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Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation
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BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

CHELLAQOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*

Neurochirurgie
Anatomie Pathologique
Pédiatrie
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EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed
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LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Néphrologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périinge
Pédiatrie
Urologie

Anatomie Pathologegu
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Malkesl Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pédrique
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie

Traumatologie Orthopédie

Gynécologie Obstétuq
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Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
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Traumatologie Orthopédie
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326.Pr. THIMOU Amal
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Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
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BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
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329.Pr. ABDELLAH El Hassan Ophtalmologie
330.Pr. AMRANI Mariam Anatomie Pathologique
331.Pr. BENBOUZID Mohammed Anas Oto-Rhino-Laryngatog
332.Pr. BENKIRANE Ahmed* Gastro-Entérologie
333.Pr. BENRAMDANE Larbi* Chimie Analytique

Anesthésie Réanimation
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337.Pr. CHAGAR Belkacem* Traumatologie Orthopédie
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340.Pr. EL HANCHI ZAKI Gynécologie Obstétrique
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342.Pr. EL YOUNASSI Badreddine* Cardiologie

343.Pr. HACHI Hafid Chirurgie Générale
344.Pr. JABOUIRIK Fatima Pédiatrie

345.Pr. KARMANE Abdelouahed Ophtalmologie

346.Pr. KHABOUZE Samira Gynécologie Obstétrique
347.Pr. KHARMAZ Mohamed Traumatologie Orthopédie
348.Pr. LEZREK Mohammed* Urologie

349.Pr. MOUGHIL Said Chirurgie Cardio-Vasculaire
350.Pr. NAOUMI Asmae* Ophtalmologie

351.Pr. SAADI Nozha Gynécologie Obstétrique
352.Pr. SASSENOU ISMAIL* Gastro-Entérologie
353.Pr. TARIB Abdelilah* Pharmacie Clinique
354.Pr. TIJAMI Fouad Chirurgie Générale

355.Pr.

ZARZUR Jamila

356.Janvier 2005

Cardiologie

357.Pr. ABBASSI Abdellah Chirurgie Réparatrice &dtique
358.Pr. AL KANDRY Sif Eddine* Chirurgie Générale

359.Pr. ALAOUI Ahmed Essaid Microbiologie

360.Pr. ALLALI Fadoua Rhumatologie

361.Pr. AMAR Yamama Néphrologie

362.Pr. AMAZOUZI Abdellah Ophtalmologie

363.Pr. AZIZ Noureddine* Radiologie

364.Pr. BAHIRI Rachid Rhumatologie

365.Pr. BARKAT Amina Pédiatrie



366.Pr.
367.Pr.
368.Pr.
369.Pr.
370.Pr.
371.Pr.
372.Pr.
373.Pr.
374.Pr.
375.Pr.
376.Pr.
377.Pr.
378.Pr.
379.Pr.
380.Pr.
381.Pr.
382.Pr.
383.Pr.
384.Pr.
385.Pr.
AVRIL 2006

423.
425.
426.

427

428.

429

430.
431.
432.
433.
434.
435.
436.
437.
438.
439.
440.

441

442.
443.
444,
445.
446.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENHALIMA Hanane
BENHARBIT Mohamed
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
BOUKLATA Salwa

CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed

DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOUI Sakina
HAJJI Leila
HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
KARIM Abdelouahed
KENDOUSSI Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*
RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad
TNACHERI OUAZZANI Btissam
ZERAIDI Najia

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOUJ Said*
BELGNAOUI Fatima Zahra
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika

BIYI Abdelhamid*
BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHEIKHAOUI Younes
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

ESSAMRI Wafaa

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
GHADOUANE Mohammed*
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir

Stomatologie et Chirurgieakillo Faciale

Ophtalmologie
Cardiologie
Ophtalmologie
Radiologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Ophtalmologie
Cardiologie
Chirurgie Cardio-vascudair
Parasitologie
Rhumatologie
Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénésiqu
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique

Dermatologie
Radiologie
Dermatologie
Hématologie
O.R.L
Biophysique
Chirurgie - Réujue
Chirurgie Cardio Masculaire
Chirurgie Cardio —S¢alaire
Gynécologie Obstite
Cardiologie
Gastro-entérologie
Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Urologie
Médecine Interne
Anesthésie Reéartioma
Microbiologie
Radiologie
Urologie
Pédiatrie
Psychiatrie
Chirurgie — Pédiatrique



447.
448.
449.

450.
451.
452.
453.
454,
455.
456.
457.
458.

Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

KHARCHAFI Aziz*
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*

MANSOURI Hamid*
NAZIH Naoual
OUANASS Abderrazzak
SAF|I Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SEFIANI Sana
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

458.
459.
460.
461.
462.
463.
464.
465.
466.
467.
468.
4609.
470.
471.
472.
473.
474.
475.
476.
477.
478.

479.
480.
481.
482.
483.
484.
485.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

LARAQUI HOUSSEINI Leila
EL MOUSSAOUI Rachid
MOUSSAOUI Abdelmajid
LALAOUI SALIM Jaafar *
BAITE Abdelouahed *
TOUATI Zakia

OUZZIF Ezzohra *
BALOUCH Lhousaine *
SELKANE Chakir *

EL BEKKALI Youssef *

AIT HOUSSA Mahdi *

EL ABSI Mohamed
EHIRCHIOU Abdelkader *
ACHOUR Abdessamad *
TAJDINE Mohammed Tarig*
GHARIB Noureddine
TABERKANET Mustafa *
ISMAILI Nadia

MASRAR Azlarab

RABHI Monsef *

MRABET Mustapha *

SEKHSOKH Yessine *
SEFFAR Myriame
LOUZI Lhoussain *
MRANI Saad *

GANA Rachid

ICHOU Mohamed *
TACHFOUTI Samira

Médecine Interne
Pharmacie Galérequ
Parasitologie
Radiothérapie
O.R.L
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie
Anatomie Pathologique
Pneumo — Phtisiologie
Biochimie
Pneumo — Phtisiologie

Anatomie pathgique
Anesthésie réaniomat
Anesthésier réaatiion
Anesthésie réaration
Anesthésie réaniomat
Cardiologie
Biochimie
Biochimie
Chirurgie cardio vataie
Chirurgie cardi@sculaire
Chirurgie cardio casaire
Chirurgie générale
Chirurgie gériéra
Chirurgie générale
Chirurgie généra
Chirurgie plastique
Chirurgie vascukapériphérique
Dermatologie
Hématologie biologique
Médecine interne
Médecine préventigaté publique
et hygiene
Microbiologie
Microbiologie
Microbiologie
Virologie
Neuro chirurgie
Oncologie médicale
Ophtalmologie



486. Pr. BOUTIMZINE Nourdine
487. Pr. MELLAL Zakaria

488. Pr. AMMAR Haddou *

489. Pr. AOUFI Sarra

490. Pr. TLIGUI Houssain

491. Pr. MOUTAJ Redouane *
492. Pr. ACHACHI Leila

493. Pr. MARC Karima

494. Pr. BENZIANE Hamid *
495. Pr. CHERKAOUI Naoual *
496. Pr. EL OMARI Fatima

497. Pr. MAHI Mohamed *

498. Pr. RADOUANE Bouchaib*
499. Pr. KEBDANI Tayeb

500. Pr. SIFAT Hassan *

501. Pr. HADADI Khalid *

502. Pr. ABIDI Khalid

503. Pr. MADANI Naoufel

504. Pr. TANANE Mansour *
505. Pr. AMHAJJI Larbi *

Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BJIJOU Younes
AZENDOUR Hicham *
BELYAMANI Lahcen *
BOUHSAIN Sanae *
OUKERRAJ Latifa
LAMSAQURI Jamal *
MARMADE Lahcen
AMAHZOUNE Brahim *
AIT ALI Abdelmounaim *
BOUNAIM Ahmed *

EL MALKI Hadj Omar
MSSROURI Rahal
CHTATA Hassan Toufik *
BOUI Mohammed *
KABBAJ Nawal

FATHI Khalid
MESSAOUDI Nezha *
CHAKOUR Mohammed *
DOGHMI Kamal *
ABOUZAHIR Ali*
ENNIBI Khalid *

EL OUENNASS Mostapha

Ophtalmologie
Ophtalmologie
ORL
Parasitologie
Parasitologie
Parasitologie
Pneumo phtisiologie
Pneumo phtisiologie
Pharmacie clinique
Pharmacie galénique
Psychiatrie
Radiologie
Radiologie
Radiothérapie
Radiothérapie
Radiothérapie
Réanimation médicale
Réanimation médicale
Traumatologie orthoped
Traumatologie orthoped

Anatomie

Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation

Biochimie

Cardiologie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Chirurgie Cardio-vascutai
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Chirurgie VasculalPériphérique

Dermatologie
Gastro-entérologie
Gynécologie obstétrique

Hématologie biologique

Hématologie biologique
Hématologie clinique
Médecine interne
Médecine interne

Microbiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ZOUHAIR Said*
L’kassimiHachemi*
AKHADDAR Ali *

AIT BENHADDOU EIl hachmia
AGADR Aomar *

KARBOUBI Lamya

MESKINI Toufik

KABIRI Meryem

RHORFI Ismail Abderrahmani *
BASSOU Diriss *

ALLALI Nazik

NASSAR Ittimade

HASSIKOU Hasna *

AMINE Bouchra
BOUSSOUGA Mostapha *
KADI Said *

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMEZIANE Taoufig*
ERRABIH lkram
CHERRADI Ghizlan
MOSADIK Ahlam
ALILOU Mustapha
KANOUNI Lamya

EL KHARRAS Abdennasser*
DARBI Abdellatif*

EL HAFIDI Naima
MALIH Mohamed*
BOUSSIF Mohamed*
EL MAZOUZ Samir
DENDANE Mohammed Anouar
EL SAYEGH Hachem
MOUJAHID Mountassir*
RAISSOUNI Zakaria*
BOUAITY Brahim*
LEZREK Mounir

NAZIH Mouna*
LAMALMI Najat
ZOUAIDIA Fouad
BELAGUID Abdelaziz
DAMI Abdellah*
CHADLI Mariama*

Microbiologie
Microbiologie
Neuro-chirurgie
Neurologie
Pédiatrie
Pédiatrie
Pédiatrie
Pédiatrie
Pneumo-phtisgée
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Rhumatologie
Rhumatologie
Traumatologie orthopédi
Traumatologie orthopédique

Médecine interne
Gastro entérologie
Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Anesthésie réanimation
Radiothérapie
Radiologie
Radiologie
Pédiatrie
Pédiatrie
Médecine aérotique
Chirurgie plastique et régqaice
Chirurgie pédiatequ
Urologie
Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
ORL
Ophtalmologie
Hématologie
Anatomie pathologique
Anatomie pathologique
Physiologie
Biochimie chimie
Microbiologi



ENSEIGNANTS SCIENTIFIQUES

PROFESSEURS

CoNoohrwWNE

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. Pr.
10.Pr.
11.Pr.
12.Pr.
13.Pr.
14.Pr.
15.Pr.
16.Pr.
17.Pr.
18.Pr.
19.Pr.
20.Pr.
21.Pr.
22.Pr.
23.Pr.

ABOUDRAR Saadia

ALAMI OUHABI Naima
ALAOUI KATIM

ALAOUI SLIMANI Lalla Naima
ANSAR M’hammed
BOUKLOUZE Abdelaziz
BOUHOUCHE Ahmed
BOURJOUANE Mohamed
CHAHED OUAZZANI LallaChadia
DAKKA Taoufiq

DRAQOUI Mustapha

EL GUESSABI Lahcen
ETTAIB Abdelkader

FAOUZI Moulay EI Abbes
HMAMOUCHI Mohamed
IBRAHIMI Azeddine

KABBAJ Ouafae

KHANFRI Jamal Eddine
REDHA Ahlam

OULAD BOUYAHYA IDRISSI Med
TOUATI Driss

ZAHIDI Ahmed

ZELLOU Amina

* Enseignants Militaire

Physiologie
Biochimie
Pharmacologie
Histologie-Embryolgie
Chimie Organique et Pharm&&himique
Applications Pharmacegues
Génétigue Humaine
Microbiologie
Biochimie
Physiologie
Chimie Analytique
Pharmacognosie
Zootechnie
Pharmacologie
Chimie Organique
Pharmacologie
Biochimie
Biologie
Biochimie
Chimie Organique
Pharmacognosie
Pharmacologie
Chimie Organique
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A ma trés chére maman
Fatima Bougqtibe

Le symbole du dévouement et du sacrifice, pour son amour son écoute
permanente et son soutien inconditionnel. Tu représentes pour moi la bonté par
excellence, la tendresse et le symbole du sacrifice, Ta priére et ta bénédiction
m’ont été d’un grand secours aussi bien dans mes études que dans toutes les

étapes de ma vie.

Tu as été ma source de motivation, le moteur de mes ambitions, qui m'a

appris que le savoir est une richesse que nul ne peut voler.

Maman tu as toujours été la dans les moments les plus difficiles de ma vie,
Tu m’a soutenu et protégé. Aucune dédicace ne saurait étre assez éloquente pour

exprimer [amour et le respect que j'ai pour toi.

Tu as fait plus qu’une maman puisse faire pour que ces enfants suivent le
bon chemin dans leur vie et leurs études.

Puisse ce travail te témoigner mon attachement, mon amour et ma gratitude pour
tout ce que tu as fait pour moi puisque je n’ai jamais su et pu te dire combien je
t'aime et combien tu es précieuse a ma vie.

Que Dieu, le tout puissant, te préserver et te procure santé, longue vie et
bonheur.

Vous méritez sans conteste qu’on vous décerne les prix« Mére exemplaire »

Je t’aime chere maman ¥



A mon trés cher pére

Abdsalam Houfar

Je te serai cheére pere reconnaissante toute ma vie, pour tout le mal que tu

t'es donné pour moi a chaque étape de ma vie, pour ta patience et ton amour.
J'espere étre la fille que tu as voulu que je sois, et je m'efforcerai d étre
digne de ce que tu aurais souhaité que je sois. Ce titre de Docteur en pharmacie je
le porterai fierement et je te le dédie tout particulierement.
Puisse Dieu tout puissant, vous préte longue vie afin que je puisse te

combler a mon tour.



A Ma trés chére sceur
Ibtissam

Votre aide, votre présence, votre amour ont été d une grande importance

dans ma vie, ¢ 'est un réconfort de vous avoir d mes cotés.

IBTISSAM, ma douce complice, ma confidente qui me donne toujours le

coup de pousse nécessaire, tu es trés précieuse d mes yeux, merci d étre toujours

fiere de moi.

Que votre vie soit parsemée d étincelles d”amour et que votre quotidien

regorge de bonheur

Je t’aime sceurette ¥



A Ma trés chére seur
Majda et son mari joel

Je te dédie ce travail en témoignage de lamour et du soutien que tu m'as

toujours donne.

Pour l'affection qui nous lie, pour ['intérét que tu portes a ma vie, pour ton
soutien, ta compréhension et tes encouragements. Que ce travail soit le témoin de
la reconnaissance infinie. Je te souhaite toi et ton mari une vie pleine de bonheur

et que je sois toujours la sceur dont tu seras fier.

Jlespere que tu trouveras dans cette these le témoignage de mes sentiments

les plus sincéres et les plus affectueux,

Que Dieu te protége et consolide les liens sacrés qui nous unissent.



A Mes trés cher fréres Badr Eddine
et Mohammed Amine

Je vous dédie ce travail en témoignage de toute [affection et des profonds
sentiments fraternels pour [épaule inconditionnelle que vous représentes pour

mot.
Votre amour fraternel, votre soutien resteront graver dans ma mémoire.

Puisse notre esprit de famille se fortifie au cours des années et demeure

toujours intact.

L’amour que je te porte cher frere Badr Eddine et Mohammed Amine est
sans égal, vos conseils et votre amour m’ont soutenu tout au long de mes études,

et vous encouragements ont été pour moi d un grand réconfort.

Merci pour votre présence physique et morale a chaque fois que j'en avais

besoin

Que Dieu vous protege, vous assure une bonne santé et heureuse et longue

vie et consolide les liens sacrés qui nous unissent.

Je vous adore (mes petits freres)



A ma trés chére tante Nadia et a son mari leon :

Pour moi tu représentais le sourire qui m'a aidé a surmonter les moments les
plus difficiles au cours de ces années d'études. Tu m'as tant appris et m'a tant
donné en me regardant avancer et réaliser. Il n'y a pas de mots susceptibles de

vous exprimer ma gratitude et ma grande affection. Je vous dédie ce travail en te

souhaitant toi et ton mari tout le bonheur du monde.

Que dieu te comble de bonheur, de santé, de succés et de prospérité dans ta

vie et te protege

Je t’aime Tati



A ma niéce Sarah et
Mes anges Rayane, Adam, Yaniss, et Jiafar

Vous étes la fleur de notre vie, vous étes notre bonheur éternel,

Je vous dédie ce travail en vous souhaitant longue vie, prospérité et bonne

santeé.

Je vous aime mes anges,. . ..vous me manguer trop.

A Mes grands parents

Aucune expression ne pourrait exprimer d leur juste valeur, la

reconnaissance, le soutien, le respect et [estime que je vous dois.

Puisse Dieu vous accorder santé, longue vie et prospérité.



A mes oncles Abbdellah, Hicham, Khalid
et Moustafa

Quoigque je puisse dire d votre sujet, les mots ne seront jamais en mesure

d’exprimer ce que vous représentez pour mo:.

Pour votre soutien et vos encouragements, je vous dédie mon travail en

témoignage de [affection et des sentiments de paternité qui nous unissent.
Je vous souhaite une vie pleine de joie, et de bonheur.

Que Dieu vous garde et vous donne une longue vie avec Santé, afin de voir

vos enfants a la hauteur de vos espoirs pour eux,

A ma tante Amina

Une femme merveilleuse dont le seul souci est le

bonheur des siens.

Que dieu te garde pour nous et te préserve en bonne

santé



A mes amies

Lamyae YACHI : La copine, [aimable.

C’est fou ce que le destin fait surgir de nul part un étre qui nous sera tant
cher. Quelques jours m’ont suffi pour découvrir en toi Lallice, la collegue et la
seeur. T avoir partie de ma vie m’était une pure grice. Tu m'as réchauffé le ceeur

d’amour et de tendresse. Puisse notre amitié demeurer éternelle.
Soukagina SOLBI : La compatriote, la complice.

Les traits de notre amitié se sont tissés en toute tendresse. Les quelques
années qu’on a passées ensemble seraient les plus belles de ma vie. Ton amitié me

tiens tant a ceeur. Puisse notre amitié demeurer éternelle.

Oumnia RHAMIRICH et Meryem BOUICH : Les joyeux moments qu’'on a
passés ensemble resteront gravés dans ma mémoire. Nous avons partagé tant de
choses, aussi simples soient elles, nous ont uni par les innocents liens d’amitié.

Une amitié qui ne peut demeurer qu éternelle a mes yeux,

Vous étiez de véritables AMIES, vous m'avez apporté du soutien sur tous
les plans. En cette occasion, je vous exprime mon affection et mon respect et je
vous dédie cette thése en vous souhaitant une vie pleine de succes, de joie et de

bonheur



A mes consceurs et confréres pharmaciennes et pharmaciens
de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de RABAT

Vous étes si nombreux, vous qui m’avez marqués par votre gentillesse et

votre amabilité. Je ne vous oublierai jamais

En mémoire de ces quatre années de partage, je vous dédie ce travail, en

priant DIEU de réaliser tous vos réves.

A tous mes amis de [a Faculté des Sciences de Kénitra :

Spécialement mes amies du passé et d aujourd fui :
Baba Jmane et Tibari Nacira

Vous serez toujours dans mon ceeur. Les moments qu’on a passés ensemble
resteront gravés éternellement dans ma mémoire. Vous étiez les copines de

Cenfance, de ['adolescence et 4 aujourd hui.

Je vous dédie ce travail, en mémoire de tous les instants de plaisir de joie et

d’amitié que nous avons partagés durant toutes ces années.



A Madame le Doyen
Monsieur le Vice-Doyen

Tout le personnel de [a Faculté de Médecine et de Pharmacie
de RABAT

Il vous revient le mérite de nous avoir prodigué un enseignement profitable

et une formation complete.

A tous mes professeurs

Particulierement :
Le Professeur Badre Eddine LMIMOUNI

Vous nous avez humecté la mémoire de votre savoir. Tout le mérite vous
revient de nous avoir prodigué un enseignement favorable et riche en tout

attachement et en tout dévouement.

Je tiens a vous exprimer toute ma reconnaissance et ma gratitude, veuillez,
chers Professeurs, trouver dans ce travail [expression de mon estime et de mon

profond respect.



A tous les étres, qui sur cette terre, cherchent a accomplir la mission, le

réve, [ambition. .. De veiller sur la santé et le bien étre de chacun.

A tous ceux qui s’engagent ardemment d répondre aux_ besoins des étres

humains, de les soulager et de leur procurer une vie meilleure.

A tous les collegues, d’hier et de demain qui tiendront ce travail entre leur

mains. J 'espere que vous y trouverez [aide que vous cherchez.

A tous ceux dont Loubli du nom n’est pas celui du ceeur.

Dans le regret de ne pouvoir tous citer, je dédis ce travail d toute personne

qui a contribué de prés ou de loin a sa réalisation.

Puisse Dieu faire de cet humble travail un apport, ne serait-ce que minime

dans Cocéan du savoir.






A notre maitre et président de theése

Monsieur le professeur
LLAHLOU AMINE
Professeur De Microbiologie

A [Chonneur que vous nous faites en acceptant de présider le jury de
notre these est pour nous [occasion de vous témoigner notre profonde

reconnaissance pour vos qualités humaine

L’ampleur de vos connaissances et la rigueur de votre enseignement

ont toujours suscité notre admiration.

Veuillez trouver ici, [expression de notre grande estime



A notre Maitre et Rapporteur de These,
Monsieur Le Professeur
BADRE EDDINE LMIMOUNI
Professeur de Parasitologie — Mycologie
Chef de service du laboratoire Parasitologie — Mycologie de CHMIMTV

Cher maitre, c’est un grand honneur pour moi de travailler sous votre

encadrement.

Nous vous remercions pour la gentillesse et la spontanéité avec lesquelles vous

avez bien voulu diriger ce travail.

Vos conseils et remarques nous étaient d un grand apport pour la réalisation

de ce travail.

Votre gentillesse extréme, votre compétence pratique, vos qualités humaines et
professionnelles ainsi que votre entiere disponibilité nous inspirent une grande

admiration et un profond respect.

Veuillez trouver ici, cher maitre, [expression de notre gratitude et notre

grande estime



A notre maitre et juge de thése
Madame Le Professeur N.MESSAOUDI
Professeur agrégé d hématologie biologique
Chef de service du laboratoire 4’ hématologie biologique de CHMIMTV

Je vous remercie vivement de [ honneur que vous me faites

en siégeant parmi notre jury de thése.

Je wvous suis tres reconnaissante de la spontanéité et de [amabilité

avec lesquelles vous avez accepté de juger ce travail.

Veuillez croire cher maitre a [assurance de ma grande estime

et sincere reconnaissance



A notre Maitre et Juge de Theése,
Monsieur le professeur
JLAMSAOURI
Professeur Agrégé de chimie-thérapeutique

Nous vous sommes tres reconnaissants de [honneur que vous nous faites en
acceptant de juger ce travail.
Jamais nous n’oublierons le professionnalisme dont vous avez fait preuve
lors des cours de chimie thérapeutique.
Certes, votre sérieux, vos qualités humaines et professionnelles seront un
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sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

INTRODUCTION
L’épidémiologie des infections fongiques invasiweshangé au cours de ces vingt derniéres
années. Leur incidence globale a augmenté, de mé@méa population des patients a risque.
Cette derniere comprend maintenant une longue tsteconditions médicales, tels que
transplantation d’organes ou de cellules souchesatepoiétiques (CSH), cancer, thérapie
immunosuppressive, sida, naissance prématurédjsgement et chirurgie lourde. De plus,
I'étiologie de ces infections a évolué. Dans lesiéms 1980, les levures (en particulier
Candida albicany étaient les principaux agents responsables deoseg invasives. En
revanche, ces dernieres années, on observe plusrgales moisissures que des levures chez
certaines catégories de patients, notamment ceaedeveurs de CSH. Par ailleurs, chez les
patients parmi lesquels la candidose est encargytase invasive la plus répand@gndida
albicansn’est responsable que dans moins de 50% des eanéihe, parmi les moisissures,
on rapporte de plus en plus de cas dinfectionsgitpres invasives autres que des
aspergilloses telles que des zygomycoses, des fusarioses, etpbdasohyphomycoses
(moisissures noires). Les raisons exactes de balsgements ne sont pas encore clairement
définies.
Dans certains cas, il semblerait que certainesqoes medicales, telles qu'une prophylaxie
antifongique, et l'utilisation de dispositifs médix aient influencé ces changements.
Néanmoins, dans la plupart des cas, la raison secétid liée a des changements chez I'hote
lui-méme, confronté a des situations d’immunodépoesplus séverds
La fréquence des infections fongiques invasivez ¢héte immunodéprimé liée a des taux
de morbidité et mortalité trés éleves, font de teaitement et de leur prophylaxie un véritable
défi thérapeutique. Les infectionsCandida sppSont au 3eme ou 4eme rang des septicémies
diagnostiquées et les aspergilloses représemrtgmemiere cause de pneumopathies mortelles
chez les patients atteints de leucémie aigué et e greffés de moelle. Ces infections
difficiles a diagnostiquer sont souvent réfractiaex traitements antifongiques actuellement
disponibles. Trois classes d’antifongiques systé@esgsont a notre disposition pour le

traitement des mycoses profondes chez 'hommepdgg&nes (amphotéricine B), les dérivés
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triazolés (fluconazole, itraconazole, voriconazole} les analogues nucléosidiques

(5-fluorocytosine). L'utilisation de ces antifongies est cependant parfois limitée du fait de
leur toxicité, de leur biodisponibilité, des intetians médicamenteuses ou de I'étroitesse de
leur spectre d’action. C’est pourquoi la découveldecomposés antifongiques possédant de
nouveaux meécanismes d'action demeure un objectibrifire pour la recherche
pharmaceutique. Récemment la famille peu nombrdaseantifongiques systémiques s’est
agrandie avec la mise a disposition de la caspaofengappartenant au groupe des
échinocandines.

