difficile au début et peut varier selon les personnes donc le résultat dépend
de notre jugement. Ce résultat est parfois peu clair du fait d’'une mauvaise préparation ou
d’une incubation inadéquate. Le temps d’incubation est de 24 heures pour toutes les es-
peces, sauf pour C.glabrata (48 heures). Apres 48 heures, les cupules de la galerie sont

parfois seches et ininterprétables.

En milieu liquide : En milieu liquide, I'inoculum est distribué dans une série de tubes
(méthode de macrodilution) ou de cupules (méthode de microdilution) contenant
I’antifongique. Apres incubation, la CMI est indiquée par le tube ou la cupule qui contient
la plus faible concentration d’antifongique et ou aucune croissance n'est visible. Dans la
figure ci-dessous, la CMI de la souche testée est de 2 ug/mL (premier tube dans lequel

aucune croissance n'est visible a I'ceil nu).

Tézw i 0,25 2 4 2 lé
T P Sml
CII

Figure 23 : Détermination de la CMI par dilution en milieu liquide
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Dans la pratique courante, les méthodes de dilution sont de mise en ceuvre délicate et/ou

onéreuse et elles sont réservées a des laboratoires spécialisés.

Méthodes de référence : 2 techniques de références sont disponibles

1- Standard américain : Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) :

L’absence de reproductibilité des concentrations minimales inhibitrices entre les labora-
toires a imposé la nécessité d’obtenir des méthodes standardisées et reproductibles. Beau-
coup d’effort ont €té entrepris pour obtenir des méthodes rapides, fiables et de routine au
sein des laboratoires. Les buts princeps €taient d’obtenir des résultats reproductibles et
définir des souches controle, de constituer une référence pour I’évaluation des autres mé-
thodes, d’évoluer vers des méthodes de pratique courante et construire pour le mycologue

une trousse de routine.

Ainsi, en 1982, une premicre section chargée de la standardisation des tests de sensibilité
des levures aux antifongiques a été créée aux Etats-Unis au sein du NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards). Suite aux études initi€¢es, depuis 1982, par
le Subcommittee on Antifungal Susceptibility Tests (sous comité sur les essais de sensibi-
lit¢ aux antifongiques), le NCCLSa publi¢ en 1997 une méthode de référence officielle de
macrodilution en bouillon (Approved Standard M27-A) et ses variantes de microdilution
pour tester in vitro les activités des composés antifongiques contre Candida.sp .et
C.neoformans. La méthode M27-A est une macrométhode longue et laborieuse réalisée en
tube avec une détermination visuelle des CMI.

Pour pallier a la lourdeur de la mise en ceuvre de cette technique, le NCCLS a proposé une
microméthode adaptée pour une utilisation en microplaques avec lecture spectrophotomé-
trique des CMI. Elle est bien corrélée avec la macrométhode mais elle reste une technique
lourde non utilisée en routine. Ainsi, la publication de la méthode M27-A a été suivie en
1998 du Proposed Standard M38-A, qui décrit des méthodes de macrodilution et de mi-
crodilution en bouillon pour des essais de sensibilité des champignons filamenteux (4s-

pergillus sp., Fusarium sp., Rhizopus oryzae....)
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Tableau 21 : Paramétres de mise en ceuvre des méthodes M27 et M38 de microdilution

du CLSI.

(pH=7.0)

Format Microdilution en milieu li- Microdilution
quide, volume final : 1MI
Organismes Candida sp. Aspergillus sp.
Cryptococcus sp. Fusarium sp.
Rhisopus sp.
Sporothrix schenkii
Pseudallescheria boydii
Milieu RPMI 1640 + 0.165M MOPS RPMI 1640 + 0.165M MOPS

(pH=7.0)

Taille de I’inoculum

0.5—2.5x 10° organismes/mL

0,4— 5x 10* conidies/MI

Température

d’incubation

35°C

35°C

Durée d’incubation

48h (Candida sp.)
72h  (Cryptococcus  néofor-

mans)

24h Rhizopus
48h  Aspergillus, Fusarium,
S.schenckii

72h P.boydii

Point final

CMI - 0: amphotéricine B
CMI - 2:

Sfluorocytosine, caspofungine,

azolés,

anidumafungine, micafungine

CMI - 0: amphotéricine B,
itraconazole,  voriconazole,
posaconazole, ravcuconazole
CMI - 2 et MEC : caspofun-
gine, anidumafungine, mica-

fungine

CMI (mg/L) = Concentration Minimale Inhibitrice : Plus petite concentration d’antifongique qui donne une

réduction visible de la croissance de I’inoculum/témoin.

» CMI -0 : inhibition compléte de la croissance.
» CMI -2 : inhibition de 50%/témoin.

CME (mg/L) = Concentration Minimale Efficace :

Plus petite concentration d’antifongique pour la-

quelle on observe des hyphes courtes, trapues et compactes/témoin.
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2- Standard européen : EuropeanCommitteeon Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) :

Un test de dilution en bouillon pour tester la sensibilité des levures normalisé par le
Comité Européen sur les Essais de Sensibilit¢ aux Antifongiques (EUCAST), Sous-
Comité sur les Essais de Sensibilité aux Antifongiques (AFST), est également disponible
et initialement documentéen 1999. Le test est similaire a la méthode de dilution en bouil-
lon du CLSI, sauf que le milieu RPMI 1640 est supplémenté de 2% de glucose, la densité
d'inoculum est de 1-5 x 10° cellule/mL, et les résultats sont lus a 24h au lieu de 48h pour
le CLSI. Une évaluation multicentrique de la méthode de P’EUCAST a montré qu’elle
donne des résultats reproductibles et des études comparatives suggerent une bonne corré-
lation (taux d'accord 92%) entre la méthode du CLSI et celle de 'EUCAST.

Des parametres optimaux pour les tests de sensibilité d’Aspergillus sp aux antifongiques
ont également été proposés par EUCAST-AFST. Il s'agit notamment de l'utilisation de
RPMI 1640 supplémenté a 2% de glucose comme le milieu d'essai, d’un inoculum d’une
densité de 1-2,5 x 10° conidies/mL, d’une température d’incubation de 35°C pendant 48h,
et une lecture visuelle des CMI a CMI-0. Un taux d'accord global de 92,5% a été atteint
entre la méthode d’EUCAST et la méthode du CLSI lors d'un essai qui a englobé le posa-
conazole et le voriconazole contre Aspergillus.

Expression des résultats : Les résultats des 2 méthodes de référence en milieu liquide

s’expriment par :

CMI (mg/L) = Concentration Minimale Inhibitrice: Plus petite concentration
d’antifongique qui donne une réduction visible de la croissance de I’inoculum/témoin.
CME (mg/L) = Concentration Minimale Efficace: Plus petite concentration
d’antifongique pour laquelle on observe des hyphes courtes, trapues et compactes/témoin.
CMF (mg/L) = Concentration Minimale Fongicide: Plus petite concentration
d’antifongique qui tue >99,9% de I’inoculum ou qui diminue de 3 log au moins la densité

de I’inoculum/témoin.
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Valeurs seuils d’interprétation : pour les 2 méthodes différent d’une espéce a 1’autre.

a) Pour Candida sp:

Les valeurs seuils d’interprétation pour Candida selon les méthodes de référence sont re-

présentées dans le tableau suivant.

Tableau 22 : Proposition de valeurs seuils pour les différentes catégories de Candida vis-
a-vis des antifongiques selon ’EUCAST et le CLSI

I R S SDD R
Fluconazole <2 4 >4 <8 16-32 >4
Voriconazole <0,125 - >0,125 <1 2 >4
Caspofungine NE NE NE <2% NE NE
Micafungine NE NE NE <2* NE NE
Anidulafungi- NE NE NE <2% NE NE
ne

*Les isolats de Candida testés qui ont des CMI > 2 mg/L pour les échinocandines ont ¢té définis comme

non sensibles.
NE: Non établi, S-DD sensible dose dépendant.

Les données sont exprimées en mg/L.

b) Aspergillus fumigatus :

Il n'existe pas de valeurs seuils d’interprétation approuvées par le CLSI ou 'EUCAST
pour tester la sensibilité des filamenteux aux azolés. Mais il existe des propositions de
valeurs seuils pour les différentes catégories (S, I, R) d’Aspergillus fumigatus vis-a-vis
des antifongiques azolés actifs (Tableau 23).

Tableau 23: Proposition de valeurs seuils pour les différentes catégories (S, I, R)
d’Aspergillus fumigatus vis-a-vis des antifongiques azolés actifs

Itraconazole <2 2 >2
Voriconazole <2 2 >2
Posaconazole <0,5 0,5 >2
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¢) Cas particulier de I’amphotéricine B :

Il n’existe pas de valeurs seuils d’interprétation approuvées par le CLSI ou ’EUCAST
concernant I’amphotéricine B.

Candida sp. : CMI > 1mg/L =» Résistant

Aspergillus sp. : CMI > 1lmg/L =» Résistant

Méthodes colorimétriques (dérivées de la méthode du NCCLS): Nous avons vu
précédemment que la détermination des CMI pour les méthodes de dilution demande une
appréciation visuelle du degré de croissance par rapport a un témoin. Cette évaluation
nécessite de l'expérience. Afin de faciliter I'expression des résultats, des indicateurs

colorimétriques ou des colorants fluorescents peuvent étre utilisés %231,

Plusieurs méthodes colorimétriques sont utilisées tels que Sensititre Yeast One. Des
méthodes non commercialisées sont ¢galement utilisées (celles qui utilisent les sels de
tétrazolium). Alamar blue ou d'autres indicateurs colorimétriques peuvent étre ajoutés au
RPMI. En utilisant Alamar blue, le bleu indique 1'absence de croissance, le violet indique
une inhibition partielle de la croissance, et le rouge indique la présence d’une croissance.
Ces résultats peuvent ¢galement étre évalués par spectrophotométrie. Dans I’autre cas, ou
c’est les sels de tétrazolium qui sont utilisés, le changement de couleur refléte 1'activité
métabolique et peut étre évaluée par spectrophotométrie en mesurant la densité optique.
Le sel de tétrazolium jaune vire au violet quand il est réduit en formazan.

Parmi ces méthodes colorimétriques commercialisées on citera:

a. Sensititre Yeast One®:(Trek Diagnostic Systems)

Le systéme de sensibilité Sensititre est un produit de diagnostic in vitro destiné a tester la
sensibilit¢ des levures non-exigeantes dont Candida sp., Cryptococcus sp., et les
champignons dont Aspergilllus sp. Ainsi que diverses autres especes de levures a
croissance rapide.

Principe : Le test de sensibilité des levures Sensititre est un test de microdilution
colorimétrique en milieu liquide. Il fournit des résultats qualitatifs et quantitatifs de CMI
sous forme d’une plaque seche. Chaque plaque est dosée avec des antifongiques a des

dilutions appropriées, et avec un indicateur colorimétrique (Alamar Blue). Les résultats
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sont lus visuellement par ’observation de la concentration d’antifongique la plus basse
indiquant I’inhibition de la croissance mise en évidence par 1’absence de changement de
couleur.

Antifongiques : Les antifongiques disponibles pour ce test sont représentés dans le
tableau suivant avec la fourchette de dilutions de chacun.

Tableau 24 : Antifongiques a tester par le Sensititre Yeast One

Pos. Antifongique Abréviation | Fourchette de dilutions (pg/ml)
A1 Positive Croissance +CONT

A2-A12 | Posaconazole PZ 0,008 - 8

B1-12 | Amphotéricine B AB 0,008 - 16

C1-12 Fluconazole FZ 0,125 - 256

D1-12 [traconazole V4 0,008 - 16

E1-12 Kétoconazole KZ 0,008 - 16

F1-12 5 - Flucytosine FC 0,03 -64

G1-12 | Voriconazole VOR 0,008 - 16

H1-12 | Caspofungine CAS 0,008 - 16

Mode opératoire: Plusieurs colonies de levures bien isolées, de plus de Imm de diamétre,
sont prélevées d’une culture pure de 24 heures et émulsifiées dans I’eau stérile. La densité
est ensuite ajustée a 0,5 McFarland. 20 mL de la suspension est transféré dans 11 ml de
milieu liquide d’inoculum YeastOne pour obtenir un inoculum d’une densité de 0,6 a 5 x
10° cellules souches/mL.
La plaque est ensuite inoculée par 100ul en suivant I’une ou I’autre de ces méthodes:
o Autolnoculator Sensititre : Remplacer le capuchon du tube par une téte de dosage
Sensititre a usage unique, et inoculer la plaque selon le mode d’emploi de
I’ AutoInoculator.
o Pipette manuelle : Verser le milieu liquide dans une cuve d’ensemencement stérile et
inoculer la plaque a I’aide d’une pipette appropriée.
Les plaques sont étuvées pendant 24 a 25 heures a 35°C dans une étuve a culture sans

COa,. Cryptococcus sp.est incubé pendant 72 heures et Aspergillus sp. Pendant 48 a 72h.
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Lecture des résultats : Les plaques peuvent étre lues visuellement sous I’éclairage
normal du laboratoire a I’aide d’un miroir de lecture présentant le dessous des cupules. La
croissance des levures dans les solutions d’antifongiques sera mise en évidence par le

virage de I’indicateur colorimétrique de croissance du bleu (négatif) au rouge (positif).

SENSITITRE ® YeastOne [YO9]

Microbroth dilution MIC testc

+wve control
Andul 0.015-8 R WL 0 0
Mica 0.008-8 O M X W W

Cas O08-8 (BN N ) )
Po 0.008-8 K RIS =
S5FC 0.06-64 t+ 2 .-'+i,,__.I‘l_!:ﬂl 11:_,
Posa 0.008-8 E.T'+ =ﬂ+' o) ::¥ )
i0.008-8 C X YOO WO W

Vori 0.008-8 R
itra 0.015-16 OCOIOOCICOC
Flu 0.125-256 ol
Candida krusei =

HccuMed Internatonal Lrd [Dutec Diagnostics in Auscrailia]
Figure 24 : Lecture des résultats du Sensititre YeastOne® (virage de la couleur de 1’indicateur)

Les différents cas qu’on peut rencontrer sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 25 : Illustration et interprétation des résultats des tests que 1’on peut rencontrer

Concentration de la cupule pg/ml R = ROUGE : Indication positive de croissance
1 2 4 8 16 32 B =BLEU : Indication négative de croissance

A R R R B B B Modéle de croissance typique ; le point de virage
de la CMI est a 8 pg/ml.