Cette nouvelle classe d’antifongiques date, en &t années 1970 avec la découverte en
1974 de I'échinocandine B, isolée d’'une cultdi@spergillus sp. Cette molécule fut ensuite
chimiqguement modifiée car trés hémolytigue, poumrds d'une part, la cilofungine
développée dans les années 1980 dont le développduateinterrompu en raison de la
toxicité de son solvant et d’autre part, le LY3@&H3léveloppé par les laboratoires Eli Lilly
dans les années 1990. Parallelement, en 1989alesatoires Merck isolerent un groupe
d’agents chimiquement proches, produits par la éetation de Glarean lozoyensis
(champignon issu d’'une riviere madrilete].ozoyd, nommeés pneumocandines car actifs sur
Pneumocystis cariniiet Candida spp mais appartenant elles-mémes au groupe des
échinocandines. Les premiéres pneumocandinestaxaques par leur caractere hémolytique,
ont été chimiqguement modifiées pour donner la dasgine. Les échinocandines possedent
un mode d’action original : ce sont des lipopemidgcliques inhibiteurs de la synthése de la
paroi fongique. Cette paroi représente une ciblehaex car elle est présente chez la plupart
des champignons pathogenes mais est inexistante lebecellules des mammiféres. Plus
précisément, les échinocandines inhibent de fagmam gompétitive la (1,3)-b-D-glucane
synthétase, un complexe enzymatique nécessairéoamation des polyméres de glucane au
sein de la paroi fongique. Elles empéchent aimstdrporation des glucanes et des protéines
associées aux glucanes dans la paroi fongiqueéhe gible a été identifié po@. albicans
(CaFKS1). L'activité des échinocandines se coneestir la synthése d’'une nouvelle paroi,
avec réduction du bourgeonnement des levures ifitioh de la croissance a I'extrémité des

filaments pour les champignons filamenteux. L'atéivde ces molécules dépend étroitement
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du pH et de I'hydrosolubilité du milieu, c’est pguoi les premiers essais réalisés in vitro

montraient une résistance de certdl@ndida(C. tropicalis, C. glabrathet desAspergillus

spp a la cilofungine. Il ne s’'agissait en fait queun’artéfact technique et actuellement,
certains auteurs préferent utiliser la détermimatde la CME (concentration minimale
efficace) au lieu de la classique CMI (concentratminimale inhibitrice) pour tester la
sensibilité des souches aux échinocandines. Celd= Correspond a la plus faible
concentration d’échinocandine induisant des altrat microscopiques du filament
(filaments trapus, tres bifurqués, etc.) au lieulaiglus faible concentration induisant une
inhibition de pousse. Cependant, aucune méthods atgourd’hui standardisée pour I'étude
de la sensibilité aux inhibiteurs de la synthesé d@i,3)-D-glucane et les résultats des tests de
sensibilité réalisés in vitro ne sont pas toujazogélés aux résultats cliniques. La premiere
échinocandine ayant obtenu une autorisation de msugele marché est la caspofungine
(anciennement MK 0991, Caspofundinderck Research Lab.). Deux autres échinocandines
sont en cours d’évaluation clinique : I'anidulafimgdirectement dérivée de I'échinocandine
B (VER-002 ou V-échinocandine, anciennement LY &&3Versicor Lab.) et la
micafungine synthétisée aprés modification du pitodaturel issu de la culture de la
moisissureColeophoma empedf(anciennement FK 463, Fujisawa Healthcare Incgs G
molécules de grande taille sont trés proches planogiguement et présentent plusieurs
caractéristiques communes : 1) un spectre d’agétipibche, 2) une absence de résistance
croisée avec les autres antifongiques, 3) unee€faibxicité, 4) une forte diminution des
interactions médicamenteuses (les systemes enzymatimettant en jeu les cytochromes
n'étant pas utilisés), 5) une hydro solubilit¢ pett@nt leur administration par voie
parentérale et 6) une absorption digestive faiblewule

A la lumiére de ces éléments, il s'est avéré iswEant de mettre en place une étude de
surveillance des résistances aux antifongiques @snservices de Réanimation de I'H6pital

Ainsi les objectifs de notre étude sont :



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

+ D’établir le profil de sensibilité phénotypique a taspofungine des souches de
Candida isolées a 'HMIMV.

+ D’évaluer les taux de résistance a la caspofunglee souches déandidaisolées a
'THMIMV.
Ces objectifs nous permettront de générer desnre#tions épidémiologiques concernant la
prescription de cet antifongique.
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IIl. MATERIELS ET METHODES

II.1 Lieu et période de I'étude :

Il s’agit d’'une étude prospective qui s’est déreudd sein du service de parasitologie/mycologie
de 'THMIMV sur une durée de 6 mois de Mars 2012c&iA2012.
1.2 Critéres d’inclusion :
Toutes les souches @andidaisolées dans les services de réanimation de 'H¥ItM Rabat; a
partir de différents sites corporels périphériques
[1.3 Méthodologie:
1. Prélévement :

+ Sites périphériques :sont utilisés pour la détermination de I'indexatdonisation. Les
prélevements a pratiqguer sont : I'écouvillonnagelarendobuccal, nasal, vaginal,
auriculaire, axillaire et le prélevement urinaire.

2. Culture et identification:

Sites périphériques :I'ensemencement des écouvillons ayant servi aukeyaents se fait

sur milieu Muller-Hinton. La lecture est effectugégres une incubation a 37°C pendant 24 a

48 heures.

3. Lecture des résultats:

L’identification de Candidaalbicansse fait directement a la couleur de la colonie,rges

autres levures, des examens complémentaires soasgs@res pour identifier I'espéce en

cause. Elle se fait comme suit :

Colonies de couleur rose a viotd C.albicans

Colonies turquoises, brillantes, plates a contodguliers — morphotype lisse (SP

C.glabrata = RTT Glabrata

Colonies turquoises trés intenses, bombées, a wsntéguliers — morphotype lisse (9)

C.tropicalis

Colonies turquoises, d’aspect sec, a contours uligsfg — morphotype rugueux (R»

C krusei=>» KruseiColor

Colonies blanches® autres espéces de levures galerie biochimique d’identification

API 20 C AUX.
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Figure 1: Ensemencement et incubation des milieux de @i[flihotos du laboratoire de parasitologie
mycologie de 'HMIMV de Rabat]
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Candida albicans

Candida tropicalis Candida sy

Figure 2 : Identification des especes candidasur le milieu chromogéenique. [Photos du laborat
de parasitologie mycologie de 'HMIMV de Ralt

4. Antifongigramme : profil de résistance phénotypiqu: :
L’'antifongigramme a pour Ui de déterminer la Conceation Minimum Inhibitrice (CMI)
d’'une souche fongique visyas de diversantifongiques. Par définition, la CMI est la p
faible concentration d’antifongique capable de poper une inhibition complete de
croissance d'unsouche donnée aprés une certaine période d'incubdta fiabilité d'un
antifongigramme est influencée par de nomb parameétres qui doivent étre rigoureusen
controlés.

Dans le traitement d’'une candidose, le r6le dudgiste est d’isoler et d’ideffier la souche
impliquée puis de déterminer in vitro, a I'a de tests standardisés et reproductibles, I'act
de divers antifongiques.

Dans notre étude, sur les especes isolées etfidegtiun antifongigramme est réalisé «
d’évaluer le taux deésistance des especCandidaretrouvées dans les prélévements
médicaments antifongiques par interprétation désuvstde CMI obtenues. Notre démar

d’antifongigramme est réalisée par la méthode ffagiibn enmilieu gélos des bandelettes.
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Intérét clinigue: Les bandelettes d’antifongigramme permettent derdéber la sensibilité

des levures du genr€andidaaux agents antifongiques par une méthode de difiusn
milieu gélosé. Cette méthode suit une procédunedatdisée publiée par le CLSI/NCCLS.
Dans notre travail nous nous sommes limités a d@tde la caspofungine. Les autres
antifongiques font I'objet également d’autres tava

Présentation: Les bandelettes fabriqués a partir de papier ababide qualité supérieure et
sont imprégnés d'antifongiques a des concentratiomgssantes. Ces bandelettes sont
clairement identifiées par un symbole comportaletides.

Les bandelettes AB Biodisk sont présentées enebld# 100 bandelettes conditionnées en

containers étanches contenant un déshydratant.

Mode opératoire. La préparation de I'inoculum (densité de 0,5 Md#&iad) se fait en

émulsionnant dans un bouillon adapté (3mL de Na@lhombre adéquat de colonies bien
isolées a partir d’'une culture pure de 24 heuresule 'ensemencement se fait a I'aide
d’'un écouvillon stérile. Toute la surface de laogé&l est écouvillonnée dans les trois
directions. Les bandelettes sont appliquées enauligesurface de la gélose en s’assurant
que I'échelle de CMI soit positionnée correctem@rdrs soi). L'incubation des boites
s’effectue sur le couvercle dans les conditionsragpees pour chaque microorganisme
étudié.

Lecture et interprétation Les ellipses d'inhibition sont mesurées aprés 24irdge

d’incubation. Pour cela, on place la boite sur amdfnoir non réfléchissant et on effectue la
lecture sous une lampe. Si la culture est insuffessaprés 24 heures d’incubation, la boite est
ré incubée 24 heures supplémentaires avant d’'efedt lecture a 48 heures.

Les ellipses d’'inhibition, sont mesurés jusqu’acionies de tailles normales. En effet, il est
possible d’observer sur les bords des zones diindmb une inhibition partielle de la culture
avec la présence de colonies de petite et de meyaiile. Ces colonies ne correspondent pas
a des mutants résistants et ne doivent pas égespen compte pour la mesure des diametres

des zones d’'inhibition.
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Figure 3 : différentes étapes du mode opératoire -Test
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S
AN

.
2.3

CS : caspofungine ; VO : voriconazole
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[ll. RESULTATS
Durant la période de I'étugd@&8 souches d€andidasp sont isoléesQuinze (15) souches

partir des prélévements provenant du service deémadion meédical e 'Hopital IBN SINA
alors que 43 souchessont isolées a partir des prélevements récupéuéSeatvice de
réanimation de I'HMIMV de Rabat. L’ensemble de g#élévements proviennent des s
périphériques (buccal, nasal, vaginal, rectal, urinaire.

RM d’Hépital INB SINA

de Rabat

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
RM de HMIMV de RabatE i
|
|
|
|
|
|
|
|
|
d

Figure 4 : Origines des prélévements effectués
[1I.1 Répartition des espéces isolé :
La répartition des espéces montre une prédomindeCandidanon albicans(36 souches)

par rapport &andida albican.

Tableau 1: pourcentage dCandida albicantnon albicanssolés

Especes Nombre Pourcentage
Candida albicans 22 37,93
Candida non albicans 36 62,06
Total 58 100%

Au total, 4 espéces diffémes deCandida sont isoléesCandida albican (22 souches) et
Candida glabrata(23 souches) sont les deux espéces majoritaiees2fartition globale de

souches isolées est retrouvée dans le tableawnt :
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Tableau 2: répartition des différentespéces de Candida isol

Espéces Nombre Pourcentage
Candida glabrata 23 39,65
Candida albicans 22 37,93
Candida krusei 7 12,06
Candida tropicalis 6 10,34
Total 58 100%

M Candida glabrata
M Candida albicans
i Candida krusei

M Candida tropicalis

Figure 5 : répartition des différentes especesCandidaisolée:

[11.2 Sensibilité in vitro a la Caspofunginedes especes isolées

Les souches provenant des différents sites périples prélevés sc pour la plupart
sensibles a la caspofungiagec un pourcentage dépassant les%.7Les pourcentages d
souches entrant danbaque ctégorie (S, SDD, R) sont : 77,98, 10,34 9, 12,07%.
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Tableau 3 :Pourcentage des souches entrant dans chaque e{&gorsibles, Sensible dc
dépendante, Résistant) pour I'ensemble des soistiés:

Catégorie clinique Nombre Pourcentage
Sensibles 45 77,59
SDD 6 10,34
Résistants 7 12 ,07
Total 58 100%

M Sensibles
ESDD

M Résistants

o e e e e e B o e e e o e

Figure 6 : taux desensibilite des souches de Candida isolées de I'ensemble élésgment.

I11.3 Résistance selon les sites de prélements :

> Buccal :

Des 34 Souches isolées du site buccal, 21sensiblesa la caspofungir tandis que 8 sont
résistantes et 5 SDD.

Tableau 4 :Nombres et pourcentages des souches de Candiflasshi site Bucc

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

I résistantes

______________________________________________________________________________

Figure 7 : Répartition cliniqgue des souchesCandidaisolées du site bucc

> Site nasal :
Les 9 souches isolées seensible, aucune souche n’est résistante.

Tableau 5: répartition erpourcentage des soucheandidaisolées du site na:

Nombre Pourcentage
Sensibles 9 100
SDD 0 0
Résistantes 0 0
Total 9 100 %
» Urines :

Des 8 souches isolées des urines, 7 sensiblesl SDD. Aucune souche n'erésistante.

Tableau 6 :Nombres € pourcentages des soucheGdmdidaisolées des urin

Nombre Pourcentage
Résistantes 0 0
SDD 1 12,5
Sensibles 7 87,5
Total 8 100
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M Résistantes
HSDD

i Sensibles

Figure 8: taux de sensibilité des souchesCandidaisolées des urin

> Autres sites périphérigue: :

Pour les autres sites périphériques prélevés (danie, anal, vaginal, .etc.), le nombre de
souches sensible, SDD, résistantes est represamgdadfigure9.

Les deux souches isolées chacune ctes auriculaire et vaginal sont sensi, tandis que
dans les 11 souches isolées site Anal, 6 sont résistantes,Sensibles et aucune sour

SDD.

Tableau 7: la répartition clinique des différentes souclsedée :

Sites Auriculaire Anal Vaginal
Catégoies S SDD R S SDD R S SDD R
cliniques

Nombre de 1 0 0O 5 0 6 1 0 0
souches
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Figure 9 : répartition en catégories cliniques des souche«Candidaisolées des sites Auriculait
Axillaire, Rectal et Vaginal

l1l.4 Résistance selon les espec:

Tableau 8: taux de résistanc la caspofungine des différentes espécdsaelidaprovenant des
sites périphériques :

Catégories clinique:

Sensibles SDD Résistants

Especes Nombre N % N % N %
Candida albicans 22 18 81,82 3 13,64 1 4,54
Candida glabrata 23 17 73,92 3 13,04 3 13,04
Candida krusei 7 6 85,71 0 0 1 14,29
Candida tropicalis 6 4 66,67 0 0 2 33,33
Total 58 45 77,59 6 10,34 7 12,07
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0 0

S SDD R S SDD R

Candida albicans Candida Candida krusei Candida
glabrata tropicalis

Espéces

Figure 10 Taux de résistanca la caspofungine des différentes espécé3amelidaprovenant des
sites périphériques

Selon la figure 1de taux de reistance a la caspofungine est failpleur 'ensemble de
especes.

On voit clairement que la plupart des Souches éasdsont sensible a la caspofungine
surtout pour les espéc€s krusei, C.glabrata, C.albica.
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IV. DISCUSSION
IV.1 Etude de la sensibilitéin vitro aux antifongiques :

IV.1.1 Indications et objectifs:
L’augmentation croissante des mycoses profondesropmstes a nécessité ['utilisation
plus large des antifongiques existants. En pargliéés résistances ont été rapportées aux
différents antifongiques. Cette évolution a logiemt entrainé la mise en ceuvre
systématique des tests de sensibilitévitro. Malheureusement, l'antifongigramme (a
I'inverse de [l'antibiogramme parfaitement standsgdia une valeur beaucoup plus
discutée et une importance relative en mycologidioate du fait d'une faible corrélation
in vitro/in vivo. Il convient donc de bien connaitre les indicagiaies antifongigrammes et
les limites de leur interprétation pour leur utili®n raisonnable.
Les indications de I'antifongigramme sont justiBédu fait de la résistance confirmée de
certaines espéces, aux antifongiques existantseften, L’antifongigramme ne doit pas
étre banalisé et sélectionner ses indicationsresneécessite.
Elles doivent étre réservées :

* Aux infections profondes ou septicémiques ou dassldcalisations cutanéo-
muqueuses secondaires a une diffusion systémiqtie, de vérifier la
sensibilité de la souche aux antifongiques systassq

» Aux évolutions cliniques défavorables ou en cashié malgré un traitement
adapté et bien conduit;

* Aux levures isolées de malades immunodéprimés apitadisés dans les
services a risque : réanimations médicale, chioalg, services d'onco-
hématologie, de transplantation d'organes, de nélmtge, quelle que soit
I'origine du prélevement. Ceci permet de vérifier uhe résistance aux
antifongiques n'apparait pas secondairerftent

En principe, les tests de sensibilitévitro devraient permettre la mesure comparative de
I'activité des antifongiques, I'évaluation de Ieité potentielle de nouvelles drogues
thérapeutiques, la surveillance du développemest rdsistances, mais surtout prédire

I'évolution clinique sous traitement.
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Toujours est-il que I'étude de la sensibilité amtifangiques au laboratoire ne répond pas

parfaitement aux objectifs auxquels mycologues @esins ambitionnent. A savoir :

» Obtenir des résultats reproductiblasvitro vis-a-vis d’un antifongique, qui permet
de répondre a une problématique de laboratoireantgbas encore complétement
résolue malgré les efforts entretenus et 'avéneérmdemmeéthodes validées.

» Obtenir une valeur prédictive raisonnable afin ééedminer I'issue du traitement
in vivo pour le patient mais également pour le médecin.

A la lumiére de notre étude, nous avons choisi sisiter sur la surveillance
epidémiologique et les activités de recherche gsiant les plus importantes.

o Activité de surveillance épidémiologique :jusque dans les années 1980, le
nombre d’antifongiques commercialisés était restréi quelques molécules d'activité
systémique et a un certain nombre de topiques rdsstau traitement d’infections
superficielles a dermatophytes ou a levures. Litilen fongique systémique était
considérée comme rare et trés rapidement morieberésistances étaient peu connues et
leur impact clinique n’était pas évaluable.

Les tentatives de développement de méthodes d@twaiu de la sensibilité des
champignons in vitro, dont le besoin n’était doras mpparent, se sont heurtées a des
difficultés techniques spécifiques, liées au faiedes champignons sont des organismes
eucaryotes plus complexes que les bactéries damgriede de réplication comme dans
leur relation avec I'néte qu’ils colonisent ou iofent. A partir des années 1980, le
nombre de patients immunodéprimés, constituantnawta patients a risque d’infection
fongique, a considérablement augmenté. Ainsi 10 @38 d’aspergillose invasive
surviennent chaque année aux Etats-Unis et, sedsncbntinents, les candidémies
occupent entre la quatrieme et la septieme posgiaami les bactériémies. De plus, méme
si Candida albicangreste I'agent le plus freguemment impliqué au sodes infections
fongiques systémiques, des espéces fongiques Hatoemt peu sensibles a certains
antifongiqgues ont émergé. Certaines souches nbdnreht sensibles ont acquis des
résistances, ce qui dans certains cas a pu étrél€avec I'évolution clinique. Enfin, des

variations de la distribution des espéces fongigtees geographiques que dans le temps,
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ainsi que l'élargissement récent de l'arsenal théudique compliquent le choix d’'un

traitement antifongique empirique et renforcenbésoin d’un outil de détection in vitro
d’éventuelles résistances. Ainsi, la demande desciEHns en termes de critéres de choix
thérapeutique s’est faite plus pressante. Paraiehe, un certain nombre de méthodes,
commercialisées ou non, permettant d’évaluer Isibdité in vitro des champignons aux
antifongiques ont été développées.

Les questions relatives a la fiabilité, a la pestice et aux modalités de réalisation de
I'antifongigramme (ATF) sont donc revenues récemmnaenpremier plaf’

% Activités de recherche :La plupart des infections fongiques surviennentzcles
patients sévérement immunodéprimés, dont les déserimmunitaires ne peuvent
contribuer a éradiquer les microorganismes dontclesmpignons. Afin d’améliorer le
pronostic des infections fongiques extrémement ggast severes, il est important de se
donner les moyens de développer et de tester deeaoM antifongiques seuls ou en
associations. Tester la sensibilité aux antifonggdans un cadre de recherche est capital.
En particulier pour évaluer lactivitdn vitro de nouveaux antifongiques et des
combinaisons d’antifongiques, afin de détecter siggergies mais aussi des antagonismes
in vitro. Egalement, I'effet fongicide demande a étre &udar actuellement les données
manquent en termes de valeurs de laboratoire. Ledélas pharmacodynamiques et
'étude des mécanismes de résistance vont dansehe d’'une amélioration de la
connaissance des microorganismes fongiques et denpouvoir opposer une réponse
thérapeutique plus ciblée et plus effickte

IV.1.2 Moyens d’étude de sensibilitén vitro des antifongiques:
La réalisation d'antifongigramme et |'évaluatiors d&MI est facile pour les levures, par
contre elle est plus délicate pour les champigridasienteux(Aspergillus, Fusariumgar
I'association de spores et de filaments forme uwmculum hétérogéne difficilement
standarisable. Les antifongiques étudiés seronhtatut ceux actifs dans les mycoses

profondes?,
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1. Méthodes par dilution :

Le principe de la méthode consiste a diluer dimaetet le produit & tester dans le milieu de
culture gélosé solide ou liquide et a inoculer déem avec les microorganismes par la
suite. En diluant différentes concentrations dudprba tester, on peut définir la valeur la
plus faible a laquelle on n'observe pas de croissates microorganismes et donc une
inhibition de la croissance : c'est la concentmatininimale d’inhibition (CM1)!® .Cette
méthode permet donc d’évaluer qualitativement gbsiti quantitativement I'activité d’'une
substance.
La nature du microorganisme a ensemencer sur feuniihpose une procédure d’ou deux
variantes de cette méthode.

1.1 En milieu solide :
La technique consiste a réaliser des dilutions dans milieu de culture gélosé
préalablement fondu et maintenu en surfusion a 4b%hsemencement est réalisé soit par
inondation a partir d’'une suspension de microorgiaeis préparée de facon a ce qu’il soit
le plus homogene possible, soit par dépdt ponciu€hide d’un inoculateur (anse de
platine). La lecture des résultats se fait visu#at par observation de la croissance ou de
Iinhibition de la croissance du microorganisme imntrobien testé par rapport a la
croissance sur une bofte témoin sans exifhit.

1.2 En milieu semi-solide :
Il en existe plusieurs. Des galeries possédant @mergl plusieurs puits avec deux
concentrations différentes d'un antifongique sdilisees.

s ATB-Fungus® :

Principe :
Il permet de déterminer la sensibilité déandidaet desCryptococcus neoformarsux
antifongiques en milieu semi-liquide dans des cbows trés proches de la technique de
référence de micro dilution. La galerie comportepires de cupules, la premiére sans
antifongique servant de témoin de croissance. L®spdires suivantes contiennent 5

antifongiques a différentes concentrations perméetlia déterminer des CMI.
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Pour déterminer cette CMI, on va rechercher et ffiimn dans chaque cupule une

croissance par lecture visuelle. L'appréciationtpkfiérer d’'une personne a l'autre.
L’appréciation par lecture automatique n'est papdnible au laboratoiré’
Matériel :

Composition d’un kit :

25 galeries en emballage individuel avec déstigdta

* 25 couvercles d’incubation

» 25 ampoules d’ATB F2 Medium

* 25 fiches de résultats

* 1 notice

Matériel non fourni :

* NaCl 0.85% 3 ml

* Ecouvillons
* Pipette électronique ATB 138 avec les embouts
* Pipette calibrée 2(l et les embouts

Mode opératoire

e A partir d'une culture fraiche sur COS, prélevquelques colonies a l'aide d'un
écouvillon stérile et les dissoudre dans une angad 3 ml de NaCl 0.85%, afin de
réaliser une suspension d’opacité équivalentetalba 2 MacFarland.

 Contréler la pureté de I'inoculum en l'isolantrsine gélose non sélective.

» Transférer 2Qul de cette suspension a l'aide d’'une pipette caébdans 'ATB Medium
1, homogénéiser.

* Inoculer la galerie en distribuant 186de la dilution dans chaque cupule a l'aide de la
pipette électronique ATB. La concentration est gliezn 4 x 103 levures/cupule.

» Mettre le couvercle.

e Incuber : - 24 heures a 35°C pour Gandidaa I'étuve O2.

*48 heures a 35°C pour I€yptococcus neoformarssl’étuve O2.

Pour lesCandidadont la croissance dans les cupules témoins ssffisante, incuber dans

les mémes conditions pendant 24 heufks.
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Procédure pour 'ATB FUNGUS3®:
|REF| 14 204 13363D - xl

ATB™ FUNGUS 3

METHODOLOGIE / PROCEDURE [ METHODIK / TECNICA | PROCEDIMENTO /
AIAAIKATZIA / METOD | METODYKA

2 McF

API® NaCl 0.85% Medium / API Suspension Medium

(_

X
(=)
E

ATB F2 Medium

NP

32 x 135 ul

CO0OOOOOOOOCCCCC
OO0OoOCOOOOCCOCC

ATB FUNGUS 3

N

Candida spp. 24:00 (£ 2:00) O2 % 35%2°C

Cr. neoformans 48:00 (% 6:00) O [ 35+ 2°C
J, = Lary B A R w R _23-'_0_0_93;”5’5'18 SP

'CMI/MIC / MHK / EAR| [ | SIR
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Lecture et interprétation:

Pour faciliter la lecture, placer la galerie surfand noir.
Pour chaque antifongique, commencer la lecturdgpaoncentration la plus faible et noter
un score de croissance pour chacune des cupulegacativement aux cupules témoins.

L’absence de croissance dans I'une ou l'autregsi2lcupules témoins invalide la galerie.

Score
Absence de réduction de croissance 4
Légere réduction de croissance 3
Réduction marquée de croissance 2
Tres faible croissance 1
Absence de croissance 0

Pour ce qui est de ’Amphotéricine B, la CMI copend a la concentration d’antifongique
la plus faible permettant d’obtenir un score dddhc une inhibition compléte.

Pour le Fluconazole, la Flucytosine, I'ltraconazdéeVoriconazole, du fait du phénomene
de croissance résiduelle, la CMI correspond a teeotration d’antifongique la plus faible
permettant d’obtenir un score de 2,1 ou 0.

Tableau 9: Concentrations critiques des CMI (en mg/l) reatandées pour lé8andida spen
catégories cliniqgues

Sensible Intermédiaire Résistante
Flucytosine <4 8-16 = &
Amphotericine B Une CMI>2 suggeére une résistance
Fluconazole <8 16-32 > 64
Itraconazole <0,125 0,25-0,5 >1
Voriconazole <1 2 >4

Note : Le Candida kruseest une espéce intrinsequement résistante auridaote, le test
doit étre systématiquement interprété comme RESNT.AY
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Tableau 10: Concentrations critiques des CMI (en mg/l) reatandées pour leSryptococcus
neoformansen catégories cliniques

Sensible Intermédiaire Résistante
Flucytosine <4 8-16 > 32
Amphotericine B Une CMI> 2 suggere une résistance
Fluconazole <4 8 >16
Itraconazole Non défini
voriconazole Non défini

Note : Les CMI habituellement obtenues pour Ggyptococcus neoformansont 0.5
et 1 mg/l.

Ci-dessous, une galerie ATB FUNGUS2® de bioMérieus®, modele précédant 'ATB
FUNGUS3®.

€000 HHIDOOBOBS |

e P e BT

Figure 11: Galerie ATB FUNGUS2®, bioMérieu®
La principale différence entre ces deux génératidasgalerie ATB FUNGUS est la
présence d’'un cinquiéme antifongique pour 'ATB FGNS3®, soit le voriconazole.

Avantage:
- Le matériel dont on a besoin est fourni dans ledatf le NaCl 0.85%

- Les CMI obtenues sont précises, grace a plusieamsentrations d’antifongiques
différentes.

- Interprétation des résultats facilitée par rappdiE-test.
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- Le prix est relativement bon marché, environ F10.28.- pour 25 galeries soit Fr.

5.65.- par galerie.

Inconvénients :

Préparation assez longue comprenant plusieurs®tape
- La lecture de la quantification de la croissanderesativement difficile au début et
peut varier selon les personnes. Le résultat dédembtre jugement.
- Parfois résultat peu clair. Le probléeme provenattainement d’'une mauvaise
préparation ou d’'une incubation inadéquate.
- Le temps d’incubation est de 24 heures pour toldesespeces, sauf {eandida
glabrata (48 heures).
- Aprés 48 heures, les cupules de la galerie sofbipaeéches et ininterprétables.
- Le contenu d’un kit est de 25 galeries et la diE@éremption est de 8 mois. Le kit
ne sera certainement pas écoulé durant ce lapsmjest’
1.3En milieu liquide :
En milieu liquide, l'inoculum est distribué danseusérie de tubes (méthode de
macrodilution) ou de cupules (méthode de microdihjt contenant I'antifongique.
Apres incubation, la CMI est indiquée par le tulbela cupule qui contient la plus faible
concentration d’antifongique et ou aucune croissan@st visible. Dans la figure ci-
dessous, la CMI de la souche testée est de 2 p@gneimier tube dans lequel aucune

croissance n'est visible a I'eeil nu).

Térro i 0,25 2 4 3 16
T He il
ChvI

Figure 12 : Détermination de la CMI par dilution en milieu lige
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Bien que la méthode de dilution soit la plus appksp pour les évaluations quantitatives

d’activité (CMI), elle reste toutefois assez famicse et longue avec les procédures de
dilutions en série a faire.

Les techniques de référence pour la déterminatenadsensibilité aux antifongiques
s'appuient sur la méthode de microdilution en noilliguide.

Il existe actuellement deux techniques, une déymeppar le CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, anciennement NCQOil&jonal Committee for Clinical
Laboratory Standards) qui a été validée pour lesrkes et les champignons filamenteux et
une développée par 'EUCAST (European CommitteeAmimicrobial Susceptibility
Testing) qui n'est validée actuellement que posrézured®

+ Standard américain: Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)

Le développement de nouveaux antifongiques a élasgpossibilités thérapeutiques et a
entrainé une demande de tests de sensibilité partades cliniciens. Ce n’est qu'en 1997
qgu’un milieu de culture standardisé permettantuli& de la sensibilité des levures a été
mis en place et approuvé par le National Commitedlinical Laboratory Standard
(NCCLS) (actuellement appelé Clinical and LaboratStandards Institute). Ce milieu de
culture appelé NCCLS M27-A caractérisé par sa lme fiabilité et reproductibilité est
donc devenue la référence dans I'étude de la sétésifbngique. Il présente quelques
limites : un phénoméne «de traine » pour I'étude a®olés, une appréciation imparfaite
pour I'amphotéricine B et surtout une lourdeur desemen place rendant difficile son
utilisation quotidienng™.

Tableau 11: mise en ceuvre de la méthode M27.

Méthodologie Macrodilution en milieu liquide, volume
final : 1ml
Milieu RPMI 1 640+0,165 MOPS (pH=7,0)
Inoculum 0,5-2,5x10 organismes/ml
Température d'incubation S5°C
Durée de l'incubation 48h (Candida spou 72h Cryptococcus
neoforman}
Point final Amphotericine B 100%de la réduction de la

turbidité azolés et 5FC 80%
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Pour pallier a la lourdeur de la mise en ceuvredti ¢echnique, le NCCLS a proposé une

microméthode adaptée pour une utilisation en mlapes avec lecture
spectrophotométrique des CMI. Elle est bien coerééec la macrométhode mais elle reste
une technique lourde non utilisée en routine. Ailaspublication de la méthode M27-A a été
suivie en 1998 du Proposed Standard M38-A, quiiddes méthodes de macrodilution et de
microdilution en bouillon pour des essais de salitgéibdes champignons filamenteux
(Aspergillus sp., Fusarium sp., Rhizopus oryzag*?!.
+ Standards européenEuropean Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST)
Le Comité européen de sensibilité aux antimicrabidesting (EUCAST) est un comité

permanent organisé par la Société européenne delbtogie clinique et des maladies
infectieuses (ESCMID) et les comités nationaux dealeurs seuils d’interpretation de
I'Europe. EUCAST a été mis en place pour harmonissr valeurs seuils des agents
antimicrobiens et de normaliser les tests de sHit&silen Europe pour que des résultats
comparables et interprétations, tant en pratiqueiqce et dans la surveillance de la
résistance aux antimicrobiennes, peut étre attBildCAST a chargé le Sous-comité sur la
sensibilité aux antifongiques Testing (EUCAST-Af® préparer des normes directives pour
les tests antifongiques contre différentes espélgeshampignons. EUCAST-Afst a déja
élaboré une procédure de microdilution pour lardéteation des CMI antifongiques pour les
espéces de levures fermentaires (document E.D¥$.Cette norme est basée sur la
procédure de renvoi décrit dans le document M2M@AZLS| anciennement le NCCES,

En outre, 'TEUCAST-AFST a mis au point une méthpaoer déterminer la CMI de dilution
en bouillon dAspergillus sppll s'agit d'une méthode de dilution qui est destrproduire des
résultats concordants avec la méthode de réféi@h&é des tests de sensibilité antifongique
de champignons filamenteux (document M38°A) Le EUCAST Procédé comporte
qguelques modifications sur la base des études qeétes: (1) RPMI-1640 un milieu
supplémenté avec du glucose a 2% p/v (RPMI 2% Q)téisé en tant que milieu d'essai, (2)
I'inoculum est préparé par comptage des conidias da haemacytometer; et (3) une taille

d'inoculum delx105 a 5x105conidies/ml est utiliséB®. L'accord et la corrélation entre les
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diverses méthodes n'a pas été évaluée auparavamt yro autre agent antifongique.

Actuellement, deux méthodes internationales dedstals pour la détermination de la
sensibilité des levures et des moisissures a destagntifongiques sont disponibles. Le
premier était publié par ['Institut clinique Labtgy Standards (Anciennement Comité
national pour le laboratoire clinique Normes Lamwle a été développé par Sous-comité
tests de sensibilité aux antifongiques des EUCASTQAST-Afst) Ces deux procédures ont
une grande reproductibilité inter et intra laboir&oen distinguant des populations ayant des
CMI basses et hautes a des agents antifongiqeed€lex méthodes different dans la lecture,

inoculum, moyennes et micro (voir les tableaux 112.*7

Tableau 11 :Différences des conditions des tests de senéibilix antifongiques pour levure entre
CLSI et EUCAST

Caractéristique CLSIM 27 - A3 EUCAST-E.DEF.7.1
Pertinence Levure Levure fermentaire
Inoculum 0.5-2.5 x103 CFU ml+? 0.5-2.5 x103 CFU ml+?

Standardisation
de l'inoculum
Milieu d'essai
Tampon
Des plaques de microtitration
Format
Température
Durée d'incubation
Lecture

End point/ inhibition

0.5x McFarland

RPMI 1640 0.2% glucose
MOPS
Puits en forme de U
microdilution
35°C
24-48 h

Visuellement

100% amphotericin B 50%

azolés, candins

0.5x McFarland

RPMI 2% glucose
MOPS
Cupules a fond plat
Microdilution
35-37°C
24 h
Photométrie

50% 5 FC, azolés, candins
90%
amphotericin B
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Tableau 12 :Différences des conditions des tests de sensihilix antifongiques pour champignons
filamenteux entre CLSI et EUCAST

Caractéristique CLSI M38- A2 EUCAST-E. DEF 9.1
Pertinence Conidium and spore-forming Conidia-forming moulds
fungi
Inoculum 0.4-5 x10* CFU ml! 2to 5x 105 CFU ml?
Standardisation de l'inoculum Spectrophotométrie Hémocytometre
Milieu d'essai RPMI 1640 RPMI 2% glucose
Tampon MOPS MOPS
Des plaques de microtitration Puits en forme de U Cupules a fond plat
Format microdilution Microdilution
Température 35°C 35-37°C
Durée d'incubation 48 h 48 h
Lecture Visuellement Visuellement
End point Pas de croissance Pas de croissance

Expression des résultats Les résultats des 2 méthodes de référence en niitjeide

s'expriment par :

» CMI (mg/l) = Concentration Minimale Inhibitrice : Plugetite concentration
d’antifongique qui donne une réduction visible de Icroissance de
I'inoculum/témoin.

» CME (mg/l) = Concentration Minimale Efficace : Plus tipe concentration
d’antifongique pour laquelle on observe des hyphasurtes, trapues et
compactes/témoin.

» CMF (mg/l) = Concentration Minimale Fongicide : Plutipe concentration
d’antifongique qui tue> 99,9% de I'inoculum ou qui diminue de 3 log au nwia

densité de I'inoculum/témoin?.
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Valeurs seuils d’interprétation : ils difféerent d’'une espece a l'autre.
19].

a) Pour Candida sp!
Les valeurs seuils d’interprétation poGandida selon les méthodes de référence sont

représentées dans le tableau suivant.

Tableau 13 :Proposition de valeurs seuils pour les différemi@ggories d€andidavis-a-vis des
antifongiques selon 'EUCAST et le CLSI

Antifongique EUCAST CLSI
Sensible Intermédiaire Résistant Susceptible SDD Résistant
Fluconazole <2 4 >4 <8 16 —>4
32

Voriconazole <0,125 - >0,125 <1 2 >4
Caspofungine NE NE NE <2* NE NE
Micafungine NE NE NE <2* NE NE
Anidulafungine NE NE NE <2* NE NE

*Les isolats deCandidatestés qui ont des CMI > 2 mg/l pour les échinodaesl ont été définis
comme non sensibles.

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

Les données sont exprimées en mg/I.

b) Aspergillus fumigatus:
Il n'existe pas de valeurs seuils d’interprétatapprouvées par le CLSI ou 'TEUCAST
pour tester la sensibilité des filamenteux aux é&oMais il existe des propositions de
valeurs seuils pour les différentes catégoriesl,(R) d’Aspergillus fumigatussis-a-vis
des antifongiques azolés actifs.

Tableau 14 :Proposition de valeurs seuils pour les différemi@ggories (S, I, R) &spergillus fumigatus
vis-a-vis des antifongiques azolés actifs

Antifongique Susceptible Intermédiaire Résistant
Itraconazole <2 2 >2
Voriconazole <2 2 >2
posaconazole <0,5 0,5 >2
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c) Cas particulier de 'amphotéricine B :

Malgré le fait que I'amphotéricine B a été utildans le domaine médical pratiqué plus de
cinquante ans les valeurs seuils d’interprétatiafinique de ce médicament vient d'étre
créé par 'EUCAST pour les cing especeaadida et n'est pas formellement défini par

le CLSI. La raison en est la faible sensibilitélaenéthode de référence pour la détection
de la résistance a I'amphotéricine B. L'expériemcguise a ce jour en utilisant la méthode
de référence a révélé que les CMIs de I'amphotezi® pour lescandidas spple type

sauvage sont entre de 0,25 -p@/ml En conséquence, le CLSI a conclu que, si la

CMIO1.0pg /ml, donc les isolats amndida sppsont résistants a I'amphotéricine B et un
risque d'échec thérapeutique est donc possibléonSEEUCAST si la CMI de
I'amphotéricine11.0 ug /ml pourC. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsiksit

C.tropicalis,un tel isolat est résistant pour le médicamentuwestjon?®2*

% Méthodes colorimétriques (dérivées de la méthode dNCCLS) : Nous avons vu
précédemment que la détermination des CMI pounmléthodes de dilution demande une
appréciation visuelle du degré de croissance papar a un témoin. Cette évaluation
nécessite de l'expérience. Afin de faciliter I'expsion des résultats, des indicateurs
colorimétriques ou des colorants fluorescents peugée utilisés. Il a été démontré que
la détermination des CMI colorimétriques améligeedord inter-laboratoires de la CMI
de litraconazold®® Ce résultat est obtenu en ajoutant I'indicateuprimétrique bleu
d'Alamar (2X, Diagnostics Trek) a 2X concentré, RP¥andard de bouillon, et par la
suite les étapes décrites dans le M38-A document.

Aprés le temps d'incubation, les puits sont examipéur un changement de couleur a
partir de bleu (indiquant I'absence de croissaaceyiolet (indiquant inhibition partielle)
ou rouge (indiquant croissance). Le CMI coloringie pour les azolés est la
concentration de médicament qui montre un légemgbment de couleur du bleu au
violet; pour I'amphotéricine B, la concentrationu thédicament qui ne montre aucun
changement de couleur ou le premier puits qui retse!®?

Parmi ces méthodes colorimétriques commercialie@astera:
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% Sensititre Yeast One®:(Trek Diagnostic System&?

Le systéme de sensibilité Sensititre est un pradiiidiagnostic in vitro destiné a tester la
sensibilité des levures non-exigeantes doandida sp., Cryptococcus sp., Aspergillus sp
et diverses autres espéeces de levures a croissapicke. Cette méthode de microdilution
en milieu liquide fournit des résultats qualitatitlt quantitatifs de Concentration
Inhibitrice Minimale (CMI) sous forme d’une plagseéche.

Principe: Le test de sensibilité des levures Sensititre wsttest de microdilution
colorimétrique. Chaque plaque est dosée avec désragiques aux dilutions appropriées,
et avec un indicateur colorimétrique. Les résulsaist lus manuellement par I'observation
de la concentration antifongique la plus basseguaint I'inhibition de la croissance (mise
en évidence par I'absence de changement de couleur)

Antifongiques: Les antifongiques disponibles pour ce test somprésentés dans le

tableau suivant avec la fourchette de dilutionsluqu’un.

Tableau 15 :Antifongiques a tester par le Sensititre Yeast One

Pos. Antifongique Abréviation | Fourchette de dilutions (ug/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 |z 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 ¢¢u$smm de diametre,

sont prélevées d’'une culture pure de 24 heurematsifiées dans I'eau stérile. La densité
est ensuite ajustée a 0,5 McFarland. 20 mL deidpension est transféré dans 11 ml de
milieu liquide d’inoculum YeastOne pour obtenir umoculum d'une densité de 0,6 a

5x1& cellules souches/ml.

La plaque est ensuite inoculée par dl0&n suivant 'une ou l'autre de ces méthodes :
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& Autolnoculator Sensititre : Remplacer le capuchon du tube par une téte de

dosage Sensititre a usage unique, et inoculerdqua selon le mode d’emploi de
I’Autolnoculator.
& Pipette manuelle : Verser le milieu liquide dans une cuve d’ensemsrard
stérile et inoculer la plaque a I'aide d’'une pipedppropriée.
Les plaques sont étuvées pendant 24 a 25 heur8SG dans une étuve a culture sans
CO.. Cryptococcus spest incubé pendant 72 heuref\spergillus sppendant 48 a 72 h.

Lecture des résultats Les plaques peuvent étre lues visuellement s@atairage normal

du laboratoire, a I'aide d’'un miroir de lecture peétant le dessous des cupules. La
croissance des levures dans les solutions antifoiegi sera mise en évidence par le virage
de l'indicateur colorimétrique de croissance dwb(eégatif) au rouge (positif). Certaines
levures peuvent ne pas faire virer complétementitateur au rouge, mais entrainent une
prise de teinte plus pourprée de l'indicateur. @ied organismes peuvent montrer une
légére coloration pourpre dans le posaconazole,vdeconazole, le fluconazole,
I'itraconazole et le kétoconazole.

1. Examiner la cupule de croissance positive apresh@dres d’incubation. Si la
cupule de croissance est rouge, les points de evideg antifongiques peuvent étre
interprétés. Si la cupule est restée bleue ou swmrle vaguement pourprée, ré-
étuver pendant encore 24 heures et réexaminer. A IRRE LA TURBIDITE
SUR LES PLAQUES YEASTONE SENSITITRE. Ne lire quedeangement de
couleur.

2. La CMI représente la plus faible concentration d’antifongique qui inhibe
substantiellement la croissance de I'organisme,raerte détecte le changement de
couleur. Le degré de changement de couleur danscigsiles contenant
I'antifongique devra étre comparé a la couleur dgsules de contréle a croissance
positive.

3. Aucune croissance n’'est survenue s’il n'y a pasvidege de l'indicateur bleu a
n'importe quelle dilution d’'un antifongique. L'orgesme est sensible a la plus

faible concentration de 'antifongique.
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4. La CMI est enregistrée comme la plus faible coneimn de I'antifongique

empéchant le développement d’'une cupule de craisseruge ou pourpre, c’'est a
dire en premier bleue.

5. L’organisme est résistant a la plus haute conceatrale I'antifongique quand la
croissance est observée dans les cupules. Le geinirage auquel la CMI devrait
se trouver est enregistré comme « supérieur a ba(plus haute concentration.

6. Pour Aspergillus sp lire la CMI comme la plus basse concentrationcauee
couleur bleue.

Interpretation des résultats

Tableau 15: Illustration et interprétation des résultats thests que I'on peut rencontrer

Concentration de la cupule pg/mi 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 ug/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 pug/ml. Ne pas tenir compte du “saut” si les
cupules ont une croissance des deux cétés. 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 répéteé’

" Avec une technique soigneuse, ces événements sont rares.
Inconvénients : Le systeme Sensititre Yeast One Colorimetric Amiifal Panel (procédé

BlueAlamar®) est disponible commercialement, méis'@ést pas encore approuve par la
FDA aux USA ni enregistré en France par TAFSSAB®s améliorations sont encore
nécessaires concernant la détection des résistantamphotéricine B et la croissance
des isolats a développement le@typtococcus neoformans).
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% Fungitest®: Une autre alternative plus simple a I'NCCLS réféeedes procédures

est point d'arrét tester, dans lequel la croissal®eseisolats est mesurée dans les cultures
contenant seulement 1 ou 2 concentrations de naéichiqui distinguent la Résistance a
et la sensibilité des souches .Les comparaisonspaineau de Fungitest (Sanofi
Diagnostics Pasteur M, Paris, France) avec la rdikrion NCCLS méthode ont montré
une bonne accord entre les méthodes d’études skenkibilité aux azolés des souches de
Candida spp mais ont indiqué que le point d'arrét procédéohoue souvent pour
détecter les résistantes aux az6fa.

Principe : Cette technique permet d’étudier la croissancelelsresin vitro en milieu
liguide en présence de six antifongiques testé®wx concentrations différentes. Elle
dérive de la derniére recommandation du NCCLS. lilgemde culture utilisé est RPMI
glucosé a 2% et tamponné. Il est additionné d’uhiceteur d’oxydoréduction qui traduit
la croissance des levures par virage de sa codlebteu au rosg*%!

La microplaque contient 16 puits :

Deux puits réservés aux témoins négatifs, deuxspréservés aux témoins positifs et
douze puits contenants les six antifongiques citésc deux concentrations différentes
sous forme déshydratéé¥.

Antifongiques® : Les antifongiques utilisés sont :

Amphotéricine B 2 et 8 ug/ml, Fluconazole 8 et Gfml, Itraconazole 0.5 et 4 pug/mi,
Kétoconazole 0.5 et 4 ug/ml, Miconazole 0.5 et 8nlg5-Fluorocytosine 2 et 32 pg/ml
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Mode opératoire Le mode opératoire du Fungitest est représenté lddigure suivante :

Préparation de I'inoculum

2 coloniom 100 il -
e -
Lot
Culture de 24 & 48h Aml d'oa 1.9 mil d'aau
(il de Satouraud... ) dintillén slérile dintilldn atdria
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Figure 13 : Mode opératoire du Fungitest

Lecture des résultats L’interprétation se fait en fonction de la coulales deux cupules

pour chaque antifongique.

Bleu-Bleu : absence de croissan®esouche inhibée par I'antifongique.

Rose-Rose : croissane® souche non inhibée par I'antifongique.

Rose-Bleu : faible croissane® souche intermédiaif@’.

Avantages. Cette technique présente une bonne condition dedatdisation et a une
bonne corrélation par rapport a la méthode de eéfdgg du NCCLS pour les souches
trouvées sensibld&”.

Inconvénients: Le Fungitest a une faible capacité de détectesdeshes résistantes. Par

rapport a la méthode de référence du NCCLS, unpgption importante d€.glabrata
trouvée intermédiaire ou résistante par cette figelen se retrouve sensible par le
Fungitest. Aussi, les valeurs des CMI sont difféesrde celles du NCCLS. L'autre limite

de cette technique est qu’elle ne peut doser que daleurs d’antifongiques
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2. Méthode par diffusion :

Principe :
Le principe de cette méthode trés utilisée en rbiologie (antibiogrammes et

antifongigrammes) repose sur la diffusion du corépastimicrobien en milieu solide, dans
une boite de Pétri, a partir d’'un point précis,cage2ation d’'un gradient de concentration
aprés un certain temps de contact entre le pretigt microorganisme.

L'effet du produit antimicrobien sur la cible esppmécié par la mesure d'une zone
d’inhibition, et en fonction du diametre d’inhilbta la souche du microorganisme sera
qualifiee de sensible, d’'intermédiaire ou de résitd.

Dans la technique de diffusion il y a compétitiorire la croissance du microorganisme et
la diffusion du produit & test&?.

% Méthode de diffusion des disques du CLSI La méthode de diffusion de
disques a été normalisée pour les levures par Bl @44 document§?®?% La méthode
emploie Mueller- Hinton agar additionné de glucq®86) et du bleu de méthylene
(0,5ug/ml). Les résultats qualitatifs peuvent &genus aprés 24 heures d'incubation, mais
certains isolats a croissance lenteCdérusei, C. parapsilosis et C. glabrgbaut nécessiter
48 heures d'incubation. CLSI M44-A2 document premdcharge une procédure établie
validée que pou€Candida sppEt M44-S3 fournit des criteres d'interprétaticmupla zone
caspofungine, fluconazole, voriconazole et les gamrde contrdle de qualité pour la

caspofungine, le fluconazole, le posaconazole evtieonazold®”.

La méthode de diffusion de disques pour la micafumgst en cours d'évaluatifi. Zone
criteres d'interprétation pour la caspofungineeetidconazole ont été revu et de nouvelles
espéces liées a des critéres ont été établis pofiudonazole®® et la caspofungin€™.
Selon les experts la modification des valeurs sediinterprétations conduit a une
meilleure séparation entre les isolats de type agenet mutant pour les especeadadida
3231 | a simplicité et le colt-efficacité du test défuion sur disque en font une méthode
tres attrayant et faites en sorte qu'elle est reaarit facilement utilisée dans les laboratoires

a travers le mondé”.
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La méthode de diffusion de disques a été évaluedemdgnt pour les champignons

filamenteux non dermatophytes (CLSI M51 documéfit) La méthode utilise la gélose
Mueller-Hinton non supplémenté. Des résultats Qaidflipeuvent étre obtenus a partir du
16-48-heures d'incubation. CLSI M51A document fauanme méthodologie pour tester des
champignons filamenteux a I'amphotéricine B, caspgihe, l'itraconazole, le posaconazole
et voriconazole et M51-S1 offre une gamme de é@batpour les cing antifongiques. Les

Points d'arrét cliniques n'ont pas encore été igtabl

Cette méthode peut étre facilement mise en ceuvr@wime clinique, les laboratoires de
microbiologie en raison de sa simplicité et saible colt, recommande ['utilisation de
gélose Mueller-Hinton (utilisé dans la majorité dsoratoires cliniques pour les bactéries)
complétée avec 0,2% de glucose et 0,5 mg/ml de beeu méthylene. L'inconvénient,
cependant, est que préparé dans le commerce lgsedisie sont disponibles que pour le
fluconazole et le voriconazole.