B. R R R R R R  Croissance dans toutes les cupules ; le point de
virage de de la CMI est >32 pg/ml.

C. B B B B B B  Aucune croissance dans aucune cupule ; le point
de virage de la CMI est <1 ug/ml.

D R R R B R R “Cupule sautée”. Le point de virage de la CMI est
>32 ug/ml. Ne pas tenir compte du “saut” si les
cupules ont une croissance des deux cotés. Si
plusieurs “sauts” devaient se produire dans une
colonne, les résultats du test seraient invalidés’

E. R R B B R R Double “cupule sautée”. Le test devra étre répété’

' Avec une technique soigneuse, ces événements sont rares.
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Avantages : Selon les évaluations publiées, ce test présente une concordance de plus de
85% avec les résultats obtenus avec la méthode M27-A. La présence d’un indicateur
d’oxydoréduction rend la lecture des CMI beaucoup plus aisée.

Inconvénients : Le systeme Sensititre Yeast One Colorimetric Antifungal Panel (procédé
BlueAlamar®) est disponible commercialement, mais il n’est pas encore approuveé par la
FDA aux USA ni enregistré en France par TAFSSAPS. Des améliorations sont encore
nécessaires concernant la détection des résistances a I’amphotéricine B et la croissance
des isolats a développement lent (cryptococcus neoformans).

b. Fungitest®:

Principe : Cette technique permet d’étudier la croissance des levures in vitro en milieu
liquide en présence de six antifongiques testés a deux concentrations différentes. Elle dé-
rive de la derniere recommandation du NCCLS. Le milieu de culture utilisé¢ est RPMI glu-
cos¢ a 2% et tamponné. Il est additionné d’un indicateur d’oxydoréduction qui traduit la
croissance des levures par virage de sa couleur du bleu au rose.

La microplaque contient 16 puits : Deux puits réservés aux témoins négatifs. Deux puits
réservés aux témoins positifs. Douze puits contenants les six antifongiques cités avec deux
concentrations différentes sous forme déshydratées.

Antifongiques: Les antifongiques utilisés sont : Amphotéricine B 2 et 8§ pg/ml, Flucona-
zole 8 et 64 pg/ml, Itraconazole 0.5 et 4 pg/ml, Kétoconazole 0.5 et 4 pg/ml, Miconazole
0.5 et 8 pg/ml, 5-Fluorocytosine 2 et 32 pg/ml

Mode opératoire : Le mode opératoire du Fungitest est représenté dans la figure sui-

vante :
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Qunasrc]]  [ornawc]

Figure 25 : Mode opératoire du Fungitest

Lecture des résultats :

L’interprétation se fait en fonction de la couleur des deux cupules pour chaque
antifongique.

Bleu-Bleu : absence de croissance = souche inhibée par I’antifongique.

Rose-Rose : croissance = souche non inhibée par ’antifongique.

Rose-Bleu : faible croissance = souche intermédiaire P8,
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Lecture et interprétation

ex. : Souche de C. krusel n*4221 e
& = | Souche inhibdo par la S-Sucocylosing
:: DE Interprétation - - | Souche inhibée par famphotéricine B
®® |00 ———— + = | Souche inlermddiaire au miconazol
. . U |:| ks = | Soascha Infiracingrs hi Kiloconarobs
== IEE] . + = | Souche intefmadiairn i Mreconazols
®® |oo ! i +  + | Souche non inhibde par ko Buconazoke
e® |pof « = | Témouns négatits

Figure 26 : Lectture et interprétation des résultats du Fungitest

FUNGITEST*=
Microbroth dilution breakpoint test: Candida krusei

+ve growth control

5Fc = 1 4-32 ug/ml
AmB = S <2 ug/ml
Micon = | 1-8 ug/ml
Keto = S <0.5 ug/ml
Itra = S <0.5 ug/mil

Flu = SDD 16-32 ug/ml

-ve growth control

Sanofi Diagnostics Pasteur (Bio-Rad in Australia)
Figure 27: Lecture des résultats du Fungitest® en fonction de la couleur des cupules

Avantage: Cette technique présente une bonne condition de standardisation et a une
bonne corrélation par rapport a la méthode de référence du NCCLS pour les souches trou-
vées sensibles.

Inconvénients : Le Fungitest a une faible capacité de détecter les souches résistantes. Par
rapport a la méthode de référence du NCCLS, une proportion importante de C.glabrata
trouvée intermédiaire ou résistante par cette technique se retrouve sensible par le Fungi-
test. Aussi, les valeurs des CMI sont différentes de celles du NCCLS. L’autre limite de

cette technique est qu’elle ne peut doser que deux valeurs d’antifongiques.
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2.2 Méthode par diffusion :

Méthode de diffusion des disques du CLSI : Aprés le succes du développement de
méthodes standardisées de dilution en bouillon pour tester la sensibilité aux antifongiques
des champignons, I’étape suivante pour le CLSI était de simplifier cette approche et la
rendre plus attrayante pour les essais de petits volumes. La diffusion en disque est depuis
longtemps une technique populaire et simple pour tester la sensibilité et cette méthodologie
a été adaptée par le CLSI aux antifongiques. Ainsi, sur la base d'études du fluconazole et du
voriconazole contre C.albicans, une méthode normalisée de la susceptibilité des levures,
particuliérement Candida, aux antifongiques (fluconazole et voriconazole) par la diffusion
des disques (M44-A) est disponible. Elle est utilisée pour les études de surveillance antifon-
gique [67-68:136]

Cette méthode utilise les régles de base, a savoir, un milieuagar de Mueller-Hinton complété
par du glucose a 2% et 0,5ug/mLde bleu de méthyléne (pH 7,2-7,4 atempérature ambiante
aprés gélification). Bien que I’ajout du glucose fournisse une croissance favorable,
I’addition du bleu de méthyléne améliore la définition des contours de la zone d’inhibition.
La densité de I'inoculum doit étre ajustéepar une solution saline a 0,5 McFarland visuelle-
ment ou par spectrophotométric a 530 nm, pour avoir une concentration finale de 1-5 x
10%ellules/ ml. Les résultats se lisent a 80% de la croissance aprés incubation des plaques
pendant 24h a 35°C. La période d'incubation peut étre prolongée a 48h pour les isolats qui
ne se développent pas suffisamment a 24h. Pour I’interprétation des résultats, elle se fait en
fonction des diamétres d’inhibition.

Tableau 26: Critéres d’interprétation de la méthode de diffusion pour le fluconazole et le
voriconazole contre Candida

R SDD S
Voriconazole <13 14— 16 >17
Fluconazole <14 15-18 >19
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Les résultats quantitatifs (CMI en mg/L) sont le plus souvent interprétés par les laboratoires
en termes de possibilité thérapeutique. La confrontation des diametres d’ inhibition aux CMI
permet donc aux laboratoires de donner les résultats sous la forme de souche sensible, sen-

sible dose dépendante ou résistante a un antifongique.

Une souche sensible est une souche pour laquelle la probabilité de succes thérapeutique est
forte. Une souche de sensibilité intermédiaire est une souche pour laquelle le succes
thérapeutique est imprévisible. Ces souches forment un ensemble hétérogene pour lequel les
résultats obtenus in vitro ne sont pas prédictifs d'un succes thérapeutique. En effet, ces
souches peuvent présenter un mécanisme de résistance dont I'expression in vitro est faible,
avec pour conséquence leur classement dans la catégorie sensible. Cependant, in vivo, une
partie de ces souches apparait résistante au traitement ; peuvent présenter un mécanisme de
résistance dont l'expression n'est pas suffisante pour justifier un classement dans la
catégorie résistante, mais suffisamment faible pour espérer un effet thérapeutique dans
certaines conditions (fortes concentrations locales ou posologies accrues). La catégorie
intermédiaire est aussi une zone tampon qui tient compte des incertitudes techniques et
biologiques. Une souche résistante est une souche pour laquelle il existe une forte probabi-
lit¢ d'échec thérapeutique quels que soient le type de traitement et la dose d'antibiotique
utilisée. Méme si elle n'est pas encore normalisée et/ou documentée, la méthode de diffu-
sion estsous enquéte pour d'autres drogues: tels que le posaconazole vs Candida; caspofun-
gine vs Candida; amphotéricine B, la flucytosine, et azolés; caspofungine et micafungine vs
Aspergillus et Fusarium; posaconazole vs Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Scedosporium et
Fusarium; posaconazole, voriconazole , itraconazole, I'amphotéricine B, et la caspofungine
vs Absidia, Aspergillus, Alternaria, Bipolaris, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, Rhizopus,
et Scedosporium; itraconazole, terbinafine, voriconazole, et ravuconazole vsMicrosporum et
Trichophyton, et terbinafine et naftifine vs Microsporum, Epidermophyton, et Trichophyton.
Les résultats de ces études, en général, suggerent un degré acceptable de corrélation entre la
diffusion des disques et les dosages de la méthode de dilution de référence du CLSI.

Cependant, la méthode de référence de diffusion des disques peut parfois donner des résul-

tats qui different de ceux obtenus par la méthodede dilution en bouillon. Certains isolats qui
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sont sensibles au fluconazole peuvent étre classés comme résistants par le test de diffusion
des disques. De plus, ce test peut ne pas différencier les isolats résistants au fluconazole de
ceuxsensibles dose dépendant. Plus important encore, certains isolats résistants au
fluconazole peuvent étre classés comme sensibles par un test de diffusion des disques. La
méthode de référence de dilution en bouillon reste le gold standard pour la catégorisation
correcte de la sensibilité, en particulier lorsque 1’étude de résistance aux antifongiques est
effectuée a des fins de routine et pour guider le traitement antifongique.

Méthode de diffusion des comprimés Néo-sensitabs™: Il s’agit d’un test de
diffusion qui utilise des comprimés d’antifongiques commercialisés au lieu des disques.
Cette méthode a été étudiée en comparaison avec le test de référence de diffusion du CLSI.
Jusqu'ici, elle a donné des taux acceptables d’accord avec la méthode de diffusion des
disques de référence et les méthodes de dilution en bouillon, dans des essais sur le flucona-
zole, le voriconazole, I’itraconazole, et la caspofungine contre Candida ou C.neoformans.
Le choix du milieu a utiliser et I’interprétation des points finaux sont les difficultés rencon-
trées pour cette technique. La plupart des utilisateurs ont amélioré les performances de
cette technique par modification de ’agar RPMI qui est complété avec 0,2% de glucose et
I’adoption des directives de base du CLSI pour rendre ce test plus standardisé.

Des études récentes ont utilis¢ 1’agar Mueller Hinton additionné de 2% de glucose et de
0,5ug/mL de bleu de méthyléne comme milieu et un lecteur de plaques Biomic qui permet
une lecture électronique et une interprétation des 16 zones d’ inhibition.

Antifongiques : La liste des agents antifongiques disponibles depuis le ler janvier 2009

pour la technique de Neo-Sensitabs est représentée dans le tableau ci-dessous:
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Tableau 27 : Antifongiques a tester par le Néo-Sensitabs

Ref N° Produit Code Puissance (ug)
81012N Amphotericin B AMPHO 10
82412N Caspofungin CASP5 5
For research use only

81112N Ciclopirox CICLO 50
81212N Clotrimazole CTRIM 10
81312N Econazole ECONZ 10
82512N Fluconazole FLUCZ 25
81512N Fluorocytosine 1 pg FLU.1 1
81612N Fluorocytosine 10 pg FLU10 10
81812N Itraconazole ITRAC 8
81912N Ketoconazole KETOC 15
82012N Miconazole MICOZ 10
82212N Nystatin NYSTA 50
82612N Posaconazole POSAC 5
87412N Terbinafine TERBI 30
82312N Voriconazole VOR.1 1

Mode opératoire: A partir d’une culture fraiche de 24h, quelques colonies sont prélevées
pour préparer une suspension de levures. La densité de 1’inoculum préparé doit étre de 0,5
McFarland. Avec un écouvillon stérile, la boite contenant le milieuagar de Mueller-Hinton
complété par du glucose a 2% et 0,5ug/m1 de bleu de méthyleéne doit étre ensemencée sur
toute la surface. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24-48 heures pour Candi-
da. Pour Cryptococcus I’'incubation se fait a 30°C pendant 42-48 heures. Une durée
d’incubation plus longue peut entrainer une fausse résistance contre les imidazolés. Les
boites doivent toujours €tre examinées apres une incubation d'une nuit et si les zones d'inhi-
bition sont visibles, elles doivent étre mesurées. Si la croissance n'est pas encore visible, les

plaques peuvent étre remises en incubation pendant 24 heures de plus.
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Lecture des résultats: Pour les polyénes (amphotéricine B, nystatine) la zone claire sans
croissance visible est mesurée. Les colonies a l'intérieur de la zone d'inhibition doivent étre
considérées comme des mutants résistants.

Pour les azolés, caspofungine et terbinafine (Candida), les zones doivent €tre mesurées a la
hauteur de colonies detaille normale. Il ya souvent une zone de croissance des colonies par-
tiellement inhibées (plus petites) a la limite de la zone réelle. Ilsne doivent étre considérés
comme des mutants résistants.

Pour la fluorocytosine, elle ne peut pas étre testée avec le milieu Muller Hinton (glu-
cosetbleu de méthyléne) en raison de la présence d'antagonistes dans le milieu. Les milieux
utilisés doivent €tre sans antagonistes tel que le milieu gélosé Shadomy. Sur ce milieu, gé-
néralement les grandes colonies individuelles dans la zone sont considérées comme des mu-
tants résistants.