Principe :

Des disques de papier imprégnés avec une condentrééterminée d’antifongique sont
déposés a la surface du milieu semi-synthétiqgueasitone préalablement ensemencé avec
un inoculum calibré, préparé a partir d’'une cultpuee du champignon a tester. Un gradient
de concentration d’antifongique s’établit autoursddisques dans la gélose. Apres
incubation, le diameétre des zones d’inhibition aofées autour des disques permet de
déduire les Concentrations Minimum Inhibitrices (JMes différents antifongiques pour la

souche testée et la catégorisation clinique (Skndiitermédiaire, Résistant).

» Une souche sensiblest une souche pour laquelle la probabilité decésic
thérapeutique est forte.
» Une souche de sensibilité intermédiaireest une souche pour laquelle le
succes thérapeutique est imprévisible. Ces sodohm&nt un ensemble hétérogene
pour lequel les résultats obtenmsvitro ne sont pas prédictifs d'un succes thérapeutique.
En effet, ces souches :
Peuvent présenter un mécanisme de résistance 'drptessionn vitro est faible, avec

pour conséquence leur classement dans la catégengble. Cependanin vivo, une
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partie de ces souches apparait résistante auneaite

Peuvent présenter un mécanisme de résistance 'deptession n'est pas suffisante pour

justifier un classement dans la catégorie résigfantis suffisamment faible pour espérer

un effet thérapeutique dans certaines conditiortg$ concentrations locales ou

posologies accrues).

La catégorie intermédiaire est aussi une zone tanuo tient compte des incertitudes

techniques et biologiques.

= Une souche résistantest une souche pour laquelle il existe une fortdabilité

d'échec thérapeutique quels que soient le typeadternent et la dose d'antibiotique utilisée.
Méme si elle n'est pas encore normalisée et/ourdentée, la méthode de diffusion est sous
enquéte pour d'autres drogues: tels que le posasfenesCandida **%%; caspofungine vs
Candida'®®; amphotéricine B, la flucytosine, et azolés ; cdspgine et micafungine vs

m [37.38l

Aspergillus et Fusariu ; posaconazole vsAspergillus, Rhizopus, Mucor,

Scedosporiunet Fusariumt®*4

posaconazole, voriconazole , itraconazole, I'avtdiicine

B, et la caspofungine vAbsidia, Aspergillus, Alternaria, Bipolaris, Fusam, Mucor,
Paecilomyces, Rhizopus, et Scedosporitih itraconazole, terbinafine, voriconazole, et
ravuconazole vsMicrosporum et Trichophyton*?, et terbinafine et naftifine vs
Microsporum, Epidermophyton, et Trichophytot Les résultats de ces études, en général,
suggerent un degré acceptable de corrélation Entligfusion des disques et les dosages de
la méthode de dilution de référence du CLSI.

Limites d'utilisation :

Les performances du test dépendent non seulemeiaictieité des disques, mais également
des facteurs tels que [l'utilisation d'un inoculurtarglardisé, de souches de contrle
appropriées, de milieux de culture adaptés pré-tesd’'une température de stockage des

disques adéquate.
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*

< Méthode de diffusion des comprimés Néo-sensitab$: C'est aussi une

meéthode simple, de diffusion sur gélose pour telstedevures Candida et Cryptococcus
spp), qui utilise des comprimés au lieu de disquarrpdéterminer la sensibilité aux
antifongiques des champignons.il s’agit d’'un testdiffusion tablette a I'aide du milieu
Mueller-Hinton complétée avec 2% de glucose (fauanie bonne croissance des levures) et
0,5 mg de bleu de méthylene / ml (fournir une haaile définition des diamétres de la zone
d'inhibition), avec 9 mm comprimés antifongiquesnphotéricine B 10 pg, 25 pg
fluconazole, itraconazole 8 pg, voriconazole 1 efgla caspofungine 5 ug. Neo-Sensitabs
test® a été effectué selon les instructions du fabrig@sttuctions et directives M44-&!

Cette méthode offre des avantages a savoir l'atibs d’'un grand nombre d'antifongiques
est et leurs conservations a température ambiante

Le choix du milieu a utiliser et l'interprétationesl points finaux sont les difficultés
rencontrées pour cette technique. La plupart diéisateurs ont amélioré les performances
de cette technique par modification de I'agar RRMil est complété avec 0,2% de glucose
et I'adoption des directives de base du CLSI peuadre ce test plus standardisé.

Des études récentes ont utilisé 'agar Mueller éfinadditionné de 2% de glucose et de
0,5ug/mL de bleu de méthylene comme milieu et gtele de plagues Biomic qui permet

une lecture électronique et une interprétationldegones d’inhibitior*®’.

Antifongiques: La liste des agents antifongiques disponibles depriiler janvier 2009
pour la technique de Néo-Sensitabs est représedédrs le tableau ci-dessof¥:
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Tableau 18 Antifongiques a tester par le Néo-Sensitabs

Réf N° Produit Code Puissance (ug)
81012N Amphotéricine 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 ug FLU.1 1

81612N Fluorocytosine 10 pg FLU10 10
81812N Itraconazole ITRAC 8

81912N Ketoconazole KETOC 15
82012N Miconazole MICOZ 10
82212N Nystatine 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, quelquesooi#s sont

prélevées pour préparer une suspension de leviuaedensité de I'inoculum préparé doit
étre de 0,5 McFarland. Avec un écouvillon stérike,boite contenant le milieu agar de
Mueller-Hinton complété par du glucose a 2% et §/B)l de bleu de méthyléne doit étre
ensemencée sur toute la surface. Les boites sewmitenincubées a 37°C pendant 24-48
heures pouCandida PourCryptococcud’incubation se fait a 30°C pendant 42-48 heures.
Une durée d’incubation plus longue peut entrainee dausse résistance contre les
imidazolés. Les boites doivent toujours étre ex@msnapres une incubation d'une nuit et si
les zones d'inhibition sont visibles, elles doivéie mesurées. Si la croissance n'est pas

encore visible, les plaques peuvent étre remisésceation pendant 24 heures de plus.
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Lecture des résultat$*®!: Pour les polyénes (amphotéricine B, nystatine)olaezclaire

sans croissance visible est mesurée. Les coloriegékieur de la zone d'inhibition doivent
étre considérées comme des mutants résistants.

Pour les azolés, caspofungine et terbinaffdandidg, les zones doivent étre mesurées a la
hauteur de colonies de taille normale. Il y a sotiwene zone de croissance des colonies
partiellement inhibées (plus petites) a la limite & zone réelle. lls ne doivent étre
considérés comme des mutants résistants.

Pour la fluorocytosine, elle ne peut pas étre eeatéec le milieu Muller Hinton (glucose+
bleu de méthylene) en raison de la présence damt&tgs dans le milieu. Les milieux
utilisés doivent étre sans antagonistes tel qumileu gélosé Shadomy. Sur ce milieu,
généralement les grandes colonies individuelles darzone sont considérées comme des
mutants résistants.

Interprétation des résultats:

> Selon les valeurs seuils du CLSIseul le fluconazole et le voriconazole sont isclu

dans le M44-A du CLSI de la ligne directrice entBrpretation des zones ne sont
disponibles que pour le fluconazole a ce jour. @uéss CMI des points finaux sont

disponible dans le CLS$1 ils sont utilisés dans le tableau ci-dessous :

L’interprétation pour les levures :

Gélose de Mueller-Hinton ,glucose ,bleu de méthglemoculum McFarland 0,5 non dilué.

Incubation a 35-37 °C airs ambiants pendant 202#ds. CMI selon M27-S3 (2007)

Zone diameter Break-points
in mm MIC pg/ml
NEO-SENSITABS POTENCY CODE S I R S R
Amphotericin B 10 ug AMPHO z15 14-10 < 10 <1 =22
Fluconazole **) 25 1g FLUCZ >19 18-15 (DD) <14 <8 >64
Itraconazole (11) 10 yg ITRAC 223 22-14 (DD) <13 <0.12 21
Ketoconazole 15 ug KETOC =28 27-21 <20 <0.12 =0.5
Voriconazole 1pg VOR.1 =17 16-14 (DD) <13 <1 =4
Caspofungin *)(19) 5 ug CASPS 211 = <10 <2 =2
(NS)
Posaconazole *) (9,12) 5 ug POSAC 217 16-14 (DD) <13 <1 =4

*) Tentative. Il ya une résistance croisée erdredspofungine et les autres échinocandines:
anidafungin et micafunginé®.
**) C.krusei doit étre signalé comme résistant lagdnazole (peu importe la zone).
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L’interpretation pour les champignons filamenteux :

Muller-Hinton plaine. Incubation de 16-24 heureggomycétes4 heuresAspergillug,

48 heures (autrspp). Température: 35-37 °C.

Inoculum: préparer une suspension de colonies sporulantesudee solution saline 0,85%
ajouté 1 goutte de tween 20. Permettre aux paesclolurdes se déposer durant 3-5minutes
et la suspension supérieure est traités pendargeédbndes dans un mélangeur de type
vortex. la densité de la suspension est lue suspattrophotométre a 530 mm d'onde

longueur et la densité optique ajustée a 0,0022 @ourAspergillus.

Zone diameter Break-points
in mm MIC pg/ml
NEQ-SENSITABS POTENCY CODE ) I R S R
Amphotericin B 10pg  AMPHO > 15 8 g <1 .
(zygomycetes only)
Caspofungin 5 g CASPS 217 - - <1 -
Itraconazole 10pg  [TRAC 217 - - <1
Posaconazole 5 g POSAC z17 - - <1 -
Voriconazole 1 g VOR.1 >17 - - <1 -

Remarque le milieu de base ne doit pas étre complétéparile glucose a 2% ou 0,5% de
bleu de méthylen.

» Selon les valeurs seuils de 'EUCAST :

Pour les levures .(EUCAST travaille sur I'harmonisation des valeuesils, cependant, il
n'‘existe aucun accord avec les valeurs seuils d8l.CDans les études comparant les
méthodes, les erreurs d'interprétation des cagg@euvent étre dues aux différences dans
les valeurs seuils des CM?>.
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I'interprétation des valeurs seuils des CMI poursle levures selon 'EUCAST: MH

glucose, MB agar :

MH Glucose Methylene Blue Agar
Inoculum McFarland 0.5 undiluted
MIC breakpoints according to EUCAST (tentative)

Zone diameter Break-points
in mm MIC pg/ml
NEO-SENSITABS POTENCY CODE S I R S R
Amphotericin B 10ug AMPHO > 18 17-13 <12 <0.25 =1
Fluconazole * 25 g FLUCZ > 28 22-17 <16 <2 =4
Itraconazole (50) 10 ug ITRAC >23 22-14 <13 <0.12 =1
Ketoconazole 15 pg KETOC =30 29-23 <22 <012 =1
Posaconazole (52) 5 ug POSAC 2 22 21-16 <15 <0.25 =2
Voriconazole 1pg VOR.1 > 25 24-20 < 20 < 0,125 >0.125
Caspofungin 5 ug | =14 - <13 | <1 >1

MIC breakpeints from EUCAST are tentative (except Fluconazole and Amphotericin B).

* C. krusei should always be reported as resistant to Fluconazole.

Fluorocytosine cannot be tested on MH GMB agar, because of content of antagonists in the medium. Use Shadomy
modified agar.

L’interprétation des valeurs seuils des CMpour Aspergillus spp. selon EUCAST .Plaine
Muller Hinton. Inc. 24 heures a 35-37 °C :

[noculum:

Préparer une suspension de sporuler colonies atisokaline a 0,85%, ajouter 1 goutte de
tween 20. Permettre aux particules lourdes de s&den pendant 3-5 minutes et la
suspension supérieure est traité pendant 15 sesa@ies un mélangeur vortex. La densité
de la suspension est lue sur un spectrophotom®&@ &nm de longueur d'onde et la densité

optique est ajustée a 0,09 a 0,13 paspergillus.

Neo-Sensitabs Potency Code Zone diameter in mm | Breakpoints MIC pg/ml
S I R| S R

Itraconazole 10 pg ITRAC | =18 <1

Posaconazole 5 pug POSAC | z 24 <£0.25

Voriconazole 1ug VORL | 518 <1

Tentative zone breakpoints (20)
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Avantages Le Néo-Sensitabs est une méthode facile a mettnelae et a un potentiel

pour le dépistage d’'un grand nombre de souchesta@ses*®,

Inconvénients: Il existe une mauvaise corrélation entre les diaesetde la zone

d’inhibition et la CMI, aussi ces diamétres ne pettent pas de différencier entre souche
sensible et souche sensible dose dépendante. @'esison pour laquelle les souches
résistantes doivent étre confirmées en utilisané uméthodologie appropriée de la
cLSI Ml

3) Méthode par dilution-affusion :
Les techniques de références sont relativemenidiasses, donc peu applicables a une
activité de routine. Les laboratoires utilisent dates tests commerciaux de réalisation
beaucoup plus simple. Les bandelettes E-Test (hi@é Marcy I'Etoile, France) sont
largement utilisées dans les laboratoires de mgieloCe sont de fines bandelettes
présentant un gradient croissant d’antifongiqugeemettant une lecture rapide de la CMI.
Elles ont d’ailleurs montré une meilleure sensiéilbour détecter les espéces résistantes a
I'amphotéricine B, en comparaison avec la techniggieéférence M274%%

Principe: E-test est une technique quantitative de détettimimade la sensibilité aux
antifongiques .ce system comporte un gradient dadique prédéfini, utilisé pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice MIJ en pg/ml des différents

antifongiques pour les champignons testés sur lisungélose.

Une valeur de CMI représente la concentration mahémnhibitrice d’un antifongique qui
dans des conditions expérimentales bien définidgbe la croissance d’'un germe. La CMI
est considérée comme le critere de référence pétinid la sensibilité d’'un micro-
organisme a un antifongique E-TEST se compose dhimee bandelette de plastique
inerte et non poreuse de 5 mm de large et 60 miorde un coté de ce support présente
une échelle de lecture de CMI en pg/ml avec un caddeux lettres identifiant
'antifongique. Un gradient exponentiel prédéfiniamtifongique séché et stabilisé est
immobilisé sur 'autre face du support, la concatibm maximale se trouvant en « a » et le

minimum en « b ». le gradient couvre une plage aecentrations continue de 0,002 a
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32pg/ml ou 0,016a 256ug/ml ou 0,064 a 1024ug/ndreéks antifongiques .cette plage
correspond a 15 dilutions doubles dans une détatinoimde CMI traditionnelle.

Lorsqu'une bandelette Etest est appliquée sur upée bde gélose ensemenceée,
I'antifongique est immédiatement libéré de la scefdu support et se dépose sur la surface
de la gélose. un gradient continu et exponentietateentrations en antibiotique se créée
juste en dessous du support .aprés l'incubationrenqa la croissance fongique visible, une
ellipse d’inhibition symétrique, axée sur le supgpae forme. Les bords de l'ellipse

d’inhibition indique la valeur de CMI, exprimée pg/ml ;

€test Reading Guide
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Lecture des CMI et interprétation des résultattes CMI sont déterminée par l'intersection

des 2 ellipses d’'inhibitions de la pousse fongiduee.lecture est faite a 100% d’inhibition
pour 'amphotéricine B, et a 80% pour les triaza@ékes échinocandineSelon les valeurs de
CMI obtenues pour chaque agent antifongique, lastss de Candida ont été classés comme
S, SDD /I ou R (Tableau 17
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Tableau 17: E-test® critéres d'interprétation&”

Agents antifongiques S (sensibles) SDD (sensible dose- R (résistants)
pg/mi dépendante) | pg/mi
(intermédiaire) pg/mi
voriconazole <1 2 >4
fluconazole <8 16-32 > 64
itraconazole <0,125 > 0,125 and < 0,5 21
<1 22

Amphotericine B

caspofungine

Figure 14: Etest CMI de 0,002 Ig mlet 0,047 Ig mt pour la caspofungine et I'anidulafungine pour
Aspergillus fumigatuis & 24 h (a). Microcolonies et macrocoloniessdatlipse, CMIs> 8 Ig/ m

pour les deux candins (!
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Avantages La méthode est standardisée et des souches déleanialité sont définies.

Des études récentes montrent une bonne corrélatien la microméthode du NCCLS. Une
tres bonne concordance96%) avec la méthode de référence (NCCLS) a é&nabtpour
Candida sp® et pour les filamenteux. L’avantage particulies BE-test est celui de
permettre la détection d’isolats résistants a I'mat@ricine B rencontrés notamment chez
C.lusitaniad® et chez des espéad#spergillus non fumigatus®.

Inconvénients: La principale difficulté repose sur certaines idifftés de lecture, surtout

pour les azolés, en raison de la présence posigblaicro ou macrocolonies dans I'ellipse
d'inhibition. Il s’agit d’'un phénoméne de traind gst observé chez 30 a 40% des souches de
levures™.

Application: étude rétrospective de cinqg ans (2004-2009) : @budier la prévalence de
candida parapsilosis, C. orthopsilosis et de C.apsilosisau sein des candidémies au CHU
de Nantes ainsi que la détermination de leur pd#ilsensibilité aux échinocandines par la
méthode E-test :

Comme pour la caspofungine, la détermination desl GMur la micafungine et
I'anidulafungine a été réalisée sur milieu RPMIgiBa, Saint-Quentin-Fallavier, France) a
partir de cultures de 24 heures sur milieu de Sawou (bioMérieux) selon les
recommandations du fabricant. La lecture des CMIté effectuée a 24 heures et 48 heures
par deux lecteurs indépendants en retenant comme W@k inhibition de 80 % de la
croissance fongique sans tenir compte des micromdopouvant survenir dans la zone
d'inhibition ®®. Pour l'interprétation des CMI, la concentratiaitique de 2 pg/ml établie
par le Clinical and Laboratory Standards Instity@LSl) a été utilisée : sensible
(CMI < 2 pg/ml) ou non-sensible (CMI > 2 ug/mf’. Les souches ATCC 22019
(C. parapsilosiset ATCC 90028C. albican3 ont été inclues comme contréles de qualités.
Résultats Les CMI des 27 isolats déterminés par E-testdawiss des trois échinocandines
sont présentées dans le Tableau 18. D’'un pointugepvatique, avec I'anidulafungine, de
nombreuses microcolonies au sein de la zone diiidrbainsi que la présence d’une ellipse
d’inhibition particuliérement étroite ont rendu dgtermination des CMI tres délicate. Ce

profil n’était pas retrouvé avec la micafungine dans une moindre mesure avec la
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caspofungine (Figure 15). L'ensemble des souché&septaient des CMI relativement élevées

vis-a-vis des échinocandines. Cependant, a 24 $ietags les isolats restaient sensibles a la
caspofungine et a la micafungine (CMR pg/ml). Une bonne concordance était notée avec
les résultats des CMI obtenus a 48 heures poulaes antifongiques (CM§ = 0,75 pg/mL,
CMlgo= 1,5 pg/ml). Concernant I'anidulafungine, a 24desua I'exception de deux isolats,
la majorité des souches apparaissait sensible {&M|5 pg/ml). En revanche, une élévation
significative des CMI était observée a 48 heurdsisblats (52 %) présentant une CMI au-
dessus de 2 pg/ml en faveur dune non-sensibilité lanidulafungine
(CMlsp = 3 pg/ml, CM§o = 12 pg/ml). Le séquencage du géne FKS1 révéairésence
constante de la mutation P660A, mais aucune auitatimn connue pour étre associée a la
résistance, ne permettant pas d’expliquer ce pipaot

Tableau 18 :Nombre d'isolats inhibées pour chacune des coratins d’antifongiques a 24 et 48
heures (n=27)

Nombre d'solats inhibés pour chacune des concentrations d'antifongiques 24 heures et 48 heures (n=27),

Concentrations dantifongiques (pg/mL)

Hears 0125 019 025 0% 05 0% 1 15 2 3 4 6 8 12 16 MU 3
Caspofungine 48 2 6 4 4 5 4 1
Micalungine A 1 6 5 12 2

4 010 1
Anidulafungine 24 1 2 4 5 5 7 1 1

4 [ I 4§ 1 3 2 2 5 1

antifongiques pour une méme souche. A. CaspofunBinglicafungine. C. Anidulafungine
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Depuis leur apparition dans I'arsenal thérapeutidge® échinocandines constituent la classe

d’antifongiques de choix pour le traitement des didémies (caspofungine, Cancidasl,
micafungine, Mycaminel et anidulafungine, Ecaltaf)particulier celles dues aux especes
non albicans®®. Si Impact clinique de la moindre sensibilité uitro des espéces du
complexeC. parapsilosisvis-a-vis des échinocandines reste incertain leattié, les derniéres
recommandations de 2009 de la Société américaiméectiologie (IDSA) proposent le
fluconazole en alternative aux échinocandines, paysrise en charge des candidénaes
C.parapsilosis 'immense majorité des isolats étant sensibletaaatifongique®°®. Dans
notre étude, et en accord avec la littératurdétarmination des CMI des 27 isolats vis-a —vis
des trois échinocandines (caspofungine, micafungiremidulafungine), réalisée par E-test, a
révélé une CMI relativement élevée pour I'ensembks souches. A I'exception de
I'anidulafungine, nous avons noté une relative l@ooconcordance entre les résultats obtenus a
24 heures et 48 heures. Toutefois, le phénotypeédistance isolée a I'anidulafungine,
évoque devant l'augmentation des CMI a 48 heurées, pas été confirmé au niveau
moléculaire, aucune mutation associée a la résistaimyant été mise en évidence. Depuis,
que la technique E-test n’était pas adaptée podétermination de la sensibilité des souches
de C. parapsilosia. I'anidulafungine du fait d’'une mauvaise coneorce avec la méthode de
référence en milieu liquide du CLSI (document M23}Aqui peut conduire a une
surestimation de la résistan¢®. Ainsi, et en dépit des difficultés rencontréesav
I'anidulafungine, en considérant la valeur critiglee2 pg/mL telle qu’établie par le CLSI, les
échinocandines conservent une bonne activité vis-ales isolats de€. parapsilosis®’.
Néanmoins, ce seuil critique, unigue et communteaig échinocandines reste controverseé. I
a ainsi été montré que certaines souches portarmndgations sur le géne FKS1 n’étaient pas
détectées en retenant le seuil critique établie&LSI"®". D’autres auteurs suggérent qu'un
seuil plus bas, & 0,5 pg/ml, serait plus appropoiér la micafungine et I'anidulafungiffé’.

Il n’existe donc a ce jour aucune méthode parfagt@nfiable pour déterminer la sensibilité in

vitro des isolats cliniques vis-a-vis de cette féad’antifongiques®.
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4) La technologie Vitek®:
Les méthodes traditionnelles de test de sensibdiié antifongiques sont lentes et

requiérent beaucoup de travail. De nouvelles mékbod I'intention des laboratoires
cliniques sont maintenant disponible®®. Grace a la technologie Vitek2,

I'antifongigramme est automatisé, standardisépstiea [°°.

Figure 16 : Systéme automatisé Vitek2, bioMérieux

Principe : [®

Cette technique permet également de détermineretsilsilité desCandida et des
Cryptococcus neoformaraux antifongiques en milieu semi-liquide. Cettet€aomprend
64 cupules réactionnelles comprenant quatre amfifpes dont le fluconazole, le
voriconazole, la flucytosine et 'amphotéricine Bgaatre concentrations différentes. La
lecture s’effectue a 660 nm. L’analyse du taux dEssance est effectuée toutes les 15
minutes en cinétique. Puis, pour chaque antibietigun algorithme spécifique convertit
les valeurs brutes (RTU) en CMI calculée. Pour wlaicles CMI, I'automate contréle le
remplissage des cupules, puis vérifie les valeurgeb. Il élimine les valeurs brutes
aberrantes liées au bruit de fond et aux soucHésildis a mettre en suspension. Ensuite,
il détermine la durée d’incubation de la carte. ®&ncupule contréle, il évalue la vitesse
de croissance du germe. La lecture s’arrétera sirtéssance dans tous les puits est
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suffisante. Celle-ci sera considérée comme la pluste pouvant étre mesurée pour cet

antibiotique. Pour finir les résultats de CMI sonterprétés en S-1-R en fonction des
concentrations critiques spécifiques des différeontnités.
Matériel : Le VitekZ® dispose d’'un systéme automatisé capable de tlait@mjorité des
tests de routine avec un rendu des résultats fiablepide. Il détecte des résistances
méme faiblement exprimées. Plus de 330 espéceolndemes peuvent étre identifiées
grace a une base de données optimisée. Cet appataibmposé de différents éléments
essentiels :

» La Station Compacte Satellite (SCS
Il s’agit d’'un petit ordinateur destiné a récupéiess données suivantes : code a barre des
différentes cartes, nom du germe, code a barreéléy®ement ou numéro du prélevement,
identité du technicien ayant effectué I'analysenpettant d’assurer une bonne tracabilité.

» La cassette :
La cassette comporte une puce mémoire utilisée pouomaitre le contenu de la cassette.
Cette cassette sert également au support des .cates Vitek?® se charge
automatiquement de la dilution a effectuer.

> La carte Vitek AST-YSB1
La carte Vitek AST-YS0% comportant 64 cupules réactionnelles.
Les cartes sont inoculées avec les diverses suspense module de remplissage utilise
une chambre a vide et une pompe. Lorsqu’'une casa#tint ce stade la pompe évacue
I'air de la chambre. Puis, le vide est lentemempa. L’augmentation de la pression d’air
dans la chambre pousse la suspension par le tutrarddert dans les canaux et les micro-
cuves de la carte. Ensuite, les tubes de transtert scellés. La carte et son contenu sont
ainsi hermétiguement fermeés.

» Incubation et lecture :
Le systeme de transport place le porte-cassettelldesorte qu’'un mécanisme met chaque
carte dans I'emplacement du carrousel, ou elleseméspendant toute la durée de

I'analyse.
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Le carrousel, qui a une capacité de 60 cartesnéotoutes les 15 minutes de facon a

placer chaque carte en position de lecture. Ladétkecture déplace la carte a travers les
blocs optiques. Aprés la lecture, la carte repranda place dans le carrousel ou

I'incubation a 35,5°C se poursuit jusqu’a la leetsuivante.

Figure 17: La carte Vitek AST-YS0(®!

Antifongigues: Les antifongiques disponibles pour ce test som fliconazole, le

voriconazole, la 5 flucytosine et I'amphotéricind®B

Mode opératoire:

A partir d’'une culture fraiche sur COS, prélevarelgues colonies a I'aide d’'un
écouvillon stérile et les dissoudre dans enviranl3le Na Cl 0.45%, afin de réaliser une
suspension d’opacité équivalente a I'étalon 2 Maddnd.

- Controler la pureté de I'inoculum en l'isolant sure gélose non sélective.

- Tout d’abord, il faut placer le portoir sur la @ satellite qui est un poste de travail
nous permettant de programmer les analyses a e#fiede nom du germe etc. Le tube
contenant la suspension est alors placé sur leipoite code barre de la carte AST-
YS01® est scanné, puis la carte est introduite danshle.t

- Un tube vide est ajouté & coté du tube contermmsubpension. Le ViteR2se charge
automatiquement de la dilution a effectuer avecNiu Cl 0.45%. Il homogénéise la

suspension par aspiration et refoulement, puiadktule les cartes. Pour finir, les cartes
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sont isolées de l'extérieur et I'analyse commeniten’y a ainsi pas de risque de

contamination pour le personnel.
- Bio MérieuxX’ assure des résultats dans les 13 heures pouatedida et 20 heures pour

les Cryptococcus neoformans

Lecture des résultats et interprétationDans la cupule contréle, 'automate évalue la

vitesse de croissance du germe. L'analyse du tauxraissance est effectuée toutes les 15
minutes en cinétique. La lecture s’effectue & 660 et s’arrétera si la croissance dans
tous les puits est suffisante. Pour calculer led,@llutomate contréle le remplissage des
cupules, puis verifie les valeurs brutes. Ensuitdgtermine la durée d’incubation de la
carte. Pour chaque antifongique, un algorithme i§ijgée convertit les valeurs brutes
(RTU) en CMI calculée. Pour finir, les résultats @&l sont interprétés en S-I-R en
fonction des concentrations critiques spécifiques différents comitéd’.

Ci-dessous, voici un rapport de laboratoire. Nowyons qu’il s’agit d’'unCandida
albicans et qu’il est sensible aux quatre antifongiquesu®Noemarquons également les
différentes CMI. Pour finir, 'automate interprdes résultats. Nous constatons également

que l'analyse a duré environ 13 heures.
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N° Client bioMérieux : Rapport du laboratoire Imprimé 6 aoit 2008 03:12 CEST
Reference du systéme Impression automatique
Norn du patient : 1D du patient :

Groupe d'isolats : 40614915-1

Germe selectionné : Candida albicans

Commentaires ;

Informations sur l'idantification

Gandida albicans
Entré le ; 5 aolt 2008 14:23 CEST Par; Sys{enw

Germe sélectionné

Commentaire sur l'ident. :

Carte:  AST-YSO1 N° de lot: 281103230 |Péremption : é}zg? Ll
Resultats Antibiogramme |——————— T PR Th e

le: CEST oL na I'analyse : i

Antibiotique CMI Interprétation Antibiotique CMI Interprétation
Fluconazole <=1 S Amphoténcine B 05 8
Voriconazole <=(12 S Flueylosing <=1 S
+= Anfibiotique deduit *= Modification AES **= Modification Ulilisateur
i i 08 17:

Résultats AES ¢ Derniére modification ; g::;]:fr" it Normes/Phénotype ; ICHYV
Niveau de fiabilite : |Expertise non exécutee

Figure 18: Rapport de laboratoire et résultats de I'automdtek2. [ICHV, laboratoire de
bactériologie, Sion]

Avantages:
» La préparation est simple et rapide.

= Facilité de stockage et pour I'élimination des daish
= Code barre individuel (reconnaissance du type dee cracabilité, carte périmée

rejetée par le systeme).
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= Tout le matériel est fourni, soit la carte. Il maegjuste le NaCl pour faire la

suspension.

= Les temps d’incubation prescrits sont plus ou mansrects pour toutes les
especes de Candida ainsi que pouthgptococcus neoformans.

= Résultats rapidement disponibles.

» Meéthode standardisée et automatisée.

= Reproductibilité excellente.

= Le contenu du kit est de 20 cartes et la date denpgtion est de 14 mois, donc
adapté a la consommation en routine.

Inconvénients:

* Le prix est plus élevé environ Fr. 173.40.- pourca@es soit Fr. 8.65.- par carte.
* |l manque l'itraconazole par rapport aux galeriesspdnibles.

IV.1.3 Interprétation des résultats de I'antifongigamme :
Microbiologistes et cliniciens sont toujours comités au défi de l'interprétation des résultats
des tests de sensibilité in vitro aux antifongigues Valeurs de la CMI ne sont pas toujours
directement associer a la réponse aux traitemeiferagiques ,la CMI dépend de nombreux
facteurs : I'inoculum (taille, cellules en phasatistinnaire ou exponentielle de croissance,...),
le milieu de culture, la température et la duréeatibation... .La discordance entre in vivo et
in vitro des données est illustrée par la réglecd@d-60 » qui soutient qu'une infections
causées par des souches sensibles répondre awxitamént approprié dans 90% des cas,
tandis que les infections causées par des soudsestantes a répondre dans 60% des
cased!’]

Facteurs influencant l'interprétation de la CMI :

0 Le milieu : Le milieu utilisé dans les tests de déterminatienGMI ne doit pas
contenir de substances qui interferent avec legoagiques. La composition de I'agar
varie en fonction des difféerents fabricants. Le RPMI 1@dthponné pH 7,0 est le milieu
de référence utilisé par le NCCLS qui permets ddabt dans le cas de la caspofungine
une inhibition totale par rapport a 80% d'inhibitipour le fluconazol€”
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o Le pH: Le pH du milieu peut influencer la croissance desutes ou modifier

I'activité de I'antifongique. A pH acide, les valsude CMI sont augmentées pour
'amphotéricine B, la caspofungine et les azolésismdiminuées pour la 5-FC. Les
variations de pH sont neutralisées par I'adjonctertampon
o L’inoculum: Linoculum peut également influencer les résultdta. technique
utilisée pour la préparation de I'inoculum ainsiegsa taille influencent la valeur de la
CMI. La méthode spectrophotométrique est la plandarisable. Il semble que la taille
idéale soit d’environ 0,5 McFarland & 530 K
o L’incubation : (durée et température) La durée d’incubation est fonction de la
vitesse de croissance de la souche. L'allongementlad durée d’incubation tend a
augmenter la valeur des CMI. Si les CMI de 'amghiaine B sont peu modifiées entre
24 et 48 heures, les CMI des azolés le sont. Le DNEC@commande une incubation de 48
heures pour le€andida.AB Biodisk recommande la détermination des CMI ah24ires
par la méthode E-test. La température d’incubaitiéale est de 35°€
o L’antifongique : Les antifongiques sont difficiles a évaluarvitro, en raison de
leurs caractéres physicochimiques. Certains ne past solubles dans I'eau d'ou la
nécessité d’employer des solvants. En conséquenest important que les différentes
dilutions soient effectuées dans des solutions @atég évitant la précipitation du principe
actif. !
En conclusion, il faut dire que I'interprétationsdeésultats des tests de sensibilité répond
a trois principes clés :
= Une CMI n’est pas une mesure chimique ou physique ;
= Les facteurs inhérents a I'h6te supplantent lesltéts des tests de sensibilité
pour juger de I'évolution clinique ;
» La sensibilité ou la résistance vitro ne sont pas predictives, respectivement,

d’'un succes ou d’'un échec thérapeutique.
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IV.1.4 Correlation in vitro/in vivo:

1. Particularité de la bonne corrélationin vitro/in vivo:

Dans le passé, les tests in vitro des antifongigmesété considérer comme problématique,
mais des méthodes normalisées ont maintenant é&ogeé pourCandida spp et C.
neoformansPour que ses méthodes soit utiles, les résudtsaient fournir un systeme
fiable de prédiction de la réponse au traitementr p@s personnes ayant des infections. En
particulier, une CMI élevée doit souvent corréléesc un échec thérapeutique. De nombreux
rapports ont démontré que la capacité de prédiresultats cliniques differe d’un agent a un
autre et dépend de la population étudiée. Par pieerdes CMI élevées de fluconazole sont
souvent prédictive d'échec thérapeutique chez &mmis immunodéprimés atteints de
candidose orale, mais ne sont pas en corrélatiea k&g résultats cliniques chez les patients
atteints de candidémié¥’. La situation avec d'autres agents antifongiqsé®ecore moins
claire, mais un certain nombre d'enquétes ont ra@goe pour les CMI pour I'amphotéricine
B des isolats d€andida sppétabli au cours du traitement prolongé avec gehtaqu’elle
soit élevé ou en hausse, les CMI semblaient étrelation avec un échec thérapeutique.
Il est évident que des tests in vitro est utilesdeartaines cliniques situations mais pas dans
d'autres.

2. Probleme de mauvaise corrélationn vitro/in vivo :
La corrélation entre les CMi vitro et I'efficacitéin vivo est difficile & établir en mycologie.
Afin de tenter de corréler des deux, le concepsealéls (« breakpoints ») a été introduit en
1997. 9 Ces breakpoints sont différents en fonction dentifangique en question
(Tableaul9). La regle des « 90-60 » est souvelgaipour comparer le degré de corrélation
des valeurs de CMI & I'évolution cliniqu&” Pour les souches avec des CMI basses (S),
environ 90% des infections devraient répondre thésapeutique contre 60% des souches
avec des CMI élevées (R). Par exemple, la réppasiive au traitement par fluconazole a
été vu chez 92% des 403 patients avec des isoknsibles », 82 % des 55 patients avec des

isolats « sensibilité dose dépendant »» et 56%6 tigmtients avec des isolats « résistalits
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Les corrélations entre la sensibilité détermingevitro et la réponse clinique ne sont pas

claires, les facteurs d’hotes (statut immunitaieerain du patient) jouent donc un role crucial
dans I'évolution clinique.
Tableau 19 :Concentrations critiques (“breakpoints”) du fluceolke, de I'amphotéricine B, du
voriconazole, de la caspofungine et de l'itracot@gen mg/l) et interprétation des CMI pour les

levures.(Source : Rex. Clin Infect Dis. 1997).

Interpretation des CMI (mg/1)
Sensible Sensible dose-dépendant Résistant
Fluconazole =8 16-32 =64
Amphoteéricine B <1 >4
Voriconazole =1 2 =4
Caspofungine <1 >2
Itraconazole < 0.125 0.25-0.5 =1

3. Facteurs compliquant la corrélationin vitro/in vivo :

Il est clair que le probléme de corrélationvitro/in vivo est éminemment complexe. Cette
difficulté est liée principalement a la méthodolgi’antifongigramme i vitro), aux
facteurs de I'hote, aux modéles animaux et a lfangique, qui constituent un ensemble
de particularités compliquant trés sérieusementélaisation des études cliniques et
I'interprétation des résultats de I'antifongigramm€e qui accentue la complexité
d’extrapolation des résultats obtennwitro a une situation clinique bien définie.

- La méthodologie :
Opérer enin vitro n'est certainement pas opérer ienvivo et une CMI n’est pas une
valeur absolue comme I'est une mesure physiquehimique. Quelque soit la méthode
utilisée, elle mesure «une» CMI et non «la» CMin effet, les conditions
expérimentales ont une influence considérable surrdsultat. En témoignent les
observations faites au cours du développement ded&éhode du NCCLS, pour les
souches données connues comme sensibles (S) atandes (R) d’apres des modéles
animaux, les valeurs de CMI obtenues peuvent étrkiptiées par un facteur de 2 a 16

selon le milieu et les conditions expérimentaletedgéinées®. L'objectif serait donc de
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corriger les défauts observés pour aboutir a unthoale fiable qu’on pourra considérer

comme une méthode de CMI capable de donner unabildb d’échec thérapeutique.

- Les essais cliniques :
Outre les parametres strictement liés a la soucfextante, de nombreux facteurs liés a
I’'h6te, ont un retentissement majeur en termes weés ou d’échecs thérapeutique.
Malheureusement, ils sont insuffisamment pris emme dans les études cliniques. Ces
facteurs sont liés :

» A I'hote : maladie sous-jacente, immunodépression...

» Au site de l'infection : corps étranger, abces...

» A la pharmacocinétique de [l'antifongique employ@osologie inadaptée,
pénétration insuffisante au site d'infection, imetion médicamenteuse,
mauvaise observance...

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

- Les modeles animaux :
Pour palier au probleme des interférences liéepatient et lorsqu’on veut corréler des
résultatsin vitro a I’'évolutionin vivo, la réalisation de modeles expérimentaux animaux
constitue la solution. Néanmoins, méme dans lesetesdanimaux des résultats sont
parfois contradictoires, et ceci pourrait évidemmétre un argument pour nier toute
corrélation entre CMI et issue thérapeutique. Etalmnné la complexité de la
physiopathologie de l'invasion fongique, force ed# reconnaitre que les modéles
animaux ne reproduisent que trés imparfaitememntfdidtion humaine. Par ailleurs, ces
modéles peuvent étre éminemment complexes pariffésethces de pharmacodynamie et
de pharmacocinétique des antifongiques chez [I'animpauvent rendre difficile
I'adaptation des doses. Malgré cela, cette apprpehue donner des données initiales tres
utiles®. D’aprés une revue portant sur 17 études implitjd@s modéles expérimentaux
animaux, 12 montraient une relation cohérente elgsedonnées obtenués vitro et
I'efficacité thérapeutique, pour 'amphotéricine 1B, flucytosine et divers dérivés azolés.

Les progrés sont encourageafits
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- L’antifongique :

Pour les antibiotiques, les relations entre donm#emacocinétiques et effets obtenus
ont été largement étudiées. Cette approche poudrdvenir fortement influencer les
stratégies thérapeutiques antifongiques. L’objestfait pour chaque antifongique de
définir parmi ces trois parametres celui qui tengraduire la meilleure corrélation
clinique pour une souche donnée :
L Détermination du temps pendant lequel la conceptrate I'antifongique dépasse
la CMI ;

% Rapport entre la concentration sérique maximalkagifongique et la CMI ;

@

Rapport entre I'aire sous la courbe d’expositidiaatifongique (ASC) et la CMI.
(51
IV.1.5 Complexité de la standardisation des techniges d’évaluation de
sensibilité des antifongiquesn vitro :
Les tests de sensibilités des champignons auxoagiifues posent d’'une part le probleme
de leur standardisation, mais également et de mapi&s aigue pour les thérapeutes, le
probleme de la relevance clinique du résultat.
Pour I'étude de la sensibilité des levures auxfangiques, des efforts importants de
standardisation ont été réalisés au cours desatemannées, notamment par le National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCL®ctuellement, la technique
d’étude des CMI en microplaques est proposée. Glpencertaines étapes de la méthode
(notamment détermination de la taille de I'inocul@nlecture) peuvent rendre difficile
son interprétation. De nombreux tests in vitro s@atuellement commercialisées ;
permettant, d’étudier la CMI elle-méme pour cersaamtifongiques (E-test, ATB fungus)
ou de définir des zones de sensibilité, bassertiméeiaire’ ou haute (Fungitest, ATB
fungus). Le milieu de culture optimal pour I'utéison du E-test reste a déterminer. Quant
aux antifongigrammes, ils permettent de mesurerdi@setres d’inhibition
.La relevance clinique est bonne pour les cand&l@sepharyngées des patients infectés
par le VIH chez lesquels une CMI élevée du flucat@azsurC.albicansest associée a un

échec clinique. Il importe de noter que I'évaluatide I'échec thérapeutique dans ce
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contexte ne bénéficie pas d’un consensus, notamarendison des difféerences d’AMM.

Notamment pour le fluconazole. Dans les candidegsgmiques, aucune corrélation n'a
été montrée entre la CMI et le résultat thérapewtigqque ce soit avec le fluconazole ou
'amphotericine B. il en est de méme dans la prse charge de laryptococcose
neuroméningée, en dehors d’'une étude américainenguire une corrélation entre les
résultats de CMI obtenus avec une technique etoltgwn clinique. Ces données
contrastent avec d’autres obtenues dans des modalemis decryptococcoseou de
candidose Si quelques observations rapportent un échecqcleniavec la présence d’une
souche de champignons ayant une CMI élevée, notamawecours de la cryptococcose,
justifiant de ne pas modifier le traitement apredtention du résultat des tests in vitro,
comme la présence d’'un matériel étranger, le tersaus-jacent, dans I'évaluation de
I'efficacité d’un antifongique systémique.

L’étude de la sensibilité in vitro des champigndifementeux reste purement du domaine
de la recherche microbiologique. Des perspectivesvsent dans le futur grace a des
résultats récemment obtenus dans un modeéle exp@&amd’aspergillose invasive et
permettant d’apprécier in vivo la relevance d'undi@levée de l'itraconazole. L'étude
des tests de sensibilité in vitro rest donc du domale la recherche clinique et de la
surveillance épidémiologique.

Les Tests de sensibilité aux antifongiques (ASAt) &é un outil de diagnostic pour plus
de 20 ans. En dépit de cette interprétation, Iesltéts et la détermination de la facon dont
utiliser au mieux ces résultats continue d’étredarce d’'une confusion considérable. Au
cours des deux dernieres décennies, la sensikalibé antifongiques a connu des
changements considérables. AST ont évolué a pHuime procédure non standardisés qui
générés des résultats cliniques manquante d’otutbté de développer une procédure
normalisée qui est bien contrélée et qui donne réssltats fiables que les médecins
peuvent utiliser pour aider a prendre des décisidmsques difficiles. La clinique et
Laboratory Standards Institute (CLSI), anciennementNCCLS (Comité national le
Clinical Laboratory Standards), a publié quatrehndes standard pour les antifongique y

compris les tests de sensibilité M27-K3 pour macrodilution et microdilution pour les
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levures , M38-A2"Y pour les essais de microdilution pour les chamgig filamenteux

M44-A " pour diffusion sur disque des levures tests etl4d83"%! pour les tests de
diffusion sur disque des champignons filamenteux .

IV.1.6 Moyen d’étude de la sensibilité des associahs d’antifongiques :
Les infections fongiques systémiques restent déisofagies graves qui s’accompagnent
d’'une mortalité élevée malgré le traitement. Pdaminouvelles stratégies thérapeutiques,
I'association de molécules antifongiques est paddetent intéressante dans la mesure
ou de nouvelles molécules qui possédent des méuasigi’action différents ont été
récemment mises sur le marché ou sont en courgweappement!*
Il n'existe pas actuellement de technique standéelipour I'étude des associations
d’antifongiques in vitro ou in vivo chez I'animatle nombreuses techniques ont été
utilisées telles que les méthodes de dilution elemiiquide (macro ou micro-méthode)
ou encore I'étude cinétique de la fongicide. Damé&ttérature récente la technique la plus
souvent utilisée in vitro est celle de I'échiquien milieu liquide réalisée en micro-
méthode. il s’agit d’'une adaptation de la technigstandardisée utilisée pour la
détermination des concentrations minimales inhid®s des antifongiques seuls. Le but de
ces études est de déterminer le type d’interactiotne les antifongiques qui peut étre
synergique, indifférent, ou antagoniste. L'intetpt@on des résultats rest difficiles en
effet, de nombreuses méthodes d’analyse, baséegdesmirthéories différentes, sont
utilisables pour définir le type d’interaction n&a jeu.
Le plus souvent, l'interaction entre antifongiquest évaluée par la méthode de l'isobole
dont la traduction mathématique est représentée lparcalcul des fractions des
concentrations inhibitrices. De nombreuses autmgsarhes sont possibles, et il est a
noter que des résultats parfois contradictoirest sdmtenus avec les mm données en
fonction de la méthode d’analyse utilisée.
De ce fait I'’étude des associations d’antifongiqué®z I'animal, dans des modeles
expérimentaux, est intéressante car ces modéleprarablement plus prédictifs pour les
situations cliniques que les tests in vitro. Entigatier chez I'animal, en plus de

I'interaction propre des molécules au niveau dedHule fongique, les caractéristiques
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pharmacocinétiques et toxiques des molécules soisegp en compte. Le principal

inconvénient des études chez I'animal est la longuwe le cout des expérimentations.
Différents modéles animaux ont été utilisés postdaeles associations ? le plus souvent,
les criteres d’évaluation de l'effet antifongiquens le taux de mortalité et la charge
fongique dans les organes cibles. La difficultét temalyse statistique et quoi qu’il en
soit des études cliniques bien conduites confirmeddntérét des associations chez
I'homme. !
Trois types d’effets peuvent étre obtenus lors dassbciation de molécules
antifongiques ¥
= une synergie : 'effet inhibiteur est plus grandeda somme de chacun des effets
obtenus individuellement (interaction positive)
* un antagonisme : I'effet inhibiteur est inférieuc@ui de chacune des molécules
utilisées séparément (interaction négative)
» Jorsqu’il N’y a pas d’interaction entre les deux lgmules, I'effet obtenu est égal a
la somme de chacun des effets obtenus individuelherteffet additif) ou est égal
a 'effet de 'une des deux molécules (indifférence
Deux buts sont recherchés lors de I'utilisationndwassociation d’antifongiques :
= minimiser le risque de développement de résistanicasfréquence des mutants
résistants a la flucytosine étant élevée, il fautjdurs utiliser cette molécule en
association.
= Rechercher une synergie avec une augmentationadgvité fongicide. Les deux
molécules pourraient alors, selon certains aute@in® utilisées chacune a des
posologies inférieures a celles des monothéragegiclimiterait le risque d’effets
secondaires et toxiques.
L'élargissement du spectre est aussi mentionné emndication ; I'emploi en
monothérapie d’antifongiques de spectre large —inéclandines, thiazoles récents
(voriconazole, posaconazole) et les formulationddiques d’amphotéricine B — est
préférable, au moins dans les infections bien daniées. En effet, une synergie des

effets toxiques est possible : I'atteinte rénaleoselaire a 'emploi de 'amphotéricine B
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augmente le risque de toxicité hématologique de L éliminée par voie rénale. Le colt

du traitement est fortement augmenté lors d’assiocis.

La démarche générale pour étudier une associatiantibngique est constituée de
plusieurs étapes qui peuvent étre résumées deda &uivante :

- choix d'une technique expérimentale qui peue é&ne méthode de dilution en milieu
liguide, une méthode de diffusion en gélose, undetes courbes de fongicide etc.

- obtention de donnée numériques brutes telles :geencentrations minimales
inhibitrices(CMI). Diamétre d’inhibition, nombre wihité formant colonie (UFC) au cours
du temps etc. Analyse des données grace a l'utdisad’une méthode soit graphique
(isobologramme), soit numérique qui proceéde le pdasivent du calcul d'un index
d’interaction.

- interprétation des valeurs numériques ou ded€md’interaction en fonction de seuils
ou de critéeres. Ces derniers sont le plus souvéfihid par la théorie mathématique qui
sous-tend la méthode utilisée mais ils peuventedgaht étre modifiés en fonction de
différents paramétres telle que la marge d’errentrinseque a chaque technique
experimentale.

- conclusion sur le mode d’interaction qui pernoet conclure a la présence d'une
synergie, d’'une additivité (ou d’une indifférenaa) d’'un antagonisme.

Il est a noter qu'aucune de ces étapes n’'est detneht standardisée ce qui a pour
conséguence directe qu’'un grand nombre de varig@esinfluencer les résultats final.
L'effet d’'une association de deux antifongiques tpéuwe étudié in vitro par les mémes
méthodes que celles employées pour les antibicdiqurgibactériens : la technique de

I’échiquier ou des cinétiques de fongicide (Fig#d.
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Figure 19. Evaluation de I'effet de I'association de deuxibiotiques par : (A) la technique de
I’échiquier ; les cupules en noir sont celles plesquelles une croissance est observée (B)
I'étalement des cinétiques de fongicidé

Ces techniques ne sont pas standardisées et pekateon in vivo des résultats est plus
gu’hasardeuse. De plus, la pharmacocinétique dédcales, en particulier la distribution,
n‘est pas prise en compte et il est fort possihiéay site de l'infection il n’y ait pas
d’association des deux effets antifongiques oulguapport des concentrations des deux
antibiotiques ne soit pas optimal.