Interprétation des résultats:

* Selon les valeurs seuils du CLSI : Lors de l'utilisation de la procédure recommandée par le

CLSI pour le test de diffusion (gélose MH + 2% de glucose + 0,5 pg/mL bleu de méthylene

et inoculum de 0,5 McF) [60:6%:63.81-86] 1 vinterprétation sera comme suit:

MH Glucose Methylene Blue Agar
Inoculum MceFarland 0.5 undiluted
MIC breakpoints according to CLSI (M44-A)

Zone diameter Break-peints
in mm MIC pgiml
HEQ-SENSITABS POTENCY CODE ] I R 5 R
Amphotericin B 10 pg AMPHO =15 14-10 < 10 <1 =2
Caspofingin S ng CASPS > 15 14-12 =11 =2 =2
Fluconazole * 25 pg FLUCZ =19 18-15DD) <14 <8 =64
Itraconazole (50) 8 ng ITRAC =23 22-14 (DD} <13 =< 0.12 = 1
Ketoconazole 15 png KETOC =28 27-21 <20 =0.12 =05
Posaconazole (52) 5 pg POSAC =17 16-14 =13 =1 =4
Voriconazole 1 pg VOR.1 >17 16-14 <13 <1 =4

* O krmser should always be reported as resistant 1o floconazole (no matter the zone size).
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Selon les valeurs seuils de I’EUCAST : EUCAST travaille sur I'harmonisation des

valeurs seuils, cependant, il n'existe aucun accord avec les valeurs seuils du CLSI. Dans les
¢tudes comparant les méthodes, les erreurs d'interprétation des catégories peuvent étre dues

aux différences dans les valeurs seuils des CMI (87,88).

Avantages: Le Néo-Sensitabs est une méthode facile a mettre en place et a un potentiel
pour le dépistage d’un grand nombre de souches résistantes.

Inconvénients : 11 existe une mauvaise corré¢lation entre les diametres de la zone
d’inhibition et la CMI, aussi ces diamétres ne permettent pas de différencier entre souche
sensible et souche sensible dose dépendante. C’est la raison pour laquelle les souches résis-

tantes doivent étre confirmées en utilisant une méthodologie appropriée de la CLSI.
2.3 Méthode par dilution-affusion : Il s'agit de l1a méthode de ’E-test® :

Principe : L’E-test est une technique quantitative pour la détermination sur milieu gélosé
de la concentration minimale inhibitrice des agents antifongiques vis-a-vis des champi-
gnons et pour la détection des mécanismes de résistance. Elle est basée sur I'utilisation de
bandelettes imprégnées d'un gradient exponentiel prédéfini de I'antifongique a étudier sur
une face et une échelle de lecture sur une autre face. Lorsqu’une bandelette E-test est ap-
pliquée sur la surface d’une gélose ensemencée, le gradient exponentiel préformé de
I’agent antifongique est immédiatement transféré dans la matrice de I’agar. Le gradient de
concentration, continu et prédéfini, établi le long de la bandelette reste stable pendant une
longue période de temps. Apres une période d’incubation, d’une nuit ou plus, une ellipse
d’inhibition symétrique centrée le long de la bandelette est formée.

Avantage: La méthode est standardisée et des souches de contrdle qualité sont définies.
Des études récentes montrent une bonne corrélation avec la microméthode du NCCLS.
Une tres bonne concordance (>96%) avec la méthode de référence (NCCLS) a été obtenue
pour Candida sp et pour les filamenteux. L’avantage particulier de I’E-test est celui de
permettre la détection d’isolats résistants a I’amphotéricine B rencontrés notamment chez

C.lusitaniae et chez des espéces d’Aspergillus non fumigatus.
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Inconvénients : La principale difficulté repose sur certaines difficultés de lecture, surtout
pour les azolés, en raison de la présence possible de micro ou macrocolonies dans I'ellipse

d'inhibition. Il s’agit d’un phénoméne de traine qui est observé chez 30 a 40% des souches

de levures.
MH Glucose Methylene Blue Agar
Inoculum McFarland 0.5 undiluted
MIC breakpoints according to EUCAST (tentative)
Zone diameter Break-points
inmm MIC pg/ml

NEO-SENSITABS POTENCY CODE S | R S R
Amphotericin B 10 png AMPHO =18 17-13 <12 <0.25 =2
Fluconazole * 25 ug FLUCZ =28 27-23 <22 <2 >4
Itraconazole (50) 8 ug ITRAC =23 22-14 =13 <0.12 =1
Ketoconazole 15 ng KETOC =30 29-23 <22 <0.12 >1
Posaconazole (52) 5ug POSAC >22 21-16 <15 <025 >2
Voriconazole 1pug VOR.1 > 22 21-16 <15 <0.25 >2
All MIC breakpoints from EUCAST are tentative
* C. krusei should always be reported as resistant to fluconazole.

IV.3 Epidémiologie des résistances :

L’utilisation des antifongiques : La prophylaxie par fluconazole fut instaurée dans les
années 1980 lors des neutropénies chimio-induites ou lors du conditionnement pré-gretfe de
moelle osseuse. Cette prophylaxie antifongique permet une réduction de I’utilisation du trai-
tement curatif, une baisse des infections fongiques superficielles et profondes ainsi qu’une
baisse de la mortalité relative a I’infection fongique. Cependant certains auteurs notent une
absence d’amélioration de la survie totale ['% 2042481,

Globalement, I’utilisation prophylactique du fluconazole entraine une baisse des infections a
C. albicans et C. tropicalis au dépend d’espéces de sensibilité réduite au fluconazole comme

C. glabrata et C. krusei. D’ autres études montrent plus particuli¢rement une augmentation des

candidémies a C. glabrata ou C. parapsilosis apres traitement antérieur par fluconazole.

Concernant I’impact sur la sensibilité aux antifongiques, les levures isolées présentaient des
CMI plus élevées aux molécules utilisées au préalable. Certains auteurs ont démontré que

I’augmentation des CMI de C. glabrata au fluconazole était liée a la consommation de

64



Etude moléculaire et profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des souches de Candida

fluconazole. Bassetti et al montrent méme en 2009 que l'arrét de la prophylaxie par
fluconazole entraine une chute des candidémies a Candida non-albicans un an plus tard.
Néanmoins, cette affirmation reste controversée et d’autres études ne retrouvent pas ces
résultats. Certaines sont biaisées de par la méthodologie utilisée dans leur étude
(monocentrique, non focalisation sur les services « a risque » etc....) et d’autres ont été faites

dans des zones géographiques ou la prévalence des ces especes étaient moindres.

Une ¢tude frangaise récente portant sur les candidémies a montré que I’exposition antérieure
au fluconazole (administré 30 jours avant I’épisode fongémique) était associée avec une
augmentation du risque d’infection a C. glabrata et C. krusei, especes de sensibilité diminuée
au fluconazole. De méme, la préexposition a la caspofungine entraine un risque supérieur
d’étre infect¢ a C. parapsilosis, C. glabrata et C. krusei. Il y a une diminution du risque
d’infection a C. albicans avec I'utilisation de chacune des deux molécules dans les 30 jours

antérieurs, par rapport aux sujets non exposés M %4,

Concernant les échinocandines seules, ['utilisation de cette classe médicamenteuse en
traitement curatif a entrainé une augmentation de I’incidence de certaines espéces qui sont de
sensibilité diminuée a cet antifongique : C. parapsilosis et C. guillermondii. Kabbara et al a
décrit des candidémies a C. parapsilosis apres traitement prolongé par caspofungine, tandis
que Forrest et al ont montré une corrélation entre 1’utilisation augmentée de la caspofungine

et ’augmentation de 400% des cas de candidémies a C.parapsilosis.

Le fluconazole et les échinocandines semblent alors modifier 1’équilibre entre les especes

mais aussi leur sensibilité aux antifongiques.

La durée d’hospitalisation : L’augmentation de la durée d’hospitalisation entraine une
augmentation de la colonisation a levure. Mais plus récemment a été démontré qu’une durée
d’hospitalisation supérieure a 30 jours augmentait ¢également le risque d’infection a especes
non sensibles au fluconazole.

L’augmentation du nombre de patients a risque et des facteurs de risques : Le vieillisse-
ment de la population, I’augmentation du nombre de cancers et les changements dans les pra-

tiques de transplantations (schémas de conditionnement, thérapies immunosuppressives, nou-
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velles chimiothérapies) sont les principaux facteurs modifiant la distribution des espéces vers
les non-albicans.

Intérét de la surveillance : Depuis ces derniéres années, on note une évolution de
I’¢épidémiologie des résistances aux différents antifongiques, spécialement aux azolés. La
surveillance de la résistance aux antifongiques s’est aujourd’hui généralisée. Plusieurs
¢tudes sont réalisées continuellement dans le but d’évaluer la sensibilité des agents
fongiques aux antifongiques, qu’ils soient anciennement mis sur le marché ou en vue de
commercialisation. Dans le premier cas, I’étude fournit des données sur I’apparition et le
profil de résistance des especes. Alors que dans le deuxieéme, elle évalue I’activité du
nouvel antifongique par rapport aux autres molécules disponibles sur le marché.
L’amélioration de la prise en charge des patients nécessite de connaitre I’évolution
épidémiologique des agents pathogenes et de leur résistance aux différents antifongiques.
Chose qui souligne I’importance de cette surveillance et 1’intérét majeur de la réaliser
d’une manicre constante. Dans cette partie on va détailler et rapporter les résultats des
plus importants systémes de surveillance en vue d’étaler I’épidémiologie des résistances

aux antifongiques, spécialement aux azolés, des espéces de Candida.
EVOLUTION DE L’EPIDEMIOLOGIE DE LA RESISTANCE AUX ANTIFONGIQUES :

Etude SENTRY : L’¢tude SENTRY qui a porté sur 3 années (1997-1999) dans 74 sites

(USA, Canada, Amérique latine et Europe) avait pour but d’¢tudier la sensibilité¢ de
Candida vis-a-vis du fluconazole, du voriconazole et du ravuconazole. La répartition de la
sensibilité in vitro dans ces différents pays, toutes especes confondues, oscille entre 98%
pour I’ Amérique latine et 90% pour les USA et I’Europe. Le fluconazole est actif dans les
4 aires géographiques. 90 a 98% des souches de Candida sp.sont sensibles avec une CMI
< 8ug/mL. Quant au voriconazole et ravuconazole, leur efficacité est remarquée dans les 4
aires géographiques avec une sensibilité¢ de 98 a 99% et une CMI entre 0,12 a 0,25 ug/mL

pour le voriconazole et entre 0,12 a 0,5 pg/mL pour le ravuconazole (Figure 28).
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Figure 28 : Sensibilité de Candida vis-a-vis du fluconazole,
du voriconazole et du ravuconazole sur 3 années (1997-1999).

Les souches canadiennes et d’ Amérique latine sont plus sensibles que les souches améri-
caines et d’Europe du fait de la présence de souches de C.glabrata résistantes. La sensibi-

lité in vitro au fluconazole, au voriconazole et au ravuconazole des différentes espéces de

Candida a été stratifiée par année et par aire géographique.

Les isolats de C.albicans, C.parapsilosis et C.tropicalis sont hautement sensibles aux trois
azolés avec une sensibilité allant de 97 a 100% (Figure 29). Cependant, concernant
I’évolution de cette résistance au cours des trois années, il a été constaté¢ que dans les
années 1997 et 1998, quelques isolats de C.albicans étaient résistants au fluconazole. Ces
mémes isolats I’étaient aussi aux voriconazole et au ravuconazole. Ce qui refléte une
possibilité de résistance croisée vis-a-vis des triazolés. Par contre, au cours de 1’année

1999, une augmentation de la sensibilité vis-a-vis de I’itraconazole.
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tropicalis, au voriconazole, au fluconazole et au ravuconazole sur 3 années (1997-1999).

Au cours des trois années, la sensibilité de C.glabrata au fluconazole s’est modifiée. Une
augmentation de la sensibilité vis-a-vis du fluconazole est constatée de 1997 a 1999, pas-
sant de 48% a 83%. Dans le méme temps, une diminution de la CMI du fluconazole pas-
sant de 16ug/mL a 4ug/mL suggeére une administration plus appropriée du fluconazole au

cours des trois années.

A propos de C.krusei, toutes les souches isolées sont trés sensibles aux nouveaux triazolés
et toutes sont bien évidemment résistantes au fluconazole. Le voriconazole et le ravucona-
zole sont, donc, a la fois actifs sur C.glabrata et C.krusei avec une sensibilité variant de
97 a 100%. Tandis que la fluconazole n’est uniquement actif que sur C.glabrata du fait

de la résistance innée de C.krusei a cet agent.
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fluconazole et au ravuconazole sur 3 années (1997-1999).

Dans notre étude ’espece C.glabrata est ’espece la plus isolée. Elle est isolée en premicre
ligne dans les hémocultures, ce qui differe des données des Etats Unis ou elle représente la
deuxiéme cause de candidémie. Il a été proposé que le changement de distribution des espéces
puisse résulter de pressions sélectives imposées par l'utilisation accrue des agents
antifongiques tels que des azolés. L’¢étude de la sensibilité¢ des souches isolées vis-a-vis des
molécules d’antifongiques disponible et en comparaison avec cette étude, prouve et confirme
que le voriconazole a une sensibilité €levé de 76% et de 45% pour le fluconazole. Donc les
fréquences de résistance les plus élevées appartiennent au fluconazole ce qui est en discor-
dance avec cette ¢tude qui montre une amélioration de la sensibilité de cet antifongique.

Etude ARTEMIS : Le programme de surveillance ARTEMIS est connu comme étant un

systeme mondial de surveillance des antifongiques le plus complet et le plus ancien. Dans
I’une de ses études récente publiée en 2005, les auteurs ont utilisé les résultats de ce pro-
gramme pour évaluer les tendances globales de la sensibilité des levures au fluconazole et
au voriconazole pendant une période de 6,5 ans dans 39 pays entre juin 1997 et décembre
2003. Au total, 134 715 isolats de Candida sp.ont été recueillis dans 127 centres médicaux
répartis en Asie, Amérique latine, Europe, Moyen orient et en Amérique du nord. La sen-
sibilité des souches a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé M-44 selon

la technique préconisée par le CLSI.
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Les valeurs seuils d’interprétation sont de :

o Sensible (S) pour un diametre zone d’inhibition > 19mm pour le fluconazole et 17mm
pour le voriconazole.
o Résistante (R) pour un diametre d’inhibition < 14mm pour le fluconazole et 13 mm pour
le voriconazole.