Les modéles animaux d’infection expérimentale imovimontrent aussi de nombreuses
limites : les espéces animales utilisées, les nu&hod’inoculation, les doses
d’antifongiques employées et les définitions ddetefne sont la encore pas standardisés.
C’est finalement I'expérience clinique, au travdes cas rapportés, qui serait le meilleur
indicateur de I'intérét ou pas de I'associationaNoins, pour les mycoses systémiques,
plusieurs facteurs interviennent dans le succésape@tique : I'éventuel débridement

chirurgical associé, le statut immunitaire de Id6t utilisation d’immunomodulateurs.
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La correspondance entre les effets in vitro ediléaill en est de méme quand différents

articles de synthése sont compaf&s’.

Globalement, la plupart des associations d’antifpmgs sont indifférentes ou additives.
L’'association flucytosine et amphotéricine B eshexgique. Elle constitue le traitement
standard vis-a-vis des levures, notammemyptococcus neoformand?our les autres
myceétes, I'interaction n’est jamais négative maiplus souvent additive.

L’association flucytosine et azolés donne souvestmhémes résultats cliniques que lors
d’'une monothérapie avec des dérives azolés. C'esd alternative au traitement
conventionnel desryptococcosese répondant pas bien a I'amphotéricine B.
L’'association amphotéricine B et azolés devraitotigiement étre antagoniste puisque
les azolés inhibent la synthése d’ergostérol, bdecile I'amphotéricine B. Néanmoins, cet
antagonisme n’a que rarement été constate.

L’association terbinafine et amphotéricine B ne menen général pas d’interaction
positive et quelques cas d’antagonisme ont mémeagigortés. Elle ne semble pas étre
intéressante en clinique. A I'opposé, I'associatierbinafine et dérivés azolés est souvent
synergique.

L’association des échinocandines avec les dérizégs ou avec I'amphotéricine B peut
étre synergique dans le traitement de [Il'aspergllodUn antagonisme entre
I'anidulafungine et le voriconazole ou le posacaiaz été observé po@andida spp. in
vitro.

In vitro, la polymyxine B, un antibiotique antibé&cten a une activité fongicide sur
Cryptococcus neoformansi elle est associee au fluconazole, l'associatiéant
synergiqué’®.

Des recommandations concernant l'usage des aswoaat’antifongiques dans le
traitement des mycoses systémiques de I'lhommejgaspar la Société Américaine des
Maladies Infectieuses (American Infectious Dise&miety). || est recommandé de
réserver l'usage des associations d’antifongiquez malades atteints de mycoses
systémiques graves, en particulier lorsqu’ils sontmunodéprimés et/ou lorsque des

souches résistantes sont impliquées. L'emploi gsétiplede différentes molécules
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Amphotéricine B et flucytosine initialement puisudbnazole dans laryptococcose

neuromeéningée, une échinocandine puis du flucoeadahs les candidémies, semble étre
une stratégie d’avenit’ 8.

IV.1.7 Evaluation de la pratique de I'antifongigramme :
Le développement de nouveaux antifongiques a élasgpossibilités thérapeutiques et en
conséquence créé une demande de tests de seésidlita part des cliniciens. Cela a
remis a l'ordre du jour, tout particulierement pdes biologistes non spécialisés, les
questions de fiabilité, de pertinence et de moésalide réalisation de I'antifongigramme
(ATF). Face a cette demande croissante et aux shgetechniques d’ATF utilisables, les
biologistes du College de bactériologie virologiggigne des hépitaux (ColBVH) ont
souhaité engager une réflexion, avec comme préalabé évaluation de la pratique de
I’ATF au sein du groupe. Une enquéte, portant &mmiée 2002, a donc été proposée afin
d’évaluer la quantité d’identifications fongiques BATF réalisés, leurs indications, les
méthodes utilisées, les molécules testées, l'inédapion des résultats, ainsi que les
difficultés et les attentes des microbiologistesamnant cette partie de leur activité
Le ColBVH est un réseau de 209 microbiologisteqarés dans 193 hoépitaux non
universitaires, couvrant geographiqguement I'ensentu territoire francais et dont les
caractéristiques d’activité sont connues et repriddwes de I'ensemble des hdpitaux
généraux en France. La plupart des laboratoirexade h6pitaux sont polyvalents, et
traitent I'ensemble de I'activité de microbiologld
L’enquéte a éte réalisée a I'aide d’un questiormaomposé de 20 questions ouvertes ou
fermées, a choix unique ou multiple, visant a éealu sein des laboratoires du ColBVH
I'activité mycologique par rapport a I'ensemble dactivité microbiologique, les
indications de I'ATF, la méthodologie utilisée, simue les difficultés et attentes des
microbiologistes pour la pratique de ces testsnmPdes 193 hopitaux du ColBVH, 62
(32 %) ont participé a I'enquéte, ce qui représamie couverture d’environ 40 000 lits.
La taille moyenne des hopitaux participants es7@e lits, avec des extrémes allant de
145 a 1800 lits. L'activité mycologique est difféte d’un centre & un autre. Pour 6691

isolements microbiens en moyenne par centre etgmar5967 sont des isolements
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bactériens et 724 sont des isolements fongiquet, 16,8 % de I'ensemble des agents

infectieux isolés au laboratoire.
Parmi les 4164 études de sensibilité réalisées @yemme par centre et par an, les ATF
représentent 2 % de I'ensemble, soit en moyennga82entre et par an. Ainsi, I'ATF est
pratigué en moyenne sur 11,3 % des isolats fongigakrs que I'ATB est réalisé sur
68,4 % des souches bactériennes isolées au laberattoutes espéces microbiennes et
toutes situations cliniques confondues.
Parmi 'ensemble des centres participants, 23 (3&e&opratiquent pas d’ATF dans leur
laboratoire. Les principales raisons évoquées pela sont :

= un manque de recrutement de mycologie (56 %) ;

= |a notion d’absence de technique valide en routh2e%) ;

» |'absence — réelle ou ressentie — d’indicationsigiies (35 %) ;

» Je sentiment d’incompétence pour le choix de la honde a utiliser et des

antifongiques a tester ;

» |es indications et I'interprétation de I'ATF (respigement 17, 9, 13 et 4 %) ;

» le colt en matériel ou en personnel (9 %).
Parmi ces 23 laboratoires, 16 transmettent les ATréaliser a un laboratoire spécialisé
(de 8 a 62 ATF sous-traités par an).
Parmi les 55 laboratoires (88 % des participants)fgnt eux-mémes ou transmettent au
moins un ATF par an, 21 d’entre eux en réalisendes champignons autres qandida
sp. Mais le total de ces ATF est évalué a moins de d@@ I'ensemble des centres en
2002 (soit environ 2 % des ATF). Tous les centn@issggnalent avoir isolé une souche de
Cryptococcus spen 2002 I'ont adressée au Centre national deedté des mycoses et
des antifongiques. Les autres espéces pour lesguéATF a été réalisé, de facon
ponctuelle, appartiennent a des genres signalésneogtant rarement isolés dans la
plupart des laboratoires du réseau ColBVH.
Concernant les indications de I'antifongigramme i@ les sept laboratoires qui, quelle
gue soit I'indication potentielle, ne font ni neamsmettent aucun ATF au moment de

'enquéte, la décision de réaliser 'ATF est glabaknt fondée sur un ensemble de
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criteres intégrant a la fois I'espéce @andidaimpliquée, la nature du prélevement, des

criteres microbiologiques et le contexte cliniqié @0 des cas), mais aussi la demande du
clinicien (23 % des cas). Aucun laboratoire neisgasystématiquement I'ATF.

L'espéce deCandida n’est pas un critere décisionnel dans 27 % des;calde peut
constituer un critere décisionnel, en associationcantexte, dans 48 % des cas et
constitue le seul critére décisionnel dans 25 %cdas Dans ces deux dernieres situations,
C. glabrata (37 %), C. krusei (33 %), C. albicans (32 %), C. tropicalis (26 %),

C. dubliniensig7 %), C. lusitaniae { %) etC. parapsilosiq7 %) sont cités.

La nature du prélevement intervient dans le ch@xéhlisation de I'ATF. Il est toujours
réalisé sur 74 % des hémocultures, 48 % des diéeides autres que les hémocultures, 23
% des cathéters. Il n'est jamais réalisé sur 8 % adhéters, 19 % des urines, 20 % des
sites non stériles autres que cutanés et 50 %rédé&s/pments cutanés.

Lorsqu’il N’y a pas d’attitude systématique de realion de I'ATF (c’est-a-dire pour les
réponses de type « souvent », « quelquefois »exr@nt »), d’autres critéres, issus d’'une
analogie avec l'interprétation qui est habituellemnele régle pour caractériser une
infection bactérienne, interviennent : examen dineasitif (peau et sites non stériles
autres que cutanés), notion de culture pure (sitadles autres que les hémocultures, sites
non stériles autres que cutanés, urines) quartiditades cultures (cathéters, urines),
présence de leucocytes (urines). Hormis pour lesoleéltures, les critéres « sur demande
des cliniciens » et « en fonction des facteursisigues » sont cités dans 30 a 40 % des cas
selon le type de prélévement, alors que la priseoempte d’un traitement antifongique en
cours ou prévu n’intervient que dans 15 a 25 %odess

Les méthodes les plus utilisées sont I’ATB FurfgboMérieux (56 %) et le Etest® AB
Biodisk (41%). Le FungiteStBio Rad, les comprimés Néosensifaliirobio, la méthode
du National Committee for Clinical Laboratory Standls (NCCLS), les disques Bio Rad
sont utilisés respectivement par 28, 8, 5 et 2 % dentres qui font 'ATF. Une
combinaison de deux, voire trois méthodes (un lafoire) est utilisée par 38 % des
participants ; ces combinaisons incluent dans 78e%cas le Ete$tAB Biodisk et dans

60 % des cas I'’ATB FunglisbioMérieux. Le choix des molécules testées en finem
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intention étant dépendant des techniques utilideaaphotéricine B, présente dans toutes

les techniques, est testée dans 93% des cas alersegfluconazole ne I'est que dans
49% des cas. Les antifongiques azolés sont testégconde intention dans 16 a 20% des
cas. Les résultats sont interprétés en sensikdenm@diaire résistant par 98 % des centres.
Cette interprétation se fait dans 93% des cas denrecommandations du fournisseur, a
I'aide d’'un automate dans le cas de I'ATB FungusoMérieux ou selon des normes
personnelles imprécises, en particulier pour le¢émdes dont les valeurs seuils ne sont
pas définies. L'utilisation des normes du NCCLS sighalée par deux laboratoires. Un
laboratoire rend des valeurs de concentration mnateminhibitrice (CMI) sans les
interpréter.

Les taux de résistance fournis par 29 centres sporedent a 3495 ATF effectués sur leurs
isolats cliniques avec leur technique. Représeasetaux pour I'espece C. albicans et pour
les jamais. Aucun laboratoire n’utilise de souckecdntréle de qualité a chaque ATF.
Seules les souches issues d’hémocultures sontrv@esepar la majorité (71%). Un quart
des laboratoires ne conserve aucune souche. Awhordtoire ne conserve toutes les
souches.

Concernant les attitudes des cliniciens face atifamgigramme Plus de 80% des
participants ressentent un sentiment d’'incompéteéotade ou partielle, que ce soit en ce
qui concerne les indications, le choix de la méthdtATF, le choix des antifongiques a
tester, la réalisation technique, la lecture, dotérprétation de I'ATF (Figure20). Le
niveau d’aptitude ressenti est legerement meilfgarmi les biologistes pratiquant I'ATF
dans leur laboratoire : ils se définissent commenmétents dans 16% des cas pour
I'interprétation de I'ATF et jusque dans 33% des @aur les indications de I'ATF. Les
biologistes qui ne font pas d’ATF se définissedi0@% comme partiellement compétents
ou incompétents pour 'ensemble des items.

Des recommandations consensuelles concernant iess pgmrécités sont demandées par
95% des biologistes, qu’ils pratiquent ou pas IFAdans leur laboratoire.

Pour 65% des centres, un travail réalisé au sei€aBVH en relation avec la Société

francaise de mycologie médicale (SFMM) sur ce théerait trés utile pour leur pratique
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quotidienne, et 98 % d’entre eux sont disposeés garjiciper, de diverses fagons : en

adhérant a un systeme de « contréle qualité » (J1 &b fournissant des données
épidémiologiques (68 %) ou des souches (61 %),agticipant a des formations (36 %)

ou encore en animant un groupe de pilotage audseréseau (17 %
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Figure20: Autoanalyse par les membres du réseau ColBVHuweigeau de compétence
concernant la pratique de I'ATF en 2002.

Au travers de cette enquéte, un sentiment d’incaemm& vis-a-vis de la pratique de
'ATF se dégage, ce qui limite sans doute son s#flon dans les hdpitaux non
universitaires. Une connaissance insuffisante déthaodes disponibles et de leur validité
est effectivement mise en évidence, ainsi qu’undisation empirique de critéres
biocliniques, plus ou moins pertinents, pour enirdéfles indications. Au-dela de

'incompétence exprimée concernant la technique lest indications, ce sont les
interrogations des participants concernant la penitce clinique de I'ATF qui

apparaissent. Des données actuelles suggerentapouytie la regle des « 90-60 % »
pourrait étre applicable aux tests de sensibilii& antifongiques dans de nombreux

cas®. Méme si le succeés thérapeutique reste étroitedi@rau statut immunitaire de
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I'héte, 'ATF peut étre considéré comme un testdédection des résistances, permettant

d’augmenter les posologies ou d’éviter 'usage d'unolécule avec laquelle il y aurait
une perte de chance pour le patient, et constdiresi un apport supplémentaire dans la
prise en charge de I'infection fongique. De nouwsglhpproches telles que la mesure de la
concentration minimale fongicide, de la concentratminimale efficace ou l'utilisation
de paramétres pharmacodynamiques sont réguliérepneposées? 8384851 | 5 diffusion

de recommandations simples, plébiscitée par 95 % ldelogistes ayant répondu a
'enquéte, leur permettrait d’effectuer un choixsomné de la technique a utiliser pour
évaluer in vitro la sensibilité aux antifongiquas au contraire de décider en connaissance
de cause de ne pas réaliser ce type de test. Deémae fagon, une clarification de la
validité des raisonnements de type bactériologiomeelquefois adaptables mais pas
toujours, serait bienvenue, car, de fait, ils satilisés non seulement par les biologistes
mais également par les cliniciens. Enfin, des iatloms sur la facon d’utiliser les
connaissances existantes concernant I'épidémiolalgie infections fongiques et des
résistances, apporteraient une aide supplémendaixebiologistes, qu’ils pratiquent ou
pas ’ATF. La singularité de la pratique de la mipgpe dans les hépitaux généraux tient
au fait que les laboratoires y assurant le diagonestle suivi des infections fongiques sont
des laboratoires de microbiologie polyvalente, agvdisposer de méthodes robustes,
fiables, peu onéreuses, ne nécessitant pas de temep8 pointues dans le domaine, ainsi
que de recommandations de bon usage quant a ledrsaiions et leurs pertinences
cliniues. La généralisation de pratiques standaeli pour l'identification fongique
comme pour 'ATF permettrait sans doute d’amélideeservice rendu au clinicien et au
patient et certainement de générer des données ptBam nationale concernant
I’épidémiologie des infections fongiques et dedstésces. Des évolutions techniques et
un certain nombre de recommandations francaises disponibles depuis la période de
cette enquété®®®7 8 et l'intérét pour la mycologie n'en est que phi§ au sein des
hopitaux du ColBVH. Les résultats de notre enquébes apparaissent donc utiles a
prendre en compte lors de propositions de recomatans ou pour les stratégies futures

de développement et d’évaluation de techniquesologie.
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IV.2 La caspofungine:
IV.2.1 Chimie :[°!

s Dénomination communeacétate de caspofungine

% Nom chimiqgue diacétate de 1-[(4R,5S)-5-[(2-aminoéthyl)amii®-(10,12- diméthyl-
1-oxotétradécyl)-4-hydroxy-L-ornithine]-5-[(3R)-3#iroxy-L-ornithine] pneumocandine
BO (sel).

% Formule moléculaire C52H88N100152C2H402

% Poids moléculaire 1 213,42

« Formule développée :

HaN _\_NH OH

OH

OH

OH

OH
Figure 21 Structure chimique de l'acétate de caspofuntfthe

% Propriétés physicochimigques :

Aspect physique: L'acétate de caspofungine est une poudre hygpigae blanche ou blanc
casse. Elle est soluble dans I'eau et le méthaht#dgerement soluble dans I'éthanol.

PH : Le PH de la solution aqueuse saturée d’acétateadpofungine est d’environ 6,6.
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IV.2.2 Activités pharmacologiques :
Mode d’'action :

L’arsenal des antifongiques s’est enrichi depuis ge molécules appartenant a de nouvelles
classes chimiques comme les échinocandfriéd

La caspofungine (acétate de caspofungine) faiiepde cette classe. C’est un lipopeptide
semi-synthétique hydrosoluble produit par la fertagon d’un champignon issu d’une riviere
madrilene, Glarea lozoyensis. |l dérive de la pnecendine B. Cet antifongique agit en
bloguant la synthese du b (1-3)-D-glucane de laigangique par inhibition non compétitive
de 'enzyme b (1-3)-D-glucane synthéase. Le b {(Dgjlucane pariétal est un composant
essentiel dont les Chaines, formant un réseaurteigsionnel particulierement solide, sont
responsables de la forme et de la résistance nggeade cette paroi. Le fait que les cellules
de mammiféres ne contiennent pas de b (1-3)-D-griexplique I'activité sélective de cette
molécule sur les cellules fongiques.

L’inhibition de la synthése du b (1-3)-D-glucane tsaduit par un double effet, un effet
fongistatique et un effet fongicide. L'effet fongiique résulte du blocage de la synthése de
la paroi qui réduit la croissance fongique. L'efi@gicide résulte de I'altération de I'intégrité
de la paroi qui perd ses proprietés mécaniques édestance. Elle devient alors plus
perméable, incapable de résister a la pression tpmointracellulaire. Cet ensemble
d’action conduit alors a la mort de la cellule fapg. Ce mécanisme d’action differe de celui
des autres classes d’antifongiques systémiquesamime I'amphotericine B (AMB) et les
azolés agissent au niveau de la membrane plasnmoguencore comme la 5-fluorocytosine
(5-FC) qui inhibe la synthése de I'ADN et des pid8 .L’'activité antifongique de la
caspofungine in vitro et en clinigue humaine apd&étnement démontrée sur les infections a
Candida et a Aspergillus. Aussi nous avons essaygadser en revue les études in vitro et in
vivo chez I'animal ainsi que les quelques essarsqeles relatifs a son efficacité dans les

mycoses a champignons dits rares.
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Figure 22: Mode d’action des antifongiques.

Spectre d'action La caspofungine(CAS) a un spectre d’activité thggar large qui s’étend a

tous les champignons possédant du b (1-3)-D gludaaetivité in vitro de cet antifongique a
le plus souvent été étudiée par les méthodes pe&am par le Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) ex National Committea f0Olinical Laboratory Standards
(NCCLS) 1101:102.103.104]hjen que ces méthodes ne soient pas encore siiséder pour les
échinocandines. Cependant, certains aut&litsonseillent de mesurer I'inhibition de la b
(1-3)-D-glucane synthase et la réduction du tauk ¢&-3)-D-glucane pour évaluer I'activité
de la caspofungine sur les champignons rawdi$eraria, Curvalaria, Scedosporium,
Acremonium, Bipolaris. . .).

L’activité antifongique de la caspofungine sur Gandida est maintenant bien connue, il faut
cependant signaler son effet fongicide sur cesrémsit?®% et son efficacité sur les espéces
résistantes. kruse) ou moins sensible€(dubliniensis, C.glabrajaaux azoles ou résistants
a 'amphotericine B(AMBY!%®1%! Cet antifongique, comme les autres échinocandiriest
pas actif suCryptococcus neoformaf™.

Par ailleurs, la caspofungine est active in vitroles champignons filamenteux pathogenes et
en particulier sur ceux responsables d’infectiortiggndes tels que le&spergillus avec des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) inféries ou égales a 0,5 mg/ml sur des

souches résistantes a I'amphotericinB*8. L'association in vitro de ces deux antifongiques
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montre un effet additif ou synergique sur le&spergillus et en aucun cas

antagonisté"**. D’autres études in vitro ont visualisé cette\atgisur lesAspergilluspar un
effet sélectif sur les extrémités des filaments éligos, sites d’activité de la croissance
apicale du champignoi® % La détermination de la concentration minimaleetffre
[Minimum Effective Concentration (MEC)] sur des sbas dAspergillus et de Fusarium
comme étant la plus faible concentration d'antiigng responsable de la formation
d’extrémités anormales d’hyphes. Ces valeurs sassds (0,125-0,5 mg/ml) pour les
Aspergillus et supérieures a 16 mg/ml pour IEsisarium. Des antifongiques tels que
litraconazole(ITZ), le voriconazole, le posaconazdPOS) ™ ou encore une autre
échinocandine (LY303366) n'apparaissent pas astif§usarium sp*®!. Dans une récente
étude, M3 un effet synergique a été mis en évidence sur t8@8@sdes souches de
Scopulariopsis brevicaulitestées respectivement avec les associations CA¥B-et CAS

+ POS. Pour les champignons filamenteux plus rémesgspofungine possede une activité qui
peut varier selon les espéces. Elle est active g@@mple surPaecilomyces variotii
(CMI<0,5ug/ml) mais pas s@. lilacinus(CMI = 3-100 pug/ml) ou encore s8rapiospermum
(anamorphe dePseudallescheria boydiiimais pas surS. prolificans ***Elle apparait
légérement plus active in vitro que I''TZ sBr boydii**¥ avec respectivement des GMI
égales a 0,5 et 1 ug/ml et huit fois plus active KAMB (CMI 5o = 4 ug/ml).Cet antifongique
n‘est actif in vitro ni sur lesFusarium tels que F. solani et F. oxysporum
(CMI > 50 pg/ml) ni sur les mucorales du genre Rpirs (CMI> 100 pg/mift4101104 | 5
réponse defusariuma la caspofungine serait médiée par une iso fqramgculiere d’'une
sous-unité de la glucane synthase (FsFKS1) spéeifigF. solanif.sp. pisi ***.Une action
synergique ou additive de I'association CAS + AMPa contre été observée $ursarium
(118 | es zygomyceétesMucor circinelloides, Absidia corymbifera, Rhizoraugpusillus,
Cunninghamella bertholletiae, Syncephalastrum raz®m) ne sont pas sensibles a cette
molécule in vitro avec des moyennes geomeétriqueSMe(G-CMI) supérieures a 16 pg/ml.
Les champignons dimorphiques tels @lastomyces dermatiticis Histoplasma capsulatum
sont sensibles in vitro a cet antifongiqgue maidat®n plus inconstante potfistoplasma.

Sporothrix schenckapparait moins sensible avec une CMI moyenne ddriade 5,4 pg/mil.
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Dans une étude comparative avec I'AMB s@occidioides posadasiichampignon

dimorphiques responsable d'une maladie endémiqne kdazone semi-aride du Nord-Est du
Brésil, des CMI comprises entre 6 et 32 pug/ml GMI < 32 ug/ml) pour la caspofungine et
entre 0,0625 et 0,125 pg/ml (0,0625 < CMI < 0,128ml) pour 'AMB ont été mis en
évidence.

Bien qu’intéressante, la pertinence clinique de d&snées in vitro n'a pas été clairement
établie. De méme, les concentrations critiques paucaspofungine ne sont pas encore

connuedt’

Tableau 20: spectre d’action de la caspofungine. (EtablieNdate Dr B.Couprie Laboratoire de
parasitologie CHU de Bordeaux)

Candida spp  C.albicans C. glabrata C.parapsilosis C.tropicalis C. krusei C.lusitaniae
Caspofungine S S S? S S S
Aspergillus spp A. fumigatus A. flavus A. terreus
Caspofungine S S S
Divers Cryptococcus Trichosporon Pneumocystis Scedosporium Fusarium  Zygomycétes
spp spp jiroveci spp spp (Mucorales
Caspofungine R R S (kystes) R R R

S : sensible - R : résistant

IV.2.3 Posologies et administration : w
1) Molécules et spécialitési:'® e

CANCIDAS® 50 mg perfusion IV => CIP 564 338.1 Cancldas:
e

CANCIDAS® 70 mg perfusion IV => CIP 564 340.6 - EEm
Gﬂi‘;’.i::‘;::’.:’;“
—

2) Composition qualitative et quantitative :
Chaque flacon contient 50/70 mg de Caspofunginévélpnt a 55,5/77,7 mg d’acétate de

caspofungine.
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3) Liste des excipients

= Saccharose
* Mannitol
= Acide acétique glacial
* Hydroxyde de sodium (pour ajustement du pH)

4) Incompatibilités :
Ne pas mélanger avec des solutions contenant @dosgyucar Caspofungine MSD n’est pas
stable dans ces solutions. Ne pas mélanger ousgerfdaspofungine MSD avec d’autre
médicaments, car il 'y a pas de données dispaikle la compatibilité de Caspofungine
MSD avec d’autres substances intraveineuses, &dditimédicaments.

5) Durée de conservation :
2 ans.
La solution concentrée reconstituée: doit étresédl immédiatement. Les données de stabilité
ont montré que la solution diluée pour perfusiontg@re conservée jusqu’a 24 heures lorsque
le flacon est conservé a une température ne déyasaa 25°C et que la solution a été
reconstituée avec de I'eau pour préparations iages.
Solution diluée pour perfusion: doit étre utiliggenédiatement. Les données de stabilité ont
montré que le produit peut étre utilisé dans lesh2dres lorsqu’il est conservé a une
température ne dépassant pas 25°C ou dans lesud@sHhersque la poche (le flacon) de
perfusion intraveineuse est conservée au réfrigéraientre 2 et 8°C) et diluée au moyen
d’une solution de chlorure de sodium a 9 mg/mi@), 4,5 mg/ml (0,45 %) ou 2,25 mg/ml
(0,225 %) pour perfusion, ou d’'une solution de Rimigctate.
D’un point de vue de sécurité microbiologique, teduit doit étre utilisé immeédiatement. S’il
ne l'est pas, les durées et les conditions de ceatien avant utilisation sont de la
responsabilité de l'utilisateur et ne devront ndem&ent pas dépasser 24 heures a une
température de2 a 8°C, a moins que la reconstitwgida dilution n’aient eu lieu dans des

conditions aseptiques contrdlées et valid&ds.
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6) Précautions particulieres de conservation :

Flacons non ouverts: a conserver entre 2°C et 81CG4frigérateur).