Activité du voriconazole et du fluconazole: A 1’'issu des résultats de cette étude, le
voriconazole, a montré qu’il est significativement plus actif que le fluconazole contre prati-
quement toutes les especes, hormis C.tropicalis avec 89,1% de sensibilité pour le fluconazole
contre 87,1% pour le voriconazole. Globalement, 89,16% des souches sensibles ont été
sensibles au voriconazole contre uniquement 71,61% pour le fluconazole. Le taux de
résistance était significativement inférieur chez le voriconazole avec 6,06% de souches résis-
tantes contre 20,19% pour le fluconazole.
Parmi les especes présentant une sensibilit¢ diminuée au fluconazole, plus de 80% étaient
sensibles au voriconazole. De plus, parmi les souches de C.glabrata résistantes aux flucona-
zole, 30% ont été sensibles au voriconazole. Cependant, toutes les souches résistantes au vori-
conazole I’étaient aussi au fluconazole. Bien que le voriconazole fit plus actif que le flucona-
zole contre C.rugosa, C.lipoltica, C.zeylanoides, ces especes se sont révélées nettement
moins sensibles et plus résistantes au voriconazole que toutes les autres especes Candida. Ces
données confirment et complémentent les observations antérieures, spécialement concernant
les especes de Candida moins courantes. Bien que les résultats de 1’é¢tude soulignent
I’existence de résistances croisée entre le fluconazole et le voriconazole, ceci est variable se-
lon I’espece et ne doit pas €tre supposé en 1’absence d’identification et de résultats de

I’antifongigramme %%,
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Tableau 28 : Sensibilité in vitro au fluconazole et au voriconazole des levures du genre

Candida
Espéces Sensibilité
Fluconazole Voriconazole
N S% R% N S% R%
C.albicans 49991 97,8 1,3 47584 98,6 1,0
C.glabrata 9 040 66,7 16,6 8719 81,7 10,1
C.tropicalis 5959 89,1 5,0 5643 87,1 6,7
C.parapsilosis 5539 93,2 3,6 5233 96,8 1,8
C.krusei 2067 9.4 77,2 1996 83,2 7,5
C.guilliermondii 662 73,3 9,8 633 91,2 4,9
C.lusitaniae 464 93,3 4,1 445 96,4 2,0
C.rugosa 417 39,3 51,8 394 61,4 26,4
C.kefyr 344 95,3 3,5 331 99,1 0,6
C.famata 253 79,8 11,9 238 89,5 5,5
C.inconspicua 187 25,7 49,2 186 89,2 5,4
C.norvegensis 92 50,0 38,0 91 92,3 1,1
C.dubliniensis 63 96,8 32 63 100 0,0
C.lipoltica 53 54,7 39,6 52 67,3 19,2
C.pelliculosa 38 94,7 0,0 38 100 0,0
Candida spp 4245 86,6 8,2 4094 92,7 4,7
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Figure 31 : Comparaison entre I’activité du voriconazole et
du fluconazole des espéces de Candida isolées.
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Sensibilité au fluconazole : Concernant la sensibilit¢ de Candida sp.Au fluconazole,
I’étude a montré que celui-ci a été¢ plus actif sur C.albicans (97,8%), C.parapsilosis
(93,2%), C.lusitaniae (93,3%), C.dubliniensis (96,8%), C.pelliculosa (94,7%). Une sensi-
bilit¢ diminuée a été, par contre, observée pour C.glabrata (66,7%), C.krusei (9,4%),
C.guilliermondii (9,8%), C.rugosa (39,3%), C.famata (79,8%), C.incospicua (25,7%),
C.norvengis (50,0%), C.lipolytica (54,7%), C.zeylanoides (54,1%). Ces résultats confir-
ment les données précédemment publiées concernant les especes les plus courantes
(C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis, et C.krusei) et accroissent fortement les
connaissances sur la présence ou I’absence d’activité du fluconazole sur les espeéces moins
fréquemment isolées (C.rugosa, C.inconspicua, C.norvegensis).

Sensibilité au voriconazole : Concernant la sensibilit¢ de Candida sp.Au voriconazole,
I’étude a montré que celui-ci a été¢ plus actif sur C.albicans (98,6%), C.parapsilosis
(96,8%), C.tropicalis (87,1%), C.glabrata (81,7%), C.krusei (83,2%), C.guilliermondii
(91,2%), C.lusitaniae (96,4%), C.kefyr (99,1%), C.norvegensis (92,3%), C.dubliniensis
(100%), C.pelliculosa (100%), et C.sake (100%). Une sensibilité diminuée a été, par
contre, observée pour C.rugosa (61,4%) et C.lipolytica (67,3%).

+» Evolution de la résistance :

Au fluconazole : L’évolution de la résistance des Candida sp. Au fluconazole sur la période a
montré qu’aucune augmentation ou diminution notable par rapport au temps des degrés de
résistance au fluconazole de C.albicans et de C .glabrata n’a été observée. Alors que le degré
de résistance des isolats de C.tropicalis avait diminué entre 1997-1998, des augmentations ont
¢té constatées en 2002 et en 2003. Un léger accroissement des résistances a été observé au
cours du temps pour C.parapsilosis et C.kefyr, alors qu’une forte augmentation de résistance a
¢té constatée pour les souches de C.rugosa. Bien que C.famata soit apparu relativement résis-
tante au fluconazole en 1997 et 1998, cela doit étre imputé au faible nombre de souches étu-
di¢es. Au cours des cinq années suivantes, le nombre d’isolats de C.famata ayant progressi-
vement augmenté jusqu’a dépasser 50 par an, le niveau de résistance s’est stabilisé entre 10 et
12%. Malgré 1’augmentation du pourcentage globale d’isolats de C.kusei résistantes au fluco-

nazole, cette observation n’est pas significative car cette espece doit étre considérée clinique-
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ment résistante a cet antifongique. Le CLSI recommande de ne pas tester la sensibilité de
cette espece au fluconazole.

Au voriconazole : Concernant I’évolution de la résistance au voriconazole des souches de
Candida sp.depuis 2001 (date du commencement de son utilisation en clinique) a 2003. On a
remarqué globalement une Iégere augmentation du pourcentage d’isolats de Candida résis-
tants. Le taux est passé¢ de 2,6% en 2001 a 3,5% en 2003. Cette ¢lévation est due a
I’accroissement de la résistance a cet antifongique de C.glabrata, C.tropicalis, C.rugosa,
C.lipobtica, et des autres especes de Candida non identifiées. En revanche, aucune variation
de la résistance n’a été observée chez C.albicans, C.parapsilosis, C.krusei. Par conséquent, le
profil du voriconazole apparait tout a fait favorable, tant au niveau du spectre que de ’activité
thérapeutique contre Candida. Néanmoins, I’émergence de résistances requiert une surveil-
lance étroite. Cette étude confirme les résultats retrouvés dans notre étude : que le fluconazole
présente une résistance plus élevée que le voriconazole.

Autres études :

Dans une autre étude dans CHU Timone Marseille, les auteurs ont analysé la tendance sur 20
mois (de février 1997 a septembre 1998) de la sensibilité¢ de C.albicans aux antifongiques. Au
total, 23 095 prélevements provenant de 2 464 malades hospitalisés dans des services a haut
risque sont parvenus au laboratoire de mycologie. L’analyse des données montre que 8 076
souches ont été isolées. 64,3% étaient représentées par C.albicans, 14,5% par C.glabrata. Le
profil de sensibilité¢ aux antifongiques pour C.albicans montre une diminution significative de
la résistance au fluconazole, qui passe de 8,6% au début de I’étude a 0,7% a sa fin. Les résul-
tats sont similaires pour I’itraconazole avec une résistance variant de 7,1% au début a 0,7% a
la fin. Le pourcentage moyen des résistances est plus élevé dans les souches provenant de
malades VIH+. Pour la flucytosine, aucune variation n’est observée (4,7%-2,6%). Toutes les

souches se sont avérées sensibles a I’amphotéricine B et au kétoconazole.

Une autre étude, réalisée sur une période d’un mois en octobre 2004, a été proposée a 209
biologistes répartis dans 193 hopitaux en France. Cette étude était effectuée dans le cadre de
I’enquéte annuelle de surveillance des résistances des hopitaux francgais non universitaires

affiliés au college de bactériologie virologie hygiéne (ColBVH). Chaque centre devait recen-
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ser de facon prospective les épisodes de septicémies, incluant les candidémies. Les tests de
sensibilit¢ aux antifongiques ont ¢été réalisés par les biologistes selon leur méthodologie
habituelle et ont été réévalués par technique E-test® (AB Biodisk) sur milieu RPMI (AB Bio-
disk®). La répartition des especes au cours de ces 46 épisodes de candidémies est la suivante :
23 C.albicans (50 %), 13 C.glabrata (28,3 %), cinq C.tropicalis (10,9 %), trois C.parapsilosis
(6,5 %), un C.krusei (2,2 %) et un C.kefyr (2,2 %).

Toutes especes confondues, 97,7% des souches ont une sensibilité habituelle vis-a-vis de
I’amphotéricine B, 93,2% vis-a-vis de la 5-fluorocytosine, 88,6% vis-a-vis du fluconazole,
70,5% vis-a-vis de I’itraconazole, et 100% des souches ont des CMI trés basses vis-a-vis de la
caspofungine. Dans cette ¢tude, une sensibilité¢ de 95,5% vis-a-vis du voriconazole a été ren-

seignée.

Toujours en France, une autre étude prospective observationnelle a été conduite de janvier a
décembre 2004 dans sept centres hospitaliers universitaires et dix centres hospitaliers non
universitaires, membres du Groupe d’Epidémiologie et de Recherche en Infectiologie Cli-
nique du Centre-Ouest (GERICCO). Tous les patients présentant une candidémie ont été in-
clus. L’¢tude de la sensibilité aux antifongiques des souches de Candida était réalisée soit par
les méthodes de référence du Clinical and Laboratory Standards Institute, anciennement Na-
tional Commitee for Clinical Laboratory Standards (CLSI) ou de I’European Commitee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), soit par bandelette E-test. Un antifongi-
gramme a ¢été réalisé pour 142 des 193 souches (79 souches de C.albicans, 27 souches de

C.glabrata, 18 souches de C.parapsilosis) '3,

La répartition des différentes especes isolées est: C. albicans (54,9%), C.glabrata (18,7%),
C.parapsilosis (12,9%), C.tropicalis (4,7%), C.krusei (4,1%), C.lusitaniae (1,6%), C.kefyr
(1%) et C.guilliermondii (0,5%).

La sensibilité¢ des principales especes de Candida au fluconazole était comme suit: 84,5% de
sensibles, 7,8% dose-dépendantes, et 7,8% résistantes. Parmi les huit souches de C.glabrata
avec une sensibilit¢ dose-dépendante au fluconazole, sept €taient sensibles au voriconazole, et
une résistante. Les trois souches résistantes au fluconazole étaient également résistantes au

voriconazole.
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Le voriconazole restait le plus souvent actif sur les souches de C.glabrata de sensibilité dose-
dépendante au fluconazole, avec sept souches sur huit qui étaient sensibles. Toutefois, il exis-
tait un certain degré de résistance croisée entre ces deux molécules, les trois souches résis-
tantes au fluconazole étant aussi résistantes au voriconazole. Cette résistance croisée entre les
différents azolés vis-a-vis de C.glabrata a fréquemment été rapportée, et de nombreux auteurs
recommandent la plus grande prudence avant d’envisager de traiter une infection invasive a
C.glabrata par un antifongique de cette famille, notamment lorsqu’il existe un pré exposition

au fluconazole.
I1V.4 Mécanisme de résistances :

4.1. Les antifongiques :

Paroi fongique Membrane
Echinocandines : Les polyénes :
-Micafungine -Amphotéricine B

-Caspofongine -Fungizone

Synthése des Acides
nucléique
S-fluorocytosine

Voie de biosynthése de Sterol

Les Azoles :
-Fluconazole
-Itraconazole
-Voricanozole

Figure 32: Mode d’action des composées antifongiques et leurs principales cibles.
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4.1.1 Les fluoropyrimidines :

Structure : Les fluoropyrimidines, dont les seuls représentants actuellement utilises chez
I'homme sont la 5-fluorocytosine (5-FC) et le 5-fluorouracile (5-FU), sont des molécules de
syntheése, analogues structuraux d'un nucléotide entrant dans la composition des acides

nucléiques, laCytosine B%52],

NH, NH. O

& FT‘L“N o
N/&O E\i/&@ N/&‘\O
H H H

Figure 33: Structure chimique de la cytosine (A) et de deux analogues fluores des pyrimidines, la 5-
fluorocytosine (B) et le 5-fluorouracile (C).

Mode d'action : La 5-FC n'a pas d'activité antifongique, c'est sa conversion en 5-FU par les
cellules fongiques qui lui confére son pouvoir fongistatique. En effet, la 5-FC pénétre
rapidement a l'intérieur des cellules fongiques par des transporteurs plus ou moins
spécifiques, tels que la cytosine perméase ou des transporteurs des pyrimidines, puis elle est
métabolisée en 5- FU par la cytosine désaminase. Le 5-FU est ensuite converti en 5-
fluorouracile monophosphate par l'uridine phosphoribosyl-transférase ou UPRT. A partir de
cette étape, deux voies distinctes permettent d'aboutir au blocage de la multiplication
cellulaire. Le 5-fluorouracile monophosphate peut étre converti en S-fluorouracile
triphosphate qui s'incorpore dans les ARN a la place de l'uracile triphosphate et bloque ainsi
la synthése protéique. Le 5-fluorouracile monophosphate peut également €tre converti par
I'UPRT en 5-fluorodesoxyuridine monophosphate, compose qui va inhiber la thymidylate
synthétase, une enzyme clé¢ de la biosyntheése de 'ADN, et bloque ainsi la multiplication

cellulaire.
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Figure 34: Métabolisation intracellulaire et mode d'action de la 5-fluorocytosine chez S.cerevisiae.

En gras sont indiqués les noms des geénes codant pour chaque enzyme. 5-FC: 5-
fluorocytosine; 5-FU: 5-fluorouracile; 5-FUMP: 5-fluorouridine monophosphate; 5-FUTP: 5-
fluorouridine triphosphate; 5-FAUMP: 5-fluoro desoxyribouridine monophosphate.

Mécanismes de résistances : La résistance a la 5-FC est un phénomene relativement
fréquent. Cette résistance peut étre intrinseque, c'est-a-dire une caractéristique d'espece
comme chez Candida tropicalis, ou acquise, par sélection de mutants résistants apres
exposition a l'antifongique. Chez le genre Candida, on estime a 7-8% la proportion d'isolats
résistants, et ce taux passe a 22% si on ne considere que les Candida non-albicans. Chez

Cryptococcusneoformans, 1 a 2% des isolats cliniques sont résistants a la 5-FC 111 103.107]

En raison de la complexité du mode d'action de la 5-FC, de nombreux événements peuvent
expliquer la résistance a cet antifongique. Ces mécanismes de résistance peuvent Etre regrou-

pés en deux catégories.
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- la résistance peut survenir par mutation d'un géne codant une enzyme impliquée dans Le
métabolisme de la 5-FC. Ainsi, le mécanisme le plus fréquent a I’origine de la résistance

acquise a la 5-FC est une mutation sur le gene FURI, codant 'UPRT.

- la résistance a la 5-FC peut également résulter d'une induction du métabolisme despyrimi-
dines, qui entrent alors en compétition avec l'antifongique. Ce mécanisme de résistance se

traduit notamment par une surexpression du géne CDC21, codant la thymidylate synthétase.
4.1.2 Les polyénes :

Structure : Les polyénes sont des macrolides, molécules organiques cycliques amphoteres.
La plupart sont constitués d'un cycle macrolactone de 20 a 40 atomes de carbone sur lequel
est branche un groupement d-mycosamine. Leur caractére amphotere est lie au regroupement
de plusieurs doubles liaisons conjuguées (d'ou leur nom de "poly-ene") sur une face du cycle
macrolactone, qui est donc hydrophobe, et de groupements hydroxyles sur l'autre face, qui est

hydrophile.
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Figure 35 : Structure chimique des trois antifongiques polyeniques majeurs.

Mode d'action :
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Figure 36 : Mode d’action des polyénes.
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Les polyénes ont pour cible l'ergostérol, le principal composant de la membrane plasmique
des champignons. Leur caractére amphotere leur permet de s'associer a la bicouche lipidique
de la membrane fongique, en formant des pores. Les données de résonnance magnétique nu-
cléaire indiquent que 8 molécules d'’AmB s'associent a 8 molécules d'ergostérol par leur partie
polyeénique tandis que les faces hydrophiles ménagent un canal central de 70 a 100 nm de
diametre (Figure 36). La formation des pores provoque la déstabilisation de la membrane
plasmique tandis que le canal permet la fuite de composants intracellulaires, et notamment

d'ions K+, a I’ origine de la lyse cellulaire **-),

Si les données structurales concernant ces molécules indiquent que leur cible cellulaire Est
l'ergostérol, et bien que leur liaison a l'ergostérol ait été démontrée, une controverse existe
quant a une éventuelle action au niveau intracellulaire. Des travaux ont en effet suggere que
les polyénes seraient capables d'induire un stress oxydatif, notamment chez C. albicans ; de

plus, il semble que leur activité soit diminuée en conditions hypoxiques.

Mécanisme de résistance : Les polyénes n'ont pas besoin d'agir au niveau intracellulaire pour
exercer leur activité lytique puisqu'ils s'intégrent a la membrane plasmique par sa face
externe. Ils échappent ainsi a une éventuelle métabolisation par les enzymes intracellulaires
ainsi qu'aux systémes d'efflux, dont I'hyperactivité est a l'origine de la majorité des résistances
aux antifongiques azolés. Ainsi, la seule possibilit¢ pour la cellule fongique de résister a
l'action des polyenes est de modifier leur cible, 1'ergostérol. Ce dernier étant nécessaire a
l'intégrit¢ de la membrane et donc a la survie cellulaire, les alternatives permettant de le

substituer sont en nombre limite.

D'autres travaux ont cependant suggere un autre mécanisme possible expliquant la résistance
aux polyenes. Yoon et ses collaborateurs ont montré chez Candida lusitaniae que la résistance
aux polyenes pouvait étre la conséquence d'une diminution de l'accessibilité¢ de la membrane,
par modification de la structure de la paroi fongique. Bien que rarement décrits, les méca-
nismes de résistance acquise ou induite aux polyenes ont été étudies chez plusieurs especes
fongiques. Comme nous l'avons vu, il s'agit, a quelques exceptions pres, d'une diminution du

contenu en ergostérol des membranes plasmiques, voire une absence totale d'ergostérol dans
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les membranes, par mutation d'un géne codant une enzyme non indispensable de la voie de
biosynthése de l'ergostérol. Les mécanismes moléculaires a I origine de la résistance aux po-
lyénes ont été principalement décrits chez des mutants induits de levures du genre Candida et
chez S. cerevisiae. Ainsi, la délétion du gene ERG11 chez C. albicans ou du gene ERG3 chez
S. cerevisiae conduisent a l'obtention de colonies présentant une résistance crois€ée aux anti-
fongiques azolés et polyéniques. De méme, 'inactivation du gene ERG6 conduit a une résis-
tance a 'AmB chez C. lusitaniae et chez S. cerevisiae. Toutefois, peu de données concernant
les mécanismes de résistance aux antifongiques polyeniques sont disponibles pour des isolats
cliniques de champignons pathogeénes et les €tudes ont essentiellement porte sur l'espéce
C. albicans. Ainsi, des travaux ont montré qu'un déficit en D5,6-désaturase, codée par le gene
ERG3, pouvait étre a I’ origine de la résistance aux polyenes chez des isolats cliniques de

C. albicans prélevés chez des patients atteints de leucémie ou du SIDA.
4.1.3 Les azolés :

Structure : Les dérives azoles sont de loin les antifongiques les plus utilises en clinique et
pour cette raison, ce sont aussi les antifongiques les plus étudies par la communauté
scientifique, aussi bien au niveau de leur propriétés pharmacologiques et de leur mode
d'action, que des stratégies de défense adoptées par les micro-organismes. Les antifongiques
azolés ont ét¢ également trés étudies par les industries pharmaceutiques qui n'ont cessé

d'améliorer leur efficacité, a la recherche de I'antifongique parfait.

Les dérives azolés sont des molécules cycliques organiques, qui peuvent étre divisées en deux
.. . , ) ,
groupes, les imidazoles, contenant deux atomes d'azote dans le cycle azol¢, et les triazolés,

contenant trois atomes d'azote (Figure 37).
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Figure 37 : Structure chimique des principaux antifongiques azolés.
Sont représentésQuatre imidazoles : le clotrimazole (A), 'econazole (B), le miconazole (C) et le keto-
conazole(D); deux triazolés : l'itraconazole (E) et le fluconazole (F); ainsi que les trois triazolés dits
deSeconde génération : le voriconazole (G), le posaconazole (H) et le ravuconazole (I).
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Figure 38 : mode d’action des azolés

Les antifongiques azolés ont pour cible la voie de biosynthese de l'ergostérol, principal com-
posant de la membrane fongique. Ils inhibent spécifiquement la lanosterol 14a déméthylase a
cytochrome P450, codée par le gene ERG1 1. Cette inhibition se fait par la liaison de l'atome
d'azote libre du cycle imidazole ou triazolé a 1'atome de fer de I'heme de I'enzyme et a pour
conséquence l'accumulation de dérives 14a-méthyles, dont la métabolisation par les enzymes
situées en aval d'ERG1 1p dans la voie de biosynthese produit des dérives toxiques, incapables

de remplacer l'ergostérol.

La spécificité de chaque azolé est dépendante de la nature du substituant sur le carbone en
position b sur la chaine latérale greffée sur I'atome d'azote en 1 du noyau imidazole ou triazo-
l1¢. De méme, les effets secondaires observes avec les antifongiques azolés sont le plus sou-
vent la conséquence de l'affinité des azolés pour les cytochromes P450, présents également

chez 'homme.
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Mécanismes de résistance : Bien que depuis quelques années la fréquence de la résistance
aux antifongiques azolés n'augmente plus en raison de l'amélioration des thérapies
antifongiques, le début des années 1990 s'est accompagné d'une augmentation considérable du
nombre d'isolats cliniques résistants. De méme, si le profil des espéces rencontrées s'est
modifié depuis ces vingt derniéres années, c'est en partie en raison de l'utilisation croissante
des antifongiques azolés et de la sélection des espéces qui leurs sont le moins sensibles, ou

ayant la plus forte propension a développer une résistance a cette classe d'antifongiques.

Les mécanismes moléculaires a I’origine de la résistance aux antifongiques azolés ont ¢été lar-
gement ¢tudies, principalement chez les levures du genre Candida et S. cerevisiae, et peuvent

étre repartis en quatre catégories.

- une diminution de l'affinité¢ des azolés pour leur cible peut étre a I’ origine de la résistance.
Ainsi, une mutation ponctuelle du géne ERGI 1, se traduisant par une modification de la sé-
quence en acides aminés de la lanostérol 14 a-déméthylase, suffit a empécher la liaison entre
l'antifongique et 'enzyme. De nombreuses mutations, dont le role dans la résistance a été dé-
montré expérimentalement, ont ét¢ identifiées, notamment chez Cryptococcusneoformans, C.

albicans et C. tropicalis.

- la résistance aux antifongiques azolés peut également résulter d'une multiplication du
Nombre de copies de la 14 a-déméthylase. Dans cette situation, les azolés ne sont pas en
quantit¢ suffisante pour inhiber totalement la conversion du lanosterol en stérol 14a-
déméthyle. Ainsi, la surexpression du gene ERGI I, par duplication chromosomique ou modi-
fication du promoteur, comme l'augmentation de la demi-vie des ARNm, peut aboutir a la

résistance.

- un mécanisme moins fréquemment observe chez les isolats cliniques résistants aux antifon-
giques azolés est le blocage de la voie de biosynthese de l'ergostérol apreés l'intervention de
I'enzyme codée par ERG1 1. L'effet fongistatique des azolés reposant sur la conversion en sté-
rols toxiques des intermédiaires 14 a-méthyles synthétises suite au blocage de la lanostérol 14

a-déméthylase, la mutation d'un gene responsable de la synthése de ces intermédiaires
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toxiques aura pour conséquence une résistance aux azolés. C'est notamment le cas pour

C.albicans, chez qui la mutation du géne ERG3 aboutit a une résistance aux azolés.

- enfin, la résistance peut étre la conséquence d'une diminution de la concentration intracellu-
laire en antifongique, par surexpression des protéines d'efflux. Les protéines d'efflux sont des
transporteurs membranaires trés ubiquitaires qui ont pour role de rejeter en dehors des cellules

une grande variété de substances.

Les azolés peuvent étre les substrats de deux types de protéines d'efflux, les protéines de type
ABC pour "ATP-binding cassette", utilisant 'ATP comme source d'énergie pour le transfert,
et les MFS pour "major facilitator superfamily", qui utilisent comme source D’énergie un
gradient de protons. Il Semble que les ABC protéines soient capables de prendre en charge

tous les azolés alors que les MFS seraient plus spécifiques du fluconazole.

La résistance aux antifongiques azolés par surexpression des protéines d'efflux est le
mécanisme le plus fréquemment retrouve chez les isolats cliniques des espéces appartenant au
genre Candida. Chez C. glabrata et C. albicans, ce mécanisme est aussi a 1'origine de la
résistance aux azolés des mutants petite, pour qui une surexpression des genes CDRI et

CDR?2, codant des ABC protéines, a ¢t¢ identifiée.

Si la surexpression des protéines d'efflux est maintenant aisément caractérisée chez les isolats
cliniques résistants aux antifongiques azolés, I'enjeu de la recherche dans ce domaine depuis
le début des années 2000 est de comprendre les mécanismes moléculaires a 1’ origine de la
dérégulation de l'expression de ces genes. Il semble que la surexpression des génes codant les
protéines d'efflux soit plus dépendante du contrdle de ces genes par un facteur de transcription

que par une modification de leur promoteur ou de l'augmentation de la demi-vie des ARNm.

En effet, les génes codant les protéines d'efflux de type ABC contiennent dans leur promoteur
une séquence, nommée PDRE pour "pleiotropic drug responsive element", reconnue par un
facteur de transcription appelé PDRI chez S. cerevisiae et C. glabrata ou TACI chez
C.albicans. Le role de ce facteur de transcription dans la surexpression des protéines d'efflux
de type ABC, et par conséquent dans la résistance aux azolés, a €t€¢ mis en évidence. Ainsi, la

disruption de ce gene chez des isolats résistants aux azolés de C. glabrata aboutit a la restau-
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ration d'une sensibilit¢ normale. De méme, des travaux ont montré qu'une activation constitu-
tive de ce facteur de transcription, obtenue par mutation ponctuelle du géne correspondant,
¢tait suffisante pour induire la résistance aux antifongiques azolés. Cependant, si des travaux
récents suggerent que les azolés sont capables de se lier directement au facteur de transcrip-
tion et de l'activer, les mécanismes a 1’origine de son activation chez les isolats cliniques ré-
sistantsrestent a ¢lucider. Un début de réponse a été fourni pour C. albicans. En effet, des tra-
vaux récents ont montré que chez des isolats cliniques de C. albicans résistants aux azolés,
des mutations portées a 1'é¢tat homozygote sur le gene 7AC1 peuvent aboutir a une activation
constitutive de l'expression de ce facteur de transcription. Une dizaine de ces mutations confé-
rant une activation constitutive ont été identifi¢es. De méme, comme précédemment décrit
pour le géne ERGI1, la duplication du chromosome 5, porteur du géne TACI, peut aboutir a
une surexpression des protéines d'efflux et donc a la résistance aux azolés par augmentation

du nombre de copies du gene.