La solution concentrée reconstituée: doit étrasgdl immédiatement. La stabilité chimique

et physique lors de l'utilisation pendant 24 hewr@6°C a été demontrée.

Solution diluée pour perfusion: doit étre utiliséamédiatement. La stabilité chimique

et physique lors de [l'utilisation pendant 24 heug& 25°C, et pendant 48 heures au

réfrigérateur (entre 2 et 8°C) a été démontrée.
7) Posologig'®® :

Dose de charge unique : 70 mg administrée le premipur de traitement

Dose de 50 mg a partir du deuxiéme jour

- Pour les patients de plus de 80 kg, aprés la desgharge initiale, administrer une dose de

70 mg par jour (doses supérieures a 70 mg panouetudiées)

- Le traitement sera poursuivi jusqu'a 72 heureésala résolution de la neutropénie (nombre

de polynucléaires neutrophiless00/mn?).

- Durée du traitement : En cas d'infection fongidae patients doivent étre traités pendant au

moins 14 jours et le traitement poursuivi pendanir@ins 7 jours apres la résolution a la fois

de la neutropénie et des symptomes cliniques.

% candidose invasive fonction de la réponse cliniqgé microbiologique du
patient=> passage a un traitement antifongiquepznal étre envisagée.

% l'aspergillose invasive déterminée pour chaque arasfonction de la gravité de la
pathologie sous-jacente du patient, de I'état dep&ration de la dépression immunitaire
et de la réponse clinique => au moins 7 jours alaressolution des symptémes.

- Patients agés (65 ans ou plus) : Aucun ajustepustlogique systématique n'est nécessaire.

- Aucun ajustement posologique : en fonction duesebe la race, ou en cas d'insuffisance

rénale, d'insuffisance hépatique légere .

- Pour les patients ayant une insuffisance hépatmodérée dose de 35 mg par jour (dose de

charge de 70 mg le premier jour).
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Posologie chez les enfants agés de 12 mois a 17 ans

Chez les enfants agés de 12 mois a 17 ans, laggosaloit étre établie en fonction de la
surface corporelle du patient . Dans toutes legatidns, une dose de charge unique de 70
mg/m2 (sans dépasser 70 mg par jour) devra étrenasdrée le premier jour, suivie d'une
dose quotidienne de 50 mg/m2 (sans dépasser 70amoyy). Si la dose quotidienne de 50
mg/m2 est bien tolérée mais n'apporte pas de répdimsque suffisante, la dose quotidienne
pourra étre augmentée a 70 mg/mz2 (sans dépassag fiar jour).L'efficacité et la sécurité
d'emploi de CANCIDAS n'ont pas été suffisamment étudiées dans lesseskniques
réalisés chez les nouveau-nés et les nourrissonsoes de 12mois. La prudence est requise
lors du traitement des patients de cette trandgedDes données limitées suggerent que I'on
peut envisager chez le nouveau-né et le nourrigdenmoins de 3 mois) des doses de
CANCIDAS® de 25 mg/m? par jour et chez le nourrisson (deld anois) des doses de 50
mg/m2 par jour.
L’acétate de caspofungine n’a pas été étudié capfaht. Son utilisation chez les patients de
moins de 18 ans n’est pas recommandée.
Des données limitées suggerent qu'une augmentdéida dose quotidienne de Caspofungine
a70 mg apreés la dose de charge habituelle de 7@om@tre envisagée lorsque Caspofungine
est Co-administré avec certains inducteurs d’ensymétabolique™®

IV.2.4 Pharmacodynamie :
Classe pharmaco-thérapeutique: antimycosiques psage systémique Code ATC: J 02
AX04.1M19]
L’acétate de caspofungine est un lipopeptide sgmthgtique (échinocandine) synthétisé a
partir d’'un produit de fermentation @larea lozoyensid_'acétate de caspofungine inhibe la
synthése du béta (1,3)-D-glucane, un constitusserg®l de la paroi cellulaire de nhombreux
champignons filamenteux et levures. Le béta (1 3izane n'est pas présent dans les
cellules de mammiferes.
L’activité fongicide de la caspofungine a été détr@msur Candida. Des études in vitro et in

vivo démontrent que I'exposition Aspergillusa la caspofungine entraine une lyse et la mort
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des extrémités des filaments mycéliens et des silese produisent la croissance et la

division des cellules.

La caspofungine a une activité in vitro sur leséesg d’AspergillusAspergillus fumigatus
Aspergillus flavusAspergillus niger Aspergillus nidulans et Aspergillus terreus, et les
especes de Candid&€gndida albicans, Candida dubliniensis,, Candidabgata, Candida
guilliermondii, Candida kefyr, Candida krusei, Cadha lipolytica, Candida lusitaniae, et
Candida parapsilosis)y compris sur les isolats ayant acquis des nautatde transport de
résistance multiple et ceux ayant une résistangeise ou intrinseque au fluconazole, a
'amphotéricine B et au 5-flucytosine. Un test densbilité a été réalisé selon une
modification de la méthode M38-P (poAspergillus spp et de la méthode M27-A (pour
Candida spp)nise au point par le « National Committee for €ih Laboratory Standards »
(NCCLS). Cependant, les techniques standardisées Ipaest de sensibilité vis-a-vis des
agents antifongiques, y compris les inhibiteurdadsynthése du béta (1,3)-D-glucane, n’ont
pas été réalisées, et les résultats des étudesndiiité ne sont donc pas nécessairement
corrélés aux résultats cliniques. Le développerrenitro de la Résistance a la caspofungine
par les especes Apergillusn’a pas été étudiée. Au cours de I'expériencaaelim limitée,
une résistance a la caspofungine chez des patieatsune aspergillose invasive n’a pas été
observée. L'incidence de la résistance a la caspafa par divers isolats cliniques
d’Aspergillusest inconnue.

Soixante-neuf patients adultes (agés de 18 a 80agmasit une aspergillose invasive ont été
inclus dans une étude ouverte, non comparative, dfvaluer la sécurité d’emploi, la
tolérance et l'efficacité de la caspofungine. Lasignts inclus devaient étre soit réfractaires
(progression de la maladie ou absence d’améliorati@c d’autres traitements antifongiques
administrés pendant au moins 7 jours) (84 % degrmiatinclus) ou intolérants (16 % des
patients inclus) a d’autres traitements antifonggstandards. La plupart des patients avait
une maladie sous-jacente (hémopathie maligne, refflegde moelle osseuse ou greffe de
cellules souches, transplantation d’organe, turselide, ou autres conditions cliniques). Des
définitions rigoureuses, élaborées d'apres le « ddgs Study Group Criteria » ont été

utilisées pour le diagnostic d’'aspergillose invaset pour la réponse au traitement (une
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réponse favorable nécessitait une amélioratiorigeiement significative des radiographies,

ainsi que des signes et des symptomes). La durgerme de traitement était de 33,7 jours,
avec une fourchette de 1 & 162 jours. Un comitgpees indépendant a déterminé que 41 %
des patients ayant recu au moins une dose de casgpoé ont eu une réponse favorable.
Parmi les patients traités plus de 7 jours pardspofungine, 50 % ont eu une réponse
favorable. Les taux de réponse favorable pour &®ms qui étaient soit réfractaires soit
intolérants a des traitements antérieurs ont ét&6d et 70 %, respectivement. Bien que les
doses de traitements antifongiques antérieurs gatiénts inclus comme étant réfractaires,
furent plus basses que celles qui sont généralem@ministrées pour le traitement de
I'aspergillose invasive, les taux de réponse faderaour ces patients durant le traitement
avec caspofungine furent similaires a ceux obsemchEz les patients qui sont restés
réfractaires. Les taux de réponse parmi les patiapant une maladie pulmonaire et extra
pulmonaire ont été de 47 % et 28 %, respectiveniarmi les patients ayant une atteinte
extra pulmonaire, 2 des 8 patients qui avaientedigaht une affection certaine, probable ou
possible du SNC ont présenté une réponse favorable.

IV.2.5 Pharmacologie de la caspofungine :

1. Pharmacocinétique :

Distribution : La caspofungine est fortement liée a I'albuminevi@m 97 %). La distribution
dans l'organisme joue un réle prédominant dansHharmacocinétique plasmatique de la
caspofungine et est I'étape contrélant a la fossgbhases alpha- et béta de distribution. La
distribution dans les tissus a atteint un pic a2ljéurs apres lI'administration lorsque 92 % de
la dose a été distribuée dans les tissus. Il esbabte qu’une petite fraction de la
caspofungine fixée dans les tissus retourne ultériment dans le plasma sous forme de
composant apparenté. Par conséquent, I'élimina®mproduit en I'absence d’équilibre de
distribution, et une estimation correcte du voludee distribution de la caspofungine est
impossible & obtenif:'
Métabolisme: La caspofungine subit une dégradation spontanéenecomposé cyclique
ouvert. Elle est métabolisée ensuite par hydrolpeptidique et N-acétylation. Deux

composes intermédiaires, formés pendant la dégoadde la caspofungine en ce composé
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cycligue ouvert, forment des liaisons covalentassgufixent faiblement de facon irréversible

aux protéines plasmatiques.

Les études in vitro montrent que la caspofungirestpas un inhibiteur des enzymes 1A2,
2A6, 2C9, 2C19, 2D6 ou 3A4 du cytochrome P 450. D&s études cliniques, la
caspofungine n’a pas induit ou inhibé le métabalisdu CYP3A4 vis-a-vis d’autres
médicaments. La caspofungine n’est pas un sulpsitatla P-glycoprotéine et ne représente
qu’un substrat médiocre pour les enzymes du cytmebrP450:!

Elimination et excrétion: L'élimination de la caspofungine du plasma estdefd clairance

oscillant de 10-12 ml/min.

Aprés perfusion intraveineuse unique d’'une durémel’heure la concentration plasmatique
de caspofungine diminue en plusieurs phases. Urevebrphase alpha intervient
immédiatement aprés la perfusion, suivie par ures@tbéta dont la demi-vie varie de 9 a 11
heures. Une phase gamma supplémentaire survidetéga et sa demi-vie est de 45 heures.
C'est le phénomeéne de distribution, plus que le nphéne d'excrétion ou de
biotransformation, qui est le mécanisme essemtikléncant la clairance plasmatique.
Approximativement de 75 % d’'une dose marquée pasatope radioactif était retrouvée 27
jours aprés son administration: 41 % dans les sii@ie84 % dans les feces. L'excrétion et la
biotransformation de la caspofungine sont faiblesadt les 30 premiéres heures qui suivent
I'administration .L’excrétion est lente et la dew-terminale de la radioactivité a été de 12 a
15 jours. Une faible quantité de caspofungine @stéée sous forme inchangée dans les
urines (environ 1,4 % de la dosé)”

Tableau 21 Caractéristiques pharmacocinétiques de la casgife chez 'lhommef*?%

Dose (Mg/))  Grax (ug/ml)  ASCO0-24h  Demi-vie (h) Clairance Volume de

(mgXxhll) distribution
caspofungine  90(70 en 9.9 57,8 (50 mq) 9-11 12 ml/min Indéterminé
dose de
charge)

Cmax : concentration plasmatique maximale ; A&e sous la courbe.
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2. Criteres de la pharmacocinétique :

La caspofungine présente une pharmacocinétique néro@ét non-linéaire mais une
accumulation accrue lorsque la dose croit, et wse-dépendance temporelle pour atteindre
un état d’équilibre lors de I'administration de dssnultiples.
2-1 Variabilité individuelle :
Selon le type de patient§®!
= Sexe:

Les concentrations plasmatiques de caspofungiree siite de I'administration d’une dose

unique de 70 mg ont été comparables chez des hoetrdes femmes adultes en bonne santée.
Apres I'administration d’'une dose quotidienne dent pendant 13 jours, les concentrations
plasmatiques de caspofungine chez les femmes oét I&érement plus élevées
(environ 20 %) que chez les hommes. Aucun régtigda posologie n’est nécessaire en
fonction du sexe.

= poids:
Chez les sujets pesant un poids important, uneajestt de la posologie peut étre nécessaire.
Chez des patients atteints de candidose, on awébgele le poids a une influence sur les
données pharmacocinétiques de la caspofunginecdreentrations plasmatiques diminuent
lorsque le poids augmente. Il est prévisible gegdbsition moyenne chez un patient pesant
80 kg soit environ 23 % inférieure a celle d’unigatt pesant 60 kg.

= Race:
On n'a observé aucune différence significative dar plan clinique quant a la
pharmacocinétique entre les sujets de races blanoire et hispanique. Aucun réglage de la
posologie n’est nécessaire en fonction de la race.

= Age:

+ Enfants £ 17 ans) ©°!
La tolérance et l'efficacité de la Caspofunginent’pas été établies chez I'enfant et son
utilisation chez les patients de moins de 18 aastrpas recommandée mais, des études sont

en cours.
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L’innocuité et I'efficacité de la caspofungine ntgpas fait I'objet d’études appropriées chez

les nouveau-nés, les nourrissons de moins de 3ehtis enfants agés de 3 a 11 mois.
Des cas de réaction défavorable hépatobiliaireétintapportés apres la commercialisation de
La caspofungine chez des enfants présentant umétiital sous-jacent grave.

» Personnes ageées §5 ans) :
Dans les études cliniques avec la caspofungineohebre de patients agés de 65 ans et plus
n'était pas suffisamment élevé pour établir si épanse au traitement difféere de celle
observée chez les sujets plus jeunes. Chez un edimiité de patients agés 65 ans), on
n'a pas observé de différence globale quant adtuité et a I'efficacité de la caspofungine
entre les patients agées et les sujets plus jeubes. concentrations plasmatiques de
caspofungine chez des hommes et des femmes &gés @ns) en bonne santé étaient
légérement plus élevées (augmentation d’envirofo28e I'aire sous la courbe [ASC]) que
celles obtenues chez de jeunes hommes en bonre Banti les patients qui avaient regu un
traitement empirique ou qui présentaient une cars#idnvasive, on a aussi observé une
légere hausse de 'ASC chez les personnes agéesgmort aux sujets plus jeunes. Aucun
réglage de la posologie n’est recommandé chezdesopnes agées; cependant, on ne peut
écarter la possibilité que certains patients agensplus sensibles a I'action du médicament.

Selon le profil du patient :

» Insuffisance hépatique :

On a observé une augmentation d’environ 55 % dewerdrations plasmatiques de
caspofungine a la suite de lI'administration d’'uresal unique de 70 mg chez des adultes
présentant une insuffisance hépatique Iégére mooraaux témoins historiques en bonne
santé. Dans une étude de 14 jours portant sur ifastmation de doses multiples (70 mg au
jour 1 et dose quotidienne de 50 mg par la suite)a observé une augmentation modérée (19
% a 25 %) des concentrations plasmatiques de aasgioE aux jours 7 et 14 chez les adultes
présentant une insuffisance hépatique Iégére catipament aux témoins en bonne santé.
Aucun réglage de la posologie n’est recommandeé gansas d’'insuffisance hépatique légere.
Les adultes atteints d’insuffisance hépatique m@eléui ont recu une dose unique de 70 mg
de CANCIDAS® ont présenté une augmentation moyenne de 76 Y%calesentrations
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plasmatiques de caspofungine par rapport aux t@ndirest recommandé de réduire la

posologie. Chez les adultes présentant une inanffes hépatique modérée compte tenu des
données pharmacocinétiques dont nous disposonsieQlispose pas de données cliniques
concernant les adultes présentant une insuffisiieépatique grave et les enfants atteints
d'insuffisance hépatique, peu importe le niveagdwité.'

» Insuffisance rénale :
Dans une étude clinique portant sur I'administratidune dose unique de 70 mg, la
pharmacocinétique de la caspofungine a été comparhbz les adultes volontaires en bonne
santé présentant une insuffisance rénale légermiraiete de la créatinine {C de
50 a 80 ml/min) et chez les témoins. Aprés I'adstmaition d’'une dose unique, on a observé
une augmentation de 30 % a 49 % de I'ASC des coratems plasmatiques de caspofungine
chez les patients présentant une insuffisanceeédénatiérée ([Ccr] de 31 a 49 ml/min), grave
(Ccr de 5 a 30 ml/min) ou au stade terminal(CcO<ril/min et dialyse). Cependant, chez les
adultes présentant une candidose invasive ou pergliose invasive, qui avaient recu des
doses quotidiennes multiples de CANCIDA%50 mg, on n'a observé aucun effet significatif
de l'insuffisance rénale a divers degrés (allasgjiau stade terminal) sur les concentrations
de caspofungine. Aucun réglage de la posologiet mésessaire dans les cas d’insuffisance
rénale. Comme la caspofungine n’est pas dialysdhbi&st pas nécessaire d’administrer une
dose supplémentaire aprés I'hémodial§3e.

3. Interactions médicamenteuses :

» Interactions médicament-médicament :
Des études in vitro ont montré que l'acétate depaamgine n’inhibe aucune enzyme du
systéme du cytochrome P450 (CYP). Dans les étdimegues, la caspofungine n’a pas induit
le métabolisme d’autres substances via le CYP3&4cdspofungine n’est pas un substrat de
la P-glycoprotéine et ne constitue qu’un substratliocre des enzymes du cytochrome P450.
Cependant, dans les études pharmacologiques @jues) il a pu étre démontré que la
caspofungine interfere avec d’autres médicaments.
Dans deux études cliniques réalisées chez des sajils, la ciclosporine A (a la dose unique

de 4 mg/kg ou lors de I'administration de deux dade 3 mg/kg séparées par un intervalle de
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12 heures) a entrainé une augmentation de 'ASG dmspofungine d’environ 35 %. Ces

augmentations de ’ASC sont probablement dues aédhection de la clairance hépatique de
la caspofungine .Caspofungine n'a pas augmenté ct@gentrations plasmatiques de
ciclosporine. Des élévations transitoires des tmamsases (ALAT et ASAT) restant
inférieures ou égales a 3 fois la limite supériededa normale (LSN) ont été observées lors
de I'administration concomitante de Caspofungirdetciclosporine. Ces élévations se sont
normalisées a l'arrét des médicaments.

Par conséquent, en I'absence de données concégifaaadministration de ciclosporine A et
de caspofungine chez des patients, I'administratoncomitante de caspofungine et de
ciclosporine A doit étre actuellement limitée. Unaveillance étroite des enzymes hépatiques
doit étre envisagée en cas de coadministrationiel@s médicaments.

Il sTavere que la Caspofungine a réduit la conediain minimale du tacrolimus de 26 %.
Pour les patients recevant les deux traitementsnaomitorage des concentrations sanguines
du tacrolimus et de I'ajustement posologique addptéacrolimus sont requis.

La rifampicine a provoqué une augmentation de 6@e&d’ASC de la caspofungine ainsi
gu'une augmentation de 170 % de la concentratiomnmaile de la caspofungine lors du
premier jour d’'un coadministrateur simultané desixdenédicaments. Les concentrations
minimales de caspofungine ont diminué graduellert@atde I'administration répétée. Aprés
deux semaines d’'administration, la rifampicine a wu effet limité sur 'ASC de la
caspofungine, mais les concentrations minimaleerédtale 30 % inférieures de celles des
patients ayant recu la caspofungine seule. Le n&oanprobable de I'interaction pourrait
étre imputé a une inhibition initiale suivie d’'umeluction ultérieure du transport de protéines.
Il faut s’attendre a des effets similaires aveauttes médicaments inducteurs des enzymes
métaboliques. Des données limitées provenant déétaeé pharmacocinétique de population
indiquent que l'utilisation concomitante de la Cafsimgin  avec les substances inductrices
tels que I'éfavirenz, névirapine, rifampicine, dexhasone, phénytoine, ou carbamazeépine,
peut entrainer une diminution de '’ASC de la caspgine. En cas de coadministration avec
des inducteurs d’enzymes métaboliques, une augtientde la dose quotidienne de la

Caspofungin a 70 mg doit étre envisagée, aprésda de charge habituelle de 70 mg.
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La caspofungine n’a pas eu d’influence sur la pla@ouninétique de I'amphotéricine B, de

I'itraconazole, et du mycophénolate de mofétil. Bopue les données de sécurité d’emploi
soient limitées, il semble qu’aucune précautioncEhe ne soit nécessaire lorsque
I'amphotéricine B, l'itraconazole, et le mycophéatel de mofétil sont Co-administrés avec la
caspofunging!®

Tableau 22: Interactions médicamenteuses de la caspofun@ihecontre-indication? :
augmentation| : baisse, [c] : concentration, ASC : Aire SouSturbel?"

Interactions propres a |a caspofungine

Association Consequence Mesure
+Ciclosporine t ASC caspofungine (4 clairance hepa-  Controle des transaminases
tique)
! transitoire transaminases
+rifampicine Au premier jour de co-administration : 1 dose de caspofungine a 70 mg/j apres

1 ASC de caspofungine de 60 % et 1 [c] dose de charge de 70 mg
§érique minimale de caspofungine.
Alequilibre (j15) ; } [c] serique

minimale de caspofungine
+efavirenz, neviparing, dexamethason, | ASC caspofungine t dose de caspofungine a 70 mg/j apres
phenytaine, carbamazepine dose de charge de 70 mg
+ tacrolimus | tacrolimus Monitoring [tacrolimus] et ajustement

posologie

» Interactions médicament-aliment :
Les interactions médicament-aliment n’ont pas tbliés.

» Interactions médicament-herbe médicinale :
Les interactions médicament-herbe médicinale rpastété établidé”

IV.2.6 Efficacité clinique :
La caspofungine a 'TAMM chez les adultes et en gigdi, y compris les nouveau-nés.
IV.2.6. 1.Candidoses :

% Candidoses muqueuses ou cesophagiennes
Le cas d'un patient infecté par le VIH au stadéasa été rapporté (CD4 compris entre

9 et 3/mni et une charge virale entre 60 876 et 25 302 coplesalgré un traitement
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antirétroviral). Il développe des épisodes récusele candidose oropharyngées.albicans

(amphotéricine B et voriconazole sensibles, fluzola et Itraconazole résistants) et a
C.glabrata (amphotéricine B et voriconazole sensibles, flazmhe intermédiaire et
Itraconazole résistant).Apres intolérance au volzole et a 'amphotéricine B, le patient est
traité par la Caspofungine aux posologies habgaalurant sept jours entrainant une guérison
compléte des Iésions fongiqu&s’.

Une étude randomisée multicentrigue en double imgu la Caspofungine et de
I'amphotéricine B a été conduite chez 128 patiemtsAmérique centrale et du sud dans des
cesophagites a Candida prouvées par endoscopi@maerxmycologiqué?®. Les trois bras
randomisés de traitement étaient Caspofungine 507@umg/jour et amphotéricine B
0,5mg/kg par jour pour une durée de 14 jours. lagepts résistants au fluconazole étaient
exclus. L'évaluation clinique était réalisée en €ie traitement et 14 jours aprés la fin du
traitement. Une stratification a été réalisée sawtéu traitement en fonction de I'intensité de
I'atteinte cesophagienne a I'endoscopie. Les catdtefficacité étaient la guérison clinique et
I'amélioration ou la guérison endoscopique.

Cette évolution favorable a concerné 85, 96 et He%patients en fin de traitement et 74, 89
et 63 % 14 jours plus tard pour caspofungine 50 gagpofungine70 mg et amphotéricine B,
respectivement.

Ainsi, il existait une tendance en faveur d’'uneltaere efficacité de caspofungine 70 mg par
rapport a caspofungine 50 mg et des deux bras ftagpoe par rapport a 'amphotéricine B,
mais sans valeur statistiquement significative. $aptdomes ont disparu chez plus de 50 %
des patients en quatre jours dans chaque grougeCM# deC. albicansétaient comprises
entre 0,06 et 2g/ml. Les effets secondaires étaient significatigetrplus fréquents dans le
bras amphotéricine B.

Dans une étude similaire, les patients ayant étiéésr antérieurement sans succes par le
fluconazole répondaient moins bien au traiteme® ¥38) que ceux n'ayant pas eu de
traitement antérieur (85 %}

Enfin, une autre étude randomisée en double irmmparé la caspofungine (50 mg V) et le
fluconazole (200 mg IV) dans le traitement des desgies a Candida chez 94 patients
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majoritairement infectés par le VIH. Aprés 7 a Purg de traitement, le taux d’évolution

favorable clinique et mycologique était le méme rptau caspofungine (82 %) et pour le
fluconazole (85 %). Il n'y avait pas de difféerencencernant les résultats endoscopiques
(85et 88 %) ou cliniques considérés isolément.dffets secondaires étaient comparabids
Ainsi, la caspofungine est aussi efficace que ledhazole et 'amphotéricine B dans le
traitement des candidoses oropharyngées et deshagims aCandida spp Mais, la
tolérance de la caspofungine est supérieure aaellamphotéricine B.