Par ailleurs, si un mécanisme moléculaire base sur un événement mutationnel peut expliquer
la résistance aux azolés, cette résistance peut également résulter d'un mécanisme epigéné-
tique, par exemple la capacité a former des biofilms qui limitent le passage de l'antifongique a
l'intérieur de la cellule. Un autre exemple de mécanisme non-moléculaire participant a la ré-
sistance aux azolés est la capacité a contourner l'absence d'ergostérol suite au blocage de sa
voie de biosynthese par l'antifongique. Ce mécanisme est observé chez C. glabrata qui, con-
trairement aux autres levures du genre Candida et notamment a C. albicans, mais comme S.
cerevisiae, est capable d'assimiler et d'utiliser une source de stérol exogene en présence d'azo-
I¢s, telle que le cholestérol présent chez 'homme. Cette observation pourrait d’ailleurs en par-

tie expliquer la moindre sensibilité¢ de cette espéce aux antifongiques azolés.
4.1.4 Les Echinocandines :

Structure : Depuis ces 15 dernieres années, les echinocandines représentent la seule nouvelle
classe d'antifongiques mise a disposition des praticiens pour lutter contre les infections
fongiques invasives. A l'heure actuelle, trois echinocandines ont vu leur utilisation clinique

approuvée aux Etats-Unis par la FDA et par la suite en Europe par 'Agence Européenne pour

87



Etude moléculaire et profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des souches de Candida

'Evaluation des Médicaments (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products -
EMEA): la caspofungine en 2001 par la FDA et en 2002 par 'EMEA, la micafungine en 2005
et enfin l'anidulafungine en 2006. Les echinocandines sont des dérives synthétiques de
lipopeptides (Figure 39). Ces lipopeptides sont secretés a I'état naturel par plusieurs espéces
de champignons, telles qu'dspergillus rugulovalvus qui synthétise la caspofungine B, Zalerion

arboricola 1a pneumocandine B, ou Papularia sphaerosperma la papulacandine.
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Figure 39 : Structure chimique des trois echinocandines actuellement utilisées en clinique, la
micafungine (A), la caspofungine (B) et I'anidulafungine (C).
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Figure 40 : mode d’action des echinocandines

L'originalité des echinocandines réside dans leur cible chez le pathogéne. Depuis plusieurs
années, la paroi fongique était considérée comme une cible de choix pour le développement
de nouvelles molécules a activité antifongique. En effet, la paroi fongique est constituée de
composants qui n'ont pas d'équivalents chez 'homme et son intégrité est indispensable a la
survie du microorganisme puisque la paroi joue un réle de protection physique vis-a-vis des
cellules immunitaires ou des autres micro-organismes. La paroi est également responsable du
maintien de l'osmolarité, de la forme et de la taille de la cellule fongique, mais elle est aussi le
si¢ge de nombreuses réactions enzymatiques et a un role important dans la communication
intercellulaire. Cette paroi est composée d'une couche interne, constituée par un enchevétre-
ment de polysaccharides, les b (1-3)-glucanes et la chitine, dans lequel sont insérées des man-

noprotéines, et d'une couche externe de mannoproteines.

Les echinocandines sont des inhibiteurs non compétitifs de la b (1-3)-glucane synthétase, une
enzyme qui catalyse la polymérisation de l'uridine diphosphate-glucose en b (1-3) glucane, un
des composants structuraux responsables du maintien de I'intégrité et de la rigidité de la paroi
fongique. La b (1-3)-glucane synthétase est composée d'une sous-unité activatrice et d'une

sous-unité catalytique, codée par les génes FKS. Chez la plupart des champignons, deux genes
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FKS sont présents, FKSI serait exprimé lors de la phase végétative de croissance tandis que
FKS?2 serait exprim¢ lors de la sporulation, les echinocandines pouvant inhiber indifférem-
ment les deux formes de I'enzyme. Le blocage de la b (1-3)- glucane synthétase entraine une
fragilisation de la paroi qui se traduit par une fuite des composants intracellulaires, aboutis-

sant a la lyse de la cellule fongique.

Mécanismes de résistance : La résistance aux echinocandines est un événement relativement
rare. On estime a plus de 99% le taux d'isolats sensibles a ces antifongiques chez les especes
du genre Candida. Cependant, plusieurs travaux ont mis en €vidence une résistance aux
echinocandines et détermine le mécanisme moléculaire a 1’ origine de cette résistance, en
particulier chez S. cerevisiae et C. albicans. Dans tous les cas, il s'agit d'une mutation
ponctuelle sur les génes FKSI ou FKS2. L'analyse de l'ensemble des mutations ponctuelles
détectées a permis de définir deux régions dont l'intégrité est indispensable a l'activité¢ de
'enzyme, appelées "hot spots". Chez les autres especes, des mutations dans les "hot spots" ont
¢galement été mises en évidence, c'est notamment le cas chez C. glabrata, C. krusei et A.

fumigatus.

La résistance innée aux echinocandines chez C. neoformans n'est pas liée a une mutation des
genes FKSI et FKS2. En effet, la b (1-3)-glucane synthétase de C. neoformans est inhibée par
les echinocandines, bien que cet organisme soit capable de croitre en présence de fortes con-
centrations de l'antifongique. Le mécanisme de résistance aux echinocandines chez
C.neoformans reste donc a €lucider, mais il semble lie a la composition de la paroi en poly-

saccharides qui differe de celle des autres champignons.

Certaines especes de levures et de champignons filamenteux sont capables de croitre en pré-
sence de fortes concentrations en echinocandines, bien supérieures a la CMI. Ce phénomeéne,
appelé effet paradoxal, serait dii a une adaptation physiologique du micro-organisme, médi¢e
par la voie de signalisation responsable du maintien de I'intégrité de la paroi, en réponse au
blocage de la synthése des b (1-3)-glucanes et a la modification de la structure de la paroi qui
en résulte. Des travaux suggerent que cet effet paradoxal serait plus ou moins important en

fonction de la nature de l'agent pathogéne, mais également de l'echinocandine utilisée. Ainsi,

90



Etude moléculaire et profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des souches de Candida

l'effet paradoxal serait plus prononce en présence de caspofungine qu'en présence de mica-
fungine ou d'anidulafungine, et il n'est pas observé chez C. glabrata. Cependant, la significa-
tion clinique de cet effet paradoxal n'a pas encore été étudiée et cet effet n'a d'ailleurs jamais

¢té observé chez les patients traités par les echinocandines.
4.2 Biosynthése et fonctions de l'ergostérol :
A. Voie de biosynthese :

Description : L'ergostérol est spécifique aux membranes cellulaires des champignons, son
équivalent chez les mammiferes étant le cholestérol. Pour cette raison, sa voie de biosynthese
comporte des étapes spécifiques au régne des Fungi, qui sont donc des cibles de choix pour la

conception de molécules antifongiques.

En effet, six enzymes de cette voie de biosynthese sont des cibles spécifiques de certains anti-
fongiques. L'HMG coA réductase est inhibée par les statines, et notamment la lovastatine, qui
présentent des propriétés antifongiques, mais sont utilisées essentiellement pour le traitement
de I'nypercholestérolémie chez 'homme. La squaléne monooxygénase (aussi appelée squaleéne
epoxydase) est la cible des allylamines telles que la terbinafine, qui est utilisée pour traiter les
infections a dermatophytes. La C14 stérol réductase et la C8 stérol isomérase sont inhibées
par le fenpropimorphe, un antifongique de la famille des morpholines principalement utilisées
en agriculture. La 14a stérol déméthylase et la C22 stérol désaturase, les deux seules enzymes
a cytochrome P450 de la voie, sont inhibées spécifiquement par les antifongiques azolés. En-
fin, le produit final de la voie, l'ergostérol, est la cible des antifongiques polyeniques. La voie
de biosynthése de l'ergostérol est une voie métabolique complexe, ¢tudiée principalement

[11. 6041 Elle comporte plus de 20 enzymes. La

chez l'organisme de référence S. cerevisiae
principale singularité de cette voie, qui explique en partie sa complexité, réside dans le fait
qu'elle n'est pas une voie métabolique figée, c'est-a-dire qu'une méme enzyme peut prendre en
charge des substrats différents et ainsi court-circuiter la voie. Ainsi, toutes les enzymes ne
sont pas indispensables et 1'inactivation (in vivo ou in vitro) de certains génes reste viable pour

le champignon. Cette singularité est d'ailleurs a I’ origine de résistances aux antifongiques

polyeniques et azolés, les deux classes moléculaires ayant pour cible 1'ergostérol et sa voie de
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biosynthese. Ainsi, la délétion systématique des phases ouvertes de lecture du génome de S.
cerevisiae a permis de mettre en ¢évidence le caractere essentiel des genes ERGI,
ERG7,ERGS, ERGY9, ERG10, ERGI1, ERGI12, ERG1Y, ERG20, ERG24, ERG25, ERG26 et
ERG?27. La plupart de ces genes essentiels codent des enzymes trés précoces de la voie de
biosynthese de l'ergostérol et, chez S. cerevisiae, les mutants pour ces genes sont auxotrophes
pour le mevalonate ou l'ergostérol, en fonction de la position du géne dans la voie. La délétion
des génes ERGI1 et ERG24 est Iétale, mais elle peut étre compensée par une mutation inacti-
vant le géne ERG3 pour ERGI11 ou par une culture en anaérobiose pour ERG24. De méme, la
délétion du géne ERG25 est viable en présence d'azolés dans un contexte ou les génes codant

des enzymes de la voie de biosynthese de 'heme (HEM?2 ou HEM4) sont inactifs.

En revanche, la délétion des génes ERG2, ERG3, ERG4, ERG5 ou ERG6 est viable et se tra-
duit par une absence d'ergostérol, une diminution des capacités de croissance, ou une modifi-

cation de la sensibilité aux azolés et/ou aux polyenes.

Régulation : Le début de la voie de biosynthése de l'ergostérol est commun a tous les
terpenoides tels que le dolichol, les protéines sur lesquelles sont branches des groupements
farnesyl, 'heme ou l'ubiquinone. Cette voie est méme appelée la voie du mevalonate, dont le
produit final, le farnesyl pyrophosphate, est a Il'intersection de nombreuses voies
métaboliques. Pour cette raison, la machinerie enzymatique responsable de ces premicres
réactions est extrémement régulée, notamment par un mécanisme de rétrocontrdle négatif

exerce par le farnesyl pyrophosphate sur sa propre biosynthese.

La partie propre a la synthése de l'ergostérol commence a partir de la formation du squaléne et
le premier intermédiaire stérolique synthétise est le lanosterol. Le rétrocontrole négatif est
¢galement un mécanisme par lequel l'ergostérol est capable de réguler sa propre biosynthese.
Des travaux ont mis en évidence la présence d'une séquence régulatrice au niveau du promo-
teur des génes appartenant a la voie de biosynthése. Cette s€quence, appelée SRE pour "Sterol
Response Element", est reconnue par un facteur de transcription appelé SREBP pour "Sterol
Response Element Binding Protein". SREBP appartient a la famille des facteurs de transcrip-

tion de la famille bHLH, il est localise dans le cytoplasme sous une forme complete.
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Quand le taux d'ergostérol diminue dans la cellule fongique, SREBP est clive et sa partie ac-
tive se retrouve dans le noyau ou elle active la transcription des génes contenant une séquence

SRE dans leur promoteur.
B. Fonctions de I'ergostérol :

L'ergostérol, principal composant lipidique des membranes de la cellule fongique avec les
sphingolipides, est responsable du maintien des propriétés des membranes cellulaires, tant au
niveau de leur fluidit¢ que de leur perméabilité, et ainsi leur permettent d'exercer leur réle de

barrieére physique.

L'ergostérol joue également un rdle prépondérant dans la composition en protéines des mem-
branes et par conséquent dans une multitude de phénomeénes cellulaires dépendants de ces
protéines membranaires. En effet, la présence de radeaux lipidiques, qui sont des portions
membranaires dont la composition en stérols se distingue du reste de la membrane cellulaire,
détermine l'adressage des protéines membranaires. Ainsi, en influengant l'activité des en-
zymes li€es a la membrane, l'ergostérol détermine les capacités de croissance cellulaire ou la

progression du cycle cellulaire lui-méme.
IV.5 Les traitements et les référentiels :

En réanimation il est difficile de définir une stratégie globale de prise en charge des
candidémies. Les malades différent les uns des autres en termes de nature de la maladie sous-
jacente et du degré d’immunodépression. Par ailleurs dans un méme hopital on peut observer

une différence d’écologie microbiologique au sein des services ['76),

5.1 Les différents types de traitement

L’utilisation des antifongiques se fait selon trois approches différentes: en traitement

prophylactique, en traitement probabiliste et en cas d’infection prouvée (Figure 41).
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Traitement empirique : Un traitement empirique se définit comme une thérapie pour les

patients chez qui on soupconne une infection fongique, en [I’absence de preuve

microbiologique, histologique ou sérologique.

Il n’existe pas actuellement des recommandations établies, bien que dans les faits, le
traitement empirique est clairement efficace chez les patients faisant un choc septique du fait
d’une infection abdominale. Plusieurs auteurs ont suggéré que face a une suspicion clinique
de candidémie, la colonisation de plus de deux sites corporels est suffisante pour justifier un

traitement antifongique empirique.

Le terme « suspicion clinique » basé sur I’appréciation des facteurs de risque reste a définir
car il n’y a pas de consensus fort concernant ces facteurs de risque. Le clinicien devra

apprécier cas par cas en se fondant sur les facteurs actuellement proposés dans la littérature
[106,119]

Traitement préemptif : Un traitement préemptif se définit comme une thérapie chez les

patients a haut risque et présentant des signes cliniques d’infection avec des résultats

microbiologiquesnon probants mais laissant supposer une infection.

Eggiman et ses collaborateurs ont évalué [Defficacité clinique et I’innocuité d’une
administration préemptive de fluconazole a 400 mg par jour (n=23) versus un placebo (n=20)
chez des patients chirurgicaux a haut risque. Les patients devaient avoir subi une chirurgie
abdominale récente avec perforations gastro-intestinales ou écoulements anastomotiques.
Tous les patients recevaient un traitement antibactérien a large spectre, et la plupart
présentaient d’autres facteurs de risque comme une colonisation a Candida, un score Apache
II élevé et une alimentation parentérale. Seulement 1 patient (4%) dans le groupe fluconazole
a développé une péritonite a Candida, comparativement a 7 patients (35 %) dans le groupe
placebo. Aucune mortalit¢ reliée a une infection fongique n’est survenue dans le groupe

fluconazole.

La conférence de consensus de 2004 sur la prise en charge des candidoses et aspergilloses
invasives a déclaré que malgré des études insuffisantes pour valider le traitement préemptif en

réanimation, un tableau septique préoccupant sans autre documentation microbiologique, avec
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colonisation de plusieurs sites par Candida sp. et des facteurs de risques de candidémie,

autorise de débuter le traitement.

Traitement curatif : Tous les auteurs s’accordent sur la nécessité de démarrer un traitement

antifongique chez les patients a risque en cas de preuve bactériologique. Un examen direct

positif au niveau d’un site normalement stérile, une seule hémoculture positive ou une

candidurie importante (supérieure a 10°/ml) chez un malade présentant un tableau septique,
138]

suffisent pour instaurer un traitement antifongique !

h Sous-groupe
e <« - + « prophylaxie »
Hémocultures Fac_teurs :
* de risque + m  Stabilite
Prélévement i * :
sites stériles

Surveillance
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Colonisation wwsmmsd 1/ comaine

Figure 41: Algorithme de prise en charge des patients en réanimation.

Le choix de antifongique dans le traitement curatif : 11 se fait aprés isolement de levure et

avant I'identification de I’espéce et une fois I’espece isolée, le traitement est adapté en

fonction de la sensibilité aux antifongiques.

e Le choix apres isolement d 'une levure et avant identification de [’espece :
Les critéres qui interviennent dans le choix sont: le statut clinique du patient (neutropénique
ou non, stabilité sur le plan hémodynamique, fonction hépatique ou rénale), ses antécédents

de traitement antifongique et la possibilit¢ d’interaction médicamenteuse. Le fluconazole était
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utilisé en 1 ligne car il est actif sur la plupart des Candida spp pathogénes a I’exception de
C. krusei qui est résistant et C. glabrata inconstamment sensible, mais I’émergence de
souches résistantes aux azolés a remis en cause la possibilité de son utilisation systématique.
L’IDSA (Infectious Diseases Society of America) est prudente et ne recommande pas
I’utilisation du fluconazole comme traitement de premicre ligne si 1’état clinique du patient
n’est pas stable ou en cas d’exposition préalable aux azolés [*). La notion d’instabilité est
habituellement utilisée pour décrire des patients dont les fonctions vitales, notamment
hémodynamiques et respiratoires sont altérées ou en cours d’aggravation. Chez les malades
instables, dans les recommandations plus récentes pour le traitement des candidémies publiées
en 2009 par I'IDSA, la caspofungine est préférée; quant aux formes lipidiques de
I’amphotéricine B, elles sont recommandées a une posologie de 3mg/kg par jour pour LAMB

et 5 mg/kg par jour pour ABLC en deuxieme ligne.

Chez les patients neutropéniques, la plupart des experts recommandent d’utiliser un agent
fongicide couvrant toutes les especes de Candida (comme les polyeénes ou les
¢chinocandines), plutdt que les agents fongistatiques (comme les azolés) qui ne couvrent pas

des especes observées chez de tels patients.

e Le choix apres l'identification de I'espece de Candida responsable :

Apres identification de 1’espece de Candida responsable, le choix du traitement dépend des
caractéristiques épidémiologiques du service hospitalier. La connaissance des espéces et leur
sensibilité aux différents antifongiques est importante pour guider le choix de I’antifongique.
Concernant les données de la littérature sur les profils de sensibilit¢é ou de résistance aux
antifongiques, elles sont résumées dans le tableau 29 ci-dessous, cependant, ces données sont
a considérer avec réserve, car il existe beaucoup de variabilité en fonction de 1’écologie locale

de I’hopital.
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Tableau 29: Sensibilité présumée des Candida spp. Aux antifongiques

Fluconaz Itraconaz Voricona Flucytosi Amphotérici Candi

Espéce
ole ole zole ne ne B nes

C.albicans S S S S/R S S
C.tropicalis  SDD/R SDD/R S/ S S/ S
C.parapsilos

parap S S S S S S/1
s
C.glabrata SDD/R S S S S S
C.Krusei R SDD/R S I/R S/1 S

Etude de la sensibilité selon ’agent antifongique : Dans les cas d’infections systémiques,

C. albicans, reste généralement sensible a tous les agents antifongiques majeurs. La résistance
aux azolés (<3 %) pour cette espece est sporadiquement signalée chez des adultes dans un
¢tat clinique sévere et ayant une candidose invasive. Cependant, comme les espéces non
albicans sont de plus en plus associées aux candidoses invasives, des tests de sensibilité pour
détecter une résistance aux azolés sont utilisés pour guider la prise en charge de la candidose
chez ces patients, en particulier dans les situations ou 1’on observe un échec du traitement
empirique initial. La majorité des Candida spp isolés reste sensible a I’amphotéricine B. La
thérapeutique médicale initiale peut donc théoriquement comporter soit de la caspofungine,
soit le fluconazole, le voriconazole ou I’amphotéricine B. Le spectre antifongique de
I'amphotéricine B couvre la plupart des especes pathogenes pour 'homme. Seules certaines
souches de Candida lusitaniae et C. guilliermondii sont connues résistantes. C. glabrata et
C. krusei tendent a avoir des concentrations minimales inhibitrices supérieures a celles de
C. albicans. Le fluconazole a également un large spectre. Les espéces résistantes sont
C. krusei et certaines souches de C. glabrata. La 5-fluorocytosine est active sur la plupart des
Candida. Cependant, 30 % des souches de C.tropicalis et de C. krusei sont résistantes. Le
risque de développement de résistances en cours de traitement en cas de taux sériques trop

faibles est €levé, d'ou son utilisation en association a un autre antifongique.
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Les antifongiques récents (voriconazole et caspofungine) sont actifs contre pratiquement

toutes les souches de Candida, y compris celles résistantes au fluconazole.

Sensibilité au fluconazole : Les tests de sensibilité des 85 souches testées vis-a-vis du
fluconazole, montre une efficacité modérée sur les souches isolées car 45% des souches sont
résistantes au fluconazole. Ces résultats montrent une augmentation importante du nombre
des souches résistantes au fluconazole, d’autres études ont montrées aussi une baisse de la
sensibilit¢ pour le fluconazole qui est expliqué par I'utilisation accru du fluconazole en
premicre attention dans les candidémies. Mais ces résultats ne sont pas la régle, d’autres
travaux ont montrés des fréquences de sensibilit¢ importante pour le fluconazole pouvant
atteindre 76% ou méme 95,8% de souches sensibles dans une étude plus ancienne menée a
Taiwan entre 1996 et 1999.Une ¢tude réalisée par la méme équipe en 2002 a montré un
pourcentage de souches sensibles au fluconazole égale a 93,5%. En revanche, d’autres études
démontrent que le fluconazole montre toujours une bonne activité sur les especes de Candida

saufle C. krusei qui est naturellement résistant au fluconazole.

Sensibilité au voriconazole : Les résultats de la sensibilité vis-a-vis du voriconazole
montrent une sensibilit¢ de ’ordre de 63%. Cette étude montre que le voriconazole est plus

actif sur les levures Candida que le fluconazole.

Sensibilité a la S5-flucytosine : Les résultats montrent un taux de sensibilit¢ de I’ordre de
60,6%. Nous signalons que cette molécule n’est jamais utilisée en monothérapie a cause de sa
toxicité¢ hématologique. D’ autres études démontrent aussi que la 5-FC montre des limites pour

son utilisation dans le traitement des candidoses a cause des taux élevés de résistance.

Etude de la sensibilité selon I’espéce :

Candida albicans : Le Candida albicans présente un taux de sensibilité¢ intéressant au
voriconazole avec 73% des isolats, par contre des fréquences €levées de résistance sont notées
vis-a-vis du S-flucytosine (57,9%), et le fluconazole (42,1%). Ces résultats sont également

retrouvés dans d’autres études.

Candida glabrata : Les isolats de Candida glabrata montrent des fréquences de résistance

¢élevées pour le fluconazole et le voriconazole de I’ordre de 60%. Ces résultats rejoignent les
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données tunisiennes sur I’importance de cette espece dans les flores fongiques isolées dans les

services de réanimation ainsi que I’émergence de cette résistance importante.

Candida tropicalis : Les isolats de Candida tropicalis montrent des fréquences de résistance
¢levées pour le fluconazole et le voriconazole de I’ordre de 80%. Ces résultats suggerent

I’émergence de résistance comme celle remarquée pou le Candida glabrata.

Candida krusei : Cette étude démontre que Le Candida krusei présente une résistance de
100% pour le fluconazole ce qui rejoint les données déja connus puisque cette espece présente

une résistance innée au fluconazole.

Enfin, le succes thérapeutique ne dépend pas seulement de I’efficacité et de la tolérance de
I’agent antifongique utilisé mais aussi du délai d’administration du traitement. En effet, Garey
et al ont étudié ’impact d’un retard de traitement antifongique dans plusieurs centres de soins
aux Etats-Unis. Le but de leur analyse était d’établir la fréquence et le délai d’initiation d’un
traitement antifongique et d’évaluer la relation entre le retard de traitement et la mortalité. Sur
un total de 230 patients hospitalisés atteints de candidémie, ils ont pu montrer que chaque jour
de retard d’administration d’un traitement adapté (en I’occurrence le fluconazole) augmentait
significativement et corrélativement la mortalité¢ (Figure 42). De ce fait, il est nécessaire de
mettre au point des méthodes de diagnostic rapide (sérologie Candida, identification des
facteurs de risques) qui permettraient de diminuer le retard de délai d’administration d’un

traitement antifongique.
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Figure 42: Impact d’un retard de traitement par un antifongique

Choix de I’antifongique : Le choix du traitement antifongique a utiliser dépend de plusieurs
facteurs. Avant l'identification de la souche de Candida, il doit étre envisagé en fonction du
terrain, notamment la stabilité, les antécédents de traitements antifongiques et les fonctions

rénale et hépatique.

Stabilité et antécédents de traitements antifongiques : La notion d'« instabilité » est assez

vague. Elle est habituellement utilisée pour décrire des patients dont les fonctions vitales,
notamment hémodynamiques et respiratoires sont altérées ou en cours d'aggravation. Chez le
malade instable, I'efficacité thérapeutique est requise. Le délai nécessaire a la détermination
de la résistance au fluconazole constitue un risque pour le malade. De ce fait, I'amphotéricine

B est classiquement préconisée !4

. Seulement, depuis 1’an 2000 la préférence est a la
généralisation de [I’utilisation du fluconazole méme chez le malade instable: dans les

« guidelines » de Rex, la préférence va a 'amphotéricine B pour son spectre plus large mais le
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fluconazole a aussi été utilisé avec succes. Dans le consensus allemand de 2002, 11 experts
sur 16 préconisent le fluconazole, contre deux pour l'association amphotéricine B — 5-
fluorocytosine et trois pour ses formulations lipidiques. Il a ¢été constaté, depuis la
généralisation de l'utilisation du fluconazole, I'apparition de souches de C. albicans ainsi que
I'émergence de souches de Candida-non albicans résistantes au fluconazole.Dans notre étude,
I’utilisation du fluconazole comme antifongique prophylactique peut s’avérer inefficace : dans
la littérature la résistance au fluconazole des souches de Candida est controversée. Depuis
l'application du document M27A du NCCLS en 1997 normalisant la mesure de la sensibilité
des souches de Candida aux antifongiques, l'incidence réelle aussi bien des souches de
C. albicans résistantes au fluconazole que celle des souches de Candida-non albicans
intrinsequement résistantes, a été nettement revue a la baisse. Si la prévalence de Candida-
non albicans et la mortalit¢ qui lui est attribuable ont globalement augmenté, le

développement de résistances au fluconazole ne semble néanmoins pas incriminé.

Enfin, dans une large étude portant sur les Candida isolés d'hémocultures entre 1995 et 2000,
aucune relation n'a pu étre établie entre 1'incidence des infections a C. glabrata et sa résistance
au fluconazole. En d'autres termes, la résistance au fluconazole d'une espece particuliere n'est

statistiquement pas corrélée aux taux d'infections dus a cette espece.

Insuffisance hépatique et rénale : En cas d'insuffisance rénale, I'amphotéricine B est contre-

indiquée du fait de sa néphrotoxicité. Le choix se portera sur le fluconazole (en adaptant les
doses), l'itraconazole (aux mémes doses) ou sur les nouvelles molécules. Le consensus
francais de 2004 préconise, en cas de créatininémie supérieure a 1,5 fois la normale,
l'utilisation des formes lipidiques de l'amphotéricine B, de la caspofungine ou du
voriconazole. En cas d'insuffisance hépatique, le médicament de choix est I'amphotéricine B.

Les azolés et les échinocandines sont contre-indiquées.
5.2 Recommandations thérapeutiques

La conférence du consensus de 2004 sur la prise en charge thérapeutique des candidoses et
aspergilloses invasives de ’adulte a mis au point des recommandations pour le traitement des

candidoses invasives (Figure 43 et 44). Le traitement curatif dépend du genre et de ’espéce
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de la levure. Elle se fait apres isolement de la levure mais avant I’identification pour éviter le
retard d’administration. Le choix fait intervenir également I’augmentation de I’incidence des
Candida sp. De sensibilit¢ diminuée ou résistants aux azolés, une neutropénie, une

insuffisance rénale, les médicaments co-prescrits et la localisation.

En ce qui concerne la localisation pour la candidémie, il n’y a pas d’arguments pour une
association d’antifongiques. La durée du traitement est de 2 semaines apres la dernicre
hémoculture positive et la disparition des symptomes, ou au moins 7 jours apres la correction

de la neutropénie. Le retrait des cathéters intravasculaires est recommande.

Plus récemment 'IDSA a publi¢ en 2009 des recommandations pour le traitement des
candidémies (Tableau 30). Dans ces recommandations la durée du traitement de la
candidémie est €galement de 2 semaines apres la derniere hémoculture positive. Chez les

sujets non neutropéniques, il est recommandé si possible ’ablation de tous les cathéters

intravasculaires.
créatininémie < 1,5 fois la normale créatininémie 21,5 fois la normale
NEUTROPENIQUE NON-NEUTROPENIQUE NON-NEUTROPENIQUE NEUTROPENIQUE
recevant > 2 traitements Tt. antéricur par azolé ? Tt. antérieur par azolé ?

néphrotoxiques ?

" Sy I

oul NON oul NON NON oul
\ / Y
Fungizone® IV Fungizone® IV 1 mg/kgfj Triflucan®
1 mg/kg/j OU Triflucan® IV 12 mg/kg/j v
12 mg/kg/j

Y

Cancidas® 1V, 70 mg J1, 50 mg/j
OU AmBisome® 1V, 3 mg/kg/j

F 3

Figure 43: Traitement des candidoses invasives : aprés isolement
d’une levure et avant identification de ’espéce .
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Candids Triflacan®.$ Candida Triflucan®-R ou -SDD
créatininémie < 1,5 fois la normale créatininémie > 1,5 fois la normale
1 ] / \ l
NEUTROPENIQUE
NEUTROPENIQUE OU NON I NON-NEUTROPENIQUE | rm\'a’nt > ztr‘allemenls NEUTROPENIQUE OU NON
néphrotoxiques

N

Imgkgj | €—
NON oul
Di¥lecke® V6 i) \ Cancidas® IV 50 mgj
Relais per os dés que possible OU Ambisome® IV, 3 mg/kgj
“a e OU, si Chrusei Viend® 12- 6 mgkgj

Relais par Viend® oral si
infection controlée

Figure 44 : Traitement des candidoses invasives : aprés identification de I’espéce de Candida sp *\.
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Tableau 30: Recommandations américaines concernant le traitement des
candidémies : Pappas 2009(IDSA)

Traitement

Durée de traitement

Commentaires

Patients non-neutropéniques
1% intention

Fluconazole 800mg (12mg/kg)
en dose de charge puis
400mg/kg ou echinocandine
2°™ intention

LFAmb 3-5mg/kg/jour ou
AmB  0,5-1lmg/kg/jour ou
Voriconazole 400mg (6mg/kg)
x2 pour deux doses puis

200mg (3mg/kg) x2/jour

Patients neutropéniques
LFAmb 3-5 mg/kg/jour ou

Echinocandine

14 jours apres derniere
hémoculture positive et
symptomes + régression
de la neutropénie chez les

neutropéniques.

-Ablation de tous les cathéters

mtra-vasculaires

si possible

chez les patients non-

neutropéniques.

-Ablation de tous

les cathéters

mtravasculaires  controversée

chez les
neutropéniques,

digestive classique.

patients

origine

IV.6 Etude de la sensibilité aux antifongiques dans notre étude:

6.1 Selon ’espéce :

Candida albicans : 1.’ espece de Candida albicans est retrouvée dans 27 isolats parmi les 85

souches de Candida, cette espéce présente des sensibilités variables vis-a-vis des

antifongiques testés. Notre étude montre que e Candida albicans présente une sensibilité

¢levée vis-a-vis de I’amphotéricine B (93% de S) et voriconazole (82% de S), par contre des

fréquences élevées de résistance sont notées vis-a-vis du 5-flucytosine (48% de R), et le

fluconazole (37% de R). Ces résultats notés chez le Candida albicans sont les mémes
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retrouvés dans d’autres €tudes, qui indiquent I’émergence de souches de Candida albicans

résistantes aux fluconazole et la 5-flucytosine.

Candida glabrata : Cette espece occupe la deuxieéme place en fréquence dans la répartition
des espéces du genre Candida, elle est retrouvée dans 33 isolats sur les 85 souches de
Candida spp. Dans notre étude, les isolats de Candida glabrata montrent des fréquences de
sensibilité ¢levées pour I’amphotéricine B (91% de S), le 5-flucytosine (85% de S) et le
voriconazole (70% de S). En parallele ces tests ont confirmé, les observations de plusieurs
études, I’émergence de résistance pour le fluconazole de 67%. Ces résultats rejoignent les
données tunisiennes sur I’importance de cette espece dans les flores fongiques isolées dans les

services de réanimation ainsi que I’émergence de cette résistance importante.

Candida tropicalis : Les souches de Candida tropicalis testées témoignent, inversement au
C.albicans et C.glabrata, d’une bonne sensibilité vis-a-vis des 4 antifongiques du fluconazole
(62% de S) ,5-flucytosine (69% de S). L’amphotéricine B et le voriconazole apparait comme
les agents antifongiques les plus efficaces sur le Candida tropicalis a85% de sensibilité. Nos
résultats démontrent que le C.tropicalis est I’espece la plus sensible a tous les antifongiques

étudiés, mais avec une meilleure efficacité noté chez I’amphotéricine B et le voriconazole.

Candida krusei : Cette ¢tude démontre que Le Candida krusei est sensible au I’amphotéricine
B a (90% de S), 5-flucytosine 80% de S), voriconazole (70% de S) et avec une resistance

naturel au fluconazol a 100%.

Concernant les souches de Candida parapsilosis et Candida dubliniensis, tous les isolats sont

sensibles aux différents antifongiques testés.
6.2 Selon I’antifongique :

Sensibilité au fluconazole : L’étude de la sensibilité in vitro au fluconazole a démontrée des
taux élevés de résistance de 1’ordre de 55%, considéré ainsi comme le taux de résistance le

plus élevé noté dans cette étude.

Les tests de sensibilité des 85 souches testées vis-a-vis du fluconazole, montre une efficacité

modérée sur les souches isolées car plus de la moiti¢ des isolats sont résistantes au
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fluconazole (55%) contre 45% sensibles. Ces résultats montrent une augmentation importante
du nombre des souches résistantes au fluconazole, d’autres études ont montrées aussi une
baisse de la sensibilit¢ pour le fluconazole qui est expliqué par [’utilisation accru du
fluconazole étant le traitement de premicre attention dans les candidémies. Mais ces résultats
ne sont pas la régle, d’autres travaux ont montrés des fréquences de sensibilit¢ importante
pour le fluconazole pouvant arriver a 76% ou méme 95,8% de souches sensibles dans une
¢tude plus ancienne menée a Taiwan entre 1996 et 1999.Une étude réalisée par la méme
équipe en 2002 a montré un pourcentage de souches sensibles au fluconazole égale a 93,5%.
En revanche, d’autres études démontrent que le fluconazole montre toujours une bonne
activité sur les especes de Candida sauf le C. krusei qu’est résistant au fluconazole de fagcon

intrinseque.

Sensibilité au voriconazole : L’évaluation de la sensibilité in vitro du voriconazole illustre
une fréquence de souches de sensibilitée €levée €gale a 76%, alors que 24% des souches

1solées sont resistant au voriconazole.

Le Voriconazole possede des CMI plus basses que celle des autres antifongiques, confirmant
ainsi son activité supérieure. Chose qui prouve que le voriconazole pourrait avoir un role
important dans le traitement des infections fongiques qui se caractérisent par un taux de

mortalité tres élevé.

La fréquence des souches sensibles au voriconazole plus élevée par rapport a celle retrouvée
chez le fluconazole. La fréquence des souches sensibles au voriconazole est de 76%. Cette
¢tude montre une compatibilité avec d’autres études, que le voriconazole est plus actif sur les
levures Candida que le fluconazole. Mais une augmentation inquiétante de la fréquence des
souches résistantes au voriconazole est observée, qui est passé de 2,6% en 2001 a 3,5 en 2003

a 11% en 2011 Notre étude montre une fréquence de résistance de I’ordre de 24%.

Cette observation confirme I’émergence de la résistance au voriconazole causée par
I’instauration du voriconazole en traitement initial chez les patients instables présentant une
candidose invasive, notamment en cas d ‘une exposition antérieure aux dérivés azolés ce qui

favorise I’apparition de souches résistantes.
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Sensibilité a la S-flucytosine : L’¢tude de la sensibilité in vitro a la 5-flucytosine indique

que 72% des souches testées résistent, alors que 28% des souches sont sensibles a la SFC.

Les résultats de la sensibilité sont comparables a ceux retrouvées pour le voriconazole, avec
un pourcentage de sensibilité de 72%. Nous signalons que cette molécule n’est jamais utilisée
en monothérapie a cause de sa toxicité hématologique. D’autres études démontrent aussi que
la 5-FC montre des limites pour son utilisation dans le traitement des candidoses a cause de

leur taux élevé de résistance

Sensibilité a I’Amphotéricine B : L’¢tude de la sensibilité in vitro a ’amphotéricine B
montre un taux faible de résistance de I’ordre de 9%, alors que 91% des souches de Candida

isolées sont sensible a cet agent antifongique.

L’utilisation de I’amphotéricine B est limitée par sa toxicit¢é et son administration
astreignante, I’amphotéricine B devera étre préscrit en second plan si une resistance au
fluconazole est confirmée ainsi que dans certaines indications particuliéres notamment les

localisations cérébroméningées.
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V. CONCLUSION

Les infections fongiques invasives connaissent depuis une trentaine d’années un développe-
ment sans précédent. D’un point de vue qualitatif, avec I’émergence progressive de champi-
gnons filamenteux, mais principalement d’un point de vue quantitatif, avec un accroissement
majeur de I’incidence de ces pathologies. Les causes de ce phénoméne sont multiples, mais ce
sont surtout les progres médicaux en matiere de réanimation et de thérapies immunosuppres-

sives qui générent une population fortement a risque 543112,

Les agents étiologiques de ces infections sont principalement les levures appartenant au genre
Candida. Chez les patients fragilisés de réanimation, qui présentent souvent un lourd passé
médical, ces infections fongiques sont redoutables. La mortalité ¢levée nécessite une prise en
charge thérapeutique rapide, en dépit d’une difficulté¢ de diagnostic clinique, ainsi qu’un délai

encore difficilement compressible dans le diagnostic biologique actuel.

Les facteurs de risque de ces infections sont partiellement connus et peuvent orienter avant
confirmation biologique vers une espece particuliere. Ainsi des recommandations de prise en
charge thérapeutique ont été¢ émises et préconisent 1’utilisation de molécules antifongiques
large spectre en premicre intention dans des situations cliniques précises. Néanmoins les con-
séquences de I'usage de ces molécules récentes sur les especes et sur leur sensibilité aux anti-
fongiques restent peu €tudiées, et les recommandations de bon usage des antifongiques pour-

raient se voir modifier si I’émergence d’especes a sensibilité¢ diminuée se généralise.

Face a ces questions essentielles, mais aussi face a I’observation quotidienne de modifications
dans le suivi mycologique des patients du service de réanimation, nous avons voulu objectiver
cette impression par une €tude monocentrique, afin d’évaluer réellement au sein de notre ho-
pital les modifications de I’épidémiologie et de la sensibilité¢ aux antifongiques des levures en
réanimation. Ces données ont ¢té confrontées aux modifications de la consommation des anti-
fongiques dans ce méme service, afin de mieux cerner I’impact des prescriptions sur la flore a

Candida de ces patients.
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RESUME

Titre: Etude moléculaire et profil de résistance phénotypique aux antifongiques systémiques des
souches de Candida isolées dans les services a risque au CHU de Rabat

Auteur: BELMAATI Nissrine

Mots clés : Antifongigramme, Résistance, Réanimation, PCR, E-TEST

Objectifs : établir le profil de résistance phénotypique et moléculaire aux antifongiques

systémiques des souches de Candida isolées dans les services a risque du CHU de Rabat.

Matériels et méthodes : Notre étude prospective de 6 mois a inclus les souches cliniques de

Candida. L’identification des souches de Candida a ¢ét¢ faite selon les méthodes
conventionnelles et la sensibilité in vitro aux antifongiques était réalisée par méthode du E-

test®.L’étude moléculaire a été réalisée au CHU de Nancy par PCR.

Résultats : Ont été inclus 85 souches cliniques. Parmi les prélévements effectués, Candida
non albicans représentait 68%, le pourcentage de résistance de chaque antifongique est
comme suit: 55% pour le fluconazole, 24% pour le voriconazole et 28% pour la 5-
flucytosine, 9% pour I’amphotéricine B. L’étude moléculaire a permis de retrouver les génes
de surexpression impliqués dans la résistance au fluconazole concernant les isolats de

Candida glabrata.

Discussion : La distribution des especes montre une prédominance de Candida non albicans.
C.glabrata est I’espéce la plus isolée. L’¢tude de la sensibilité des souches isolées vis-a-vis
des quatres molécules d’antifongiques, prouve que I’amphotéricine B est la plus efficace avec
une sensibilit¢ de 91%. La voriconazole a une sensibilité de 76%, la 5-flucytosine de 72% et

la fluconazole de 45%.

Conclusion : Nécessité d’une surveillance épidémiologique continue des candidoses afin de
suivre les tendances de distribution des levures et de leurs profils de résistance aux

antifongiques pour la mise en place de lignes directives pour leurs traitements.
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SUMMARY :

Title: Molecular Design and phenotypic profile of resistance to systemic antifungal strains of Candida
isolated from the services at risk CHU Rabat

Author: BELMAATI Nissrine

Keywords: Antifongigramme, resistance, E-test, PCR, Reanimation

Objectives: to establish the profile of phenotypic and molecular systemic antifungal

resistance of Candida strains isolated in services at risk of Rabat University.

Materials and methods: This prospective 6-month study included clinical isolates of

Candida. The identification of Candida strains was made using conventional methods and in
vitro antifungal susceptibility method was performed by E-test ®. Molecular study was
conducted at the University Hospital of Nancy PCR.

Results: We included 85 clinical isolates. Of the samples taken, 29% had blood cultures and
71% were peripheral sites. Non-Candida albicans accounted for 68%. The isolated species
show different sensitivities vis-a-vis the four antifungals tested, the percentage of antifungal
resistance of each is as follows: 55% for fluconazole, 24% for voriconazole and 28% for 5-
flucytosine, 9% for amphotericin B. The molecular study to find the genes involved in the

overexpression of resistance to fluconazole for Candida glabrata isolates.

Discussion: The species distribution shows a predominance of non-albicans Candida.
C.glabrata is the most isolated species. The study of the sensitivity of strains isolated vis-a-vis
the four antifungal molecules available, shows that amphotericin B is most effective with a
sensitivity of 91%, followed by voriconazole with a sensitivity of 76%, third class is 5-

flucytosine 72% of sensitive strains and the final fluconazole with 45% sensitivity.

Conclusion: The need for continuous epidemiological surveillance of Candida to monitor
trends in distribution of yeast and their patterns of resistance to antifungal agents for the

establishment of guidelines for their treatment.
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ment.
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public, sans jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers

le malade et sa dignité humaine.
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