% Candidémies et candidoses systémiques :

Dans un essai comparatif multicentrique en doubsal ide la caspofungine par rapport a
I'amphotéricine B dans les candidoses invasive&adelte, la caspofungine 1V a été prescrite
a 70 mg le premier jour et 50 mg les jours suivants&amphotéricine B a 0,6—0,7 mg/kg par
jour chez les non-neutropéniques et 0,7-1 mg/kgquarchez les neutropéniques. Apres au
moins dix jours de traitement par voie IV, il étadissible de passer au fluconazole per os a la
posologie de 400 mg par jour dans les deux brasesatas deC. krusei ou C. glabrata.a
durée du traitement antifongique était de 14 james la derniere hémoculture positive. Le
critere principal d’efficacité était I'évolutionla fin du traitement IV. Les criteres secondaires
d’efficacité étaient I'évolution a dix jours de itement 1V, a la fin de tout traitement et au
suivi deux semaines et six a huit semaines aprds ldu traitement. Deux populations
prédéfinies de patients ont été considérées : @mtion de traiter modifiée (ITM) qui
concerne tout patient ayant une infection prouvés/ant recu au moins un jour de traitement
et les « patients évaluables» qui ont recu au moinmg jours de traitement. Sur les 239
patients enrdlés, 224 ont pu étre inclus dans Iyaeaen ITM. Les caractéristiques de base
incluant le pourcentage de patients avec neutrepénia moyenne du score APACHE Il
étaient similaires dans les deux groupes de traiténl’analyse en ITM a montré que
I'efficacité de la caspofungine était similaireelle de 'amphotéricine B, 73,4 % par rapport
a 61,7 %. Toutefois, dans I'analyse des patientduébles la caspofungine s’est révélée
significativement plus efficace que I'amphotériciBe(81 et 65 % respectivement) dans le

traitement des candidoses invasives et plus spéeifient dans les candidémies. Il existait
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significativement moins d’effets secondaires dangrbupe caspofungine que dans celui de

I'amphotéricine B**®!

Ainsi, la caspofungine est significativement pludficace et mieux tolérée que
I'amphotéricine B dans le traitement des candidératedes candidoses systémiques.

2.6.2. Aspergilloses invasives :

Une étude multicentrique, non comparative, a éésée dans le traitement de I'aspergillose
invasive (Al) probable ou prouvée chez des patiégmisérants ou réfractaires aux autres
traitements antifongiques (amphotéricine B ou sesdlations lipidiques ou les triazolés). La
caspofungine a été prescrit par voie intravein@msperfusion d’'une heure a la posologie de
70 mg le premier jour et 50 mg les jours suivabhésdurée médiane du traitement était de 28
jours (1-162 jours). Un relais était pris par itaazole dans 90 % des cas. L'efficacité était
évaluée a la fin du traitement par la caspofungdhequatre semaines apres larrét du
traitement. La réponse était favorable si la répaimique était complete ou partielle et si la
réponse microbiologigue montrait une négativatioes dcultures ou une éradication
«présumée». Quatre-vingt-dix patients ont été giclle sex-ratio était de 2/1 avec une
majorité de caucasiens et 'age médian était densl(15-73). Quatre-vingt-cinq patients ont
éte analysés en (intention de traiter modifiee) IEM83 ont éte évaluables en analyse
secondaire. La maladie sous-jacente était : hérhimpahaligne (48 % des patients),
transplantation allogénique de moelle osseuse etliides souches périphériques (25% des
patients), transplantation d’organes solides (1de¥% patients), cancer (3 patients). Parmi ces
patients, 23% étaient neutropéniques, 64 (87 %gavane localisation pulmonaire et 19 une
atteinte extrapulmonaire ou associée ; 71/83 (8&tient réfractaires et 12 (14 %) étaient
intolérants au traitement antérieur. Le taux demép favorable en ITM et pour ceux qui ont
recu au moins sept jours de traitement a été ¥ 437/83), incluant 37/64 (50 %) patients
avec une aspergillose invasive pulmonaire et 3238 %) patients avec une aspergillose
disséminée. Il a été de 39%(28/71) chez les patieitactaires et de 75 % (9/12°) chez les
patients intolérants. Deux patients ont du intepraria CAS pour effets secondaires, mais en
regle générale la substance a été bien tolérée mirhbre de déces a été de 40/83 patients
(48,1 %),
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La CAS semble donc une bonne indication pour leetreent des aspergilloses invasives de

patients réfractaires ou intolérants aux traiteseldssiques.

Association d’antifongiques dans le traitement de gpergilloses invasivesizg
< Echinocandines/triazolés :

La plupart des études montrent in vitro un effelifiérent ou synergiquig?® 1301311321

In vivo, on observe dans différents modéles testast associations caspofungine plus
voriconazole, caspofungine plus posaconazole ouafmmgine plus ravuconazole une
réduction de la mortalité et/ou de la charge fongides organes profond&: 133134

Chez I'homme, en premiére ligne, une étude multicgre prospective a comparé la survie
de patients transplantés d’organe traités par @nazole plus caspofungine a celle de cas
témoins traités par amphotéricine B lipididti&. Il existait un bénéfice en termes de survie
pour les infections a\. fumigatuset les insuffisants rénaux. En seconde ligne, aex
patients d’hématologie, l'association caspofungiplels voriconazole a été comparée
rétrospectivement au voriconazole $étil. La survie était significativement plus élevéesian
le groupe bithérapie. En analyse multivariée, thdrapie était associée a une diminution de
mortalité.

L’association caspofungine plus itraconazole, oticonazole, a été évalué prospectivement
chez 37 patients réfractaires (87%) ou intoléréts%) a un traitement parpolyene, azolé ou
caspofunginé®®. Les réponses étaient favorables dans 43%deawes|a caspofungine plus
itraconazole, et 60% des cas avec la caspofundine yoriconazole (73% des patients
réfractaires au voriconazole ayant répondu aprigmetibn de caspofungine).

L’interprétation de ces différentes études doitereprudente, en raison des faibles effectifs,
des caractéristiques particulieres des populatigrmsnbreuses comorbidités) et de leur
caractere le plus souvent rétrospectif et non navista

< Echinocandines/polyénes :

In vitro, les études montrent le plus souvent urffiérence ou une synergig® 133 137.138]
Une seule étude retrouve un antagoni§iite Chez I'animal, I'association caspofungine plus
Abelcet® (amphotéricine B) n'apporte pas de béméfiomparée a un polyéne seul dans
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certains modeéled**1*? mais s’aveére supérieure dans d’autt&% L’'association micafungine

plus amphotéricine B améliore quant a elle la sut{?.

Chez I'hnomme, une étude a évalué I'association afasgine plus L'amphotéricine B en
premiére ligne ou en traitement de sauvetage digiioses invasives'*®. Les réponses
étaient favorables chez 42%des patients, pourcentaig@rieur a celui obtenu avec le
voriconazole (53 %44,

L’étude pilote Combistrat a comparé prospectivement traitement de premiere ligne
d’aspergilloses pulmonaires I'association caspafum@lus L’amphotéricine B a 3 mg/kg par
jour & la L'amphotéricine B & 10 mg/kg par jour zHg0 patients**®. Seules 13% des
aspergilloses étaient prouvées. Le taux de répdiasesables était significativement plus
élevé sous bithérapie, sans différence de sunés. résultats nécessitent d’étre confirmés.
L’association amphotéricine B plus caspofunginetéa évaluée en traitement de sauvetage
d’aspergilloses pulmonaires chez des patientsatéiras a I'amphotéricine B*®. Il existait
60% de réponses favorables. Mais les durées et dbaetifongiques regues préalablement
étaient tres hétérogenes et I'aspergillose n'gtaitivée que dans 20% des cas.

Dans une autre étude, 16 patients ont recu en dedane I'association caspofungine plus
polyéne, avec des taux de réponse trés variabtes lsepolyeénd*=®.

2.6.3. Traitement empirique antifongique chez le péent neutropénique fébrile 7]
L'utilisation de I'amphotéricine B dans le traitemieempirique n’est pas validée par une
AMM spécifique. A la suite d’une étude (1999), I'ahotéricine B a obtenu 'AMM pour le
traitement empirique des infections fongiques préses chez les patients neutropénique
fébriles a la posologie de 3 mg/kg par jour. L'amighicine B devient donc un comparateur
pour les essais de traitement antifongique emprigAinsi, une étude randomisée,
multicentrique en double insu a évalué la caspafiengar rapport a 'amphotéricine B dans
le traitement empirique antifongique des patiergstropéniques fébrile$*®. Il s'agissait
d’'un essai de non-infériorité dont I'objectif étaie comparer l'efficacité et la tolérance de
caspofungine par rapport a 'amphotéricine B avegxdbras : caspofungine IV 50 mg/jour
(aprés une dose de charge de 70 mg le premiergoligmphotéricine B 1V (3 mg/kg/jour).

Les patients étaient stratifiés a I'inclusion seli@ux critéres : la catégorie de risque (le risque
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le plus élevé étant les allogreffes de cellulexbes hématopoiétiques ou rechute de leucémie

aigué) et la prophylaxie antifongique.

Concernant I'efficacité, la caspofungine ne depai étre inférieur a 'amphotéricine B sur le
critere principal de jugement, ce dernier devanisfd@re a cinq criteres (1. Succés
thérapeutique, 2.Absence de survenue d’infectiogifpue, 3. Survie a sept jours apres la fin
du traitement de I'étude, 4. Absence de sortieudé@tdue a une toxicité ou manque
d’efficacité, 5. Disparition de la fievre lors da heutropénie). Concernant la tolérance, la
caspofungine ne devait pas étre inférieure a |'atgitine B sur le pourcentage de patients
ayant développé en particulier une néphrotoxicité.

Le traitement devait étre poursuivi pendant 72 ésaprés la résolution de la neutropénie. Sa
durée maximale pour les patients sans infectiogifpre invasive (IFI) documentée était de
28 jours. Toute IFI devait étre traitée pendant dlueee minimale de 14 jours (durée
maximale : 90 jours) et pendant au moins sept jagres la disparition des symptomes.
Etaient inclus les patients agés de 16 ans ou phastés par une chimiothérapie
anticancéreuse ou par transplantation de cellldashes hématopoiétiques, ayant présenté
une neutropénie depuis au moins quatre jours et uee antibiothérapie depuis au moins
quatre jours avec une fievre persistante (T > 38 °C

Cet essai a concerné 116 centres investigateuwrsn{Bes francais). La durée de I'étude a été
de 32 mois (janvier 2000— ao(t 2002). Les caresttgues démographiques étaient
équivalentes dans les deux bras. Les résultatBodieité analysés sur le critere principal de
jugement en analyse ITM ajustée selon la stratiicaont montré une réponse globale
favorable comparable dans les deux bras : caspioii33,9 % et 'amphotéricine B 33,7%.
Le taux de survie sept jours apres la fin du tradtet est de 92,6 % dans le bras caspofungine
et de 89,2 % dans le bras 'amphotéricine B. Lacitiliée au traitement est 4,9 % dans le
bras caspofungine et de 8,2 % dans le bras L’arépbite B.

Ainsi, la caspofungine a été aussi efficace quemiplotéricine B dans le traitement
antifongique empirique chez les patients neutrapés fébriles avec une meilleure tolérance

sur les critéres étudiés.
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2.6.4. Traitement prophylactique:149]

L'efficacité de la caspofungine en traitement prdpbtique des infections fongiques
invasives a été étudiée dans une étude de phasenbcentrique, randomisée, ouverte chez
des patients ayant un traitement d’induction decdenie aigué myéloide (LAM) ou de
syndrome myélodysplasique en comparaison a undnpleope par itraconazole 200 mg x2/j.
Le taux de succes était de 52 % dans le bras casgo€ et de 51 % dans le bras itraconazole
(150 | a caspofungine n'est pas recommandée en propbylpsimaire des infections
fongiques invasives.

2.6.5. Autres indications de la caspofungine :

Zygomycetegiag

Les zygomycétes sont résistants a la caspofungingtio. En revanche, la cible de la
caspofungine, la 1,3-b-glucane synthase est exprpaéRhizopus oryzaet de faibles doses
de caspofungine permettent de diminuer la charggidoe d’'une infection chez des souris
diabétiqued™*. L’association caspofungine et ABLC (complexediguie d’amphotéricine

B) versus ABLC améliore la survie des souris dimjnéts infectées™®. Une étude
rétrospective sur deux centres entre 1994 et 2@¥@laé |'efficacité des bithérapies polyénes
et caspofungine versus polyénes dans le traitementzygomycoses des sinus de l'orbite
et/ou du systéme nerveux central. Le taux de suitedtsévalué par la survie hors de I'hopital
a 30 jours de la sortie de I'hdpital. Quaranteretas de zygomycoses ont été étudiés dont 21
avec atteinte rhino-orbitaire et 20 cas d’atteirti;o-orbitocérébrale, 83 % des patients
étaient diabétiques. Quinze patients ont été srgge amphotéricine B déoxycholate, 22 par
ABLC (5 mg/kg par jour) dont cing en associatiore@awe la caspofungine et quatre par
amphotéricine B liposomale (5 mg/kg par jour) dal@ux en association avec de la
caspofungine. Le taux de succes était de 54 % 4986 en monothérapie, 100 % chez les
patients traités par bithérapie avec la caspofeniti. L'adjonction de caspofungine a
I'amphotéricine B liposomale pourrait étre discugFeseconde ligne dans le traitement des
zygomycoses en cas d'échec du traitement de ré&ren

Autres infections a champignons filamenteux La o&spgine a été utilisée avec succes en

association dans des cas d’infections invasiv@seatlosporiuniSteinbach, JCM).
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Pneumocystos&*’

Quelques observations de succes d'un traitement cpapofungine en association au
trimethoprime-sulfamethoxasone ont été rapportéeg des patients transplantés d’organe ou
de moelld!®*1%°!

IV.2.7 Tolérance a la caspofungine!**”]
Les études randomisées ont permis d’apprécier [&atwce clinique et biologique de la
caspofungine par rapport aux comparateurs I'angsioine B et fluconazole.
Dans I'étude ouverte du traitement des Aspergiliosasive, des effets secondaires observés
chez 12,2 % des patients et les plus fréquentendtai fievre, nausées, vomissements,
diarrhées, complications veineuses au niveau deetéusion, éruption cutanée rare. Des
anomalies biologiques étaient observées chez 1enpa(13,6 %) incluant une élévation de la
protéinurie, de I'éosinophilie, des transamina$&Aucun patient ne sont sorti de I'étude
pour effet indésirable grave.
Les effets secondaires de la caspofungine et drorflizole étaient équivalents dans le
traitement des candidoses oropharyngées et ocesephagj mises a part des irritations
veineuses au point de perfusion et des céphalasdrphjuentes dans le groupe caspofungine.
De méme, aucun effet secondaire grave n'a été datés une étude multicentrique,
randomisée, en double insu comparant la caspofarggilamphotéricine B dans le traitement
de I';esophagite &andida spp(128 patients).Une élévation de la créatinémieobservée
chez huit patients dans le groupe l'amphotéricinecditre un patient dans le groupe
caspofungine®®. Des réactions fébriles ont été notées chez 69%uEnts sous
amphotéricine B contre 21 a 26 % pour la caspofingn fonction de la posologie (50 mg/70
mg). Toutefois, cet effet secondaire n’a pas ésenke dans les autres études citées dans cet
article.
Il est rapporté dans la littérature une thrombopédvere réversible sous caspofungine et un
effet paradoxal de la CAS avec réduction de sowiticsur C. albicanssi cette derniére est

utilisée a fortes concentratiofid
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1-Effets indésirables :

Effets indésirables rapportés dans les étudesaulies (< 5 %)% :

Les effets indésirables d’'importance clinique, peporte leur lien de causalité et leur
fréquence, qui sont survenus dans ces étudespas@Entés ci-dessous :

-Troubles du systeme sanguin et lymphatiquanémie, coagulopathie, neutropénie fébrile,
neutropénie, thrombopénie.

-Troubles cardiaques: arythmie, fibrillation auriculaire, bradycardierrét cardiaque,
infarctus du myocarde, tachycardie.

-Troubles gastro-intestinaux distension abdominale, douleur dans le haut'almdmen,
constipation, dyspepsie.

-Troubles généraux et réactions au site d’admination : asthénie, fatigue, douleur, prurit
ou enflure au point d’injection, inflammation desigueuses, cedéeme.

-Troubles hépatobiliaires : insuffisance hépatique, hépatomégalie, hépatatéxic
hyperbilirubinémie, ictere.

-Troubles du systeme immunitairebactériémie, sepsis, infection des voies urinaires
-Troubles du métabolisme et de la nutritionanorexie, diminution de l'appétit, surcharge
liquidienne, hypomagnésémie, hypercalcémie, hygeéghie, hypokaliémie.

-Troubles musculosquelettiques et des tissus coafids : arthralgie, douleur dorsale,
douleur au niveau des extrémités.

-Troubles du systéme nerveuxonvulsions, étourdissements, somnolence, trendsiesn
-Troubles psychiatriques anxiété, confusion, dépression, insomnie.

-Troubles rénaux et urinaires :hématurie, insuffisance rénale Troubles respir@sQi
thoracigues et médiastinaux : dyspnée, épistaymptie, tachypnée.

-Troubles de la peau et du tissu sous-cutarérytheme, pétéchies, Iésion cutanée, urticaire

-Troubles vasculaires bouffées vasomotrices, hypertension, phlébite.

Effets indésirables rapportés aprés la commercidiim du produif®? :

En plus des effets indésirables signalés dansdeeates études cliniques, les effets suivants
ont été rapportés depuis la commercialisation deNCWDAS®. Comme ces effets sont

rapportés de maniére spontanée par une populatigratients de taille indéterminée, il est
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impossible d’estimer leur fréequence. Les effetsvamlis sont présentés en raison de leur

gravité, de la fréquence des rapports, du lien alesalité possible avec CANCIDASou
d’une association de ces facteurs.
Les effets indésirables suivants ont été rappordépuis la commercialisation de
CANCIDAS® :
-Troubles du systéme immunitaire et allergiesesdéme angioneurotique.
-Troubles gastro-intestinaux pancréatite.
-Troubles hépatobiliaires nécrose hépatique, rares cas de dysfonction lgéeati
-Troubles du métabolisme et de la nutritiorhypercalcémie.
-Troubles rénaux et urinaires dysfonction rénale d’'importance clinique.
-Troubles de la peau et du tissu sous-cutanérytheme polymorphe, syndrome de Stevens-
Johnson, exfoliation de la peau, épidermolyse baédoxique.
-Troubles généraux et réactions au site d’adminaion : enflure et cedéme périphérique.
Des cas de réaction défavorable hépatobiliairedtintapportés apres la commercialisation de
CANCIDAS® chez des enfants présentant un état médical aoantjgrave.
2. Contre-indications :

Hypersensibilité a la caspofungine ou a I'un desmants.

» Données disponibles dans la grossesse
-Etat des connaissances

o Il n y a pas de donnée publiée chez des femnmasnées exposées a la caspofungine mais
aucun élément inquiétant n’a été signalé a ce jour.
o Les études de tératogenése chez I'animal sauffisentes!*>®!
-En pratique

» Traiter une femme enceinte :
o On préférera, en fonction des indications, I'aptphcine B (Fungizone®, Ambisome®) ou
I'itraconazole (Sporanox®), antifongiques systéremjunjectable mieux connus chez la

femme enceinte quel que soit le terme de la gresses
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o En cas d’inefficacité ou de mauvaise tolérancealiernatives proposees, et en raison de la

gravité des pathologies traitées, I'utilisation ldecaspofungine pourra éventuellement étre
envisagée, de préférence apres le ler trimestgeodsesse.
o En cas d’exposition a la caspofungine, en pdi#iclau ler trimestre, envisager une
surveillance échographique fcetale de bonne qualité.

» Découverte d’'une grossesse pendant le traitement :
o Ne pas inquiéter la patiente quant au risquearraktif éventuel de la caspofungine.
o Envisager une surveillance échographique feetaleéahne qualité, en particulier en cas
d’exposition au ler trimestre de grossesse.
o Si un antifongique systémique injectable doi @aintenu :
On préférera si possible I'amphotéricine B (Funga®, Ambisome®) ou litraconazole
(Sporanox®) mieux connus quel que soit le termmadgossesse.
En cas d'inefficacité ou de mauvaise toléranceal&snatives proposées, et en raison de la
gravité des pathologies traitées, I'utilisation ldecaspofungine pourra éventuellement étre
envisagée, de préférence apres le ler trimestgradsesse, et moyennant une échographie
foetale de bonne qualité.

» Données disponibles dans l'allaitement :
Il ny a pas de donnée publiée sur caspofungirmdiatement. Il est donc préférable d’éviter
d'allaiter en cas de traitement maternel par casygihe **®

IV.2.8 Données pharmaco-économiques :

Le colt du traitement est un élément important danstratégie thérapeutique. Les codts
journaliers approximatifs sont représentés darsgare 23.
Il ressort que I'amphotéricine B de loin restertement le moins onéreux. Cela plaide en
faveur de son utilisation malgré sa toxicité, densonférence de consensus francaise de
2004157] .
Le colt du traitement par fluconazole est netterplrg élevé mais peut se justifier en vue du

bénéfice attendu en termes d’innocuité.
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Figure 23: Colts journaliers comparés des traitementsangifues  ($)158]

Le voriconazole et la caspofungine codtent apprakwvement trois fois plus cher mais la
résistance au fluconazole peut justifier leur saition.
Enfin, le prix des formes lipidiques se place bandessus (jusqu’a 90 fois plus cher que
I'amphotéricine B), pour un bénéfice par rapport aouveaux azolés et aux échinocandines
qui n’est pas évident.

IV.3 Résistances :

1. Définition :

La résistance peut étre définie comme une diminutie la sensibilité a un antifongique,
mesurée in vitro par une méthode standardisée.

On mesure le plus souvent la CMI (ConcentratiomiMale Inhibitrice=la Plus petite
concentration d’antifongique qui donne une rédurctiisible de la croissance de l'inoculum /

Témoain)
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2. Types de résistance :

Tout comme chez les bactéries, il existe deux tgee®sistances chez les levures :
)

X les résistances naturelles (primaires, caractézsepdce ; par exempl€,. kruseiet

fluconazole).

X les résistances acquises (secondaires, caractdaudee, résultant de mutations et de
la surexpression de certains génes). . Ces résistagcquises surviennent rarement, mais
principalement apres l'exposition a un antifongige¢ peuvent correspondre a un état
D’adaptation transitoire ou définiti:>!

La résistance naturelle caractérise toutes leshe&sud’'une méme espece ou d’'un méme
genre et peut étre due a une absence de conaemtdatil’antifongique dans la cellule ou a
une faible affinité de I'antibiotique pour sa cible

La résistance naturelle (de faible niveau)@Bndida kruseiau fluconazole s’explique par
I'existence, chez cette espéce, d’une pompe diefblour laguelle le fluconazole est un bon
substrat, I'efflux étant supérieur a celui obsarhiézCandida albicans de plus la cible de
Candida krusea une affinité plus faible pour le fluconaz8i8 L’emploi de cet antifongique
peut entrainer le remplacement de I'espece endogensble,Candida albicanspar une
espece résistante du méme genre. Ce phénoménearéisuligrement observé chez les

individus immunodéprimés.

Résistance innée
Ex. : Résistance au fluconazole chez C. krusei | Ex. : Résistance a la 5-FC' chez C. albicans |

Champignon B
avec résistance innée

Champignon C
avec résistance innée

CMI “moyenne” plus élevée A CMI "moyenne” Distribution de CMI bimodale
A CMI "moyenne” qu‘une autre espece i

Y

Nombre d'isolats
Nombre d'isolats

| —

Eoncehtration d'antifongique

e i L\ S .
Concentration d'antifongique

Figure 24 : Résistance innée ch&zkruseiau fluconazole e€.albicansa la 5flucytosine
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ChezCryptococcus neoformangne résistance hétérogene au fluconazole estedéer

- la majeure partie des cellules d’'une populationt sensibles et une sous population est
résistante ;

- la population résistante peut s’adapter a deseamdrations fortes de fluconazole. C’est ce
phénomene réversible qui se produit en présencdludenazole, donc au cours d'un
traitement.

- Les cellules sensibles ne peuvent pas étre @asifa partir de la souche hétéro résistante .Le
mécanisme de cette résistance n’est pas connu.

Une résistance acquise fait suite a une modifinagénétique. Une souche devient résistante
lorsque, appartenant a une espéce naturellemesibkera un antifongique, elle est apte a
tolérer des concentrations de cet antifongiqueernretht plus élevées que celles qui inhibent la
croissance in vitro de la majorité des souches diémsibles de la méme espece.

La résistance acquise, au sens microbiologiqueadeait par une augmentation des CMI. Au
sens clinique, la résistance acquise se définitneenun échec thérapeutique lors d’'un
traitement dans les conditions usuelles (doseuégce, voie d’administration...). Les deux
définitions ne sont pas obligatoirement superp@sablune faible augmentation des CMI
n'entraine pas obligatoirement la catégorisationiquie de la souche comme résistante. Un
échec thérapeutique peut avoir d’autres causesaqagiisition d’'un mécanisme de résistance
par la souche responsable de la mycose : I'activitquement fongistatique de I'antifongique
peut en étre la cause mais c’est le statut immoaitke 'h6te qui joue un rble prépondérant
dans I'évolution de la maladie sous traitement. dite infectieux (organes «séquestrés»
comme le cerveau ou l'oeil), la présence d’abcebsérvance du traitement, souvent de
longue durée, interviennent aussi.

La résistance acquise doit étre distinguée de destece adaptative qui est liée a des
modifications physiologiques transitoires. Suitarapremier contact avec I'antifongique, la
CMI augmente puis elle diminue en I'absence detibéaotique.

L’augmentation de I'expression de la pompe d’effAfu MDR4 en présence de voriconazole
a été démontréé®?,
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Le phénomeéne d’Eagle ou effet paradoxal, c’estr@4{thptitude de levures et de moisissures

a croitre en présence de concentrations d’échimlimas supérieures aux CMI, correspond a
une résistance adaptative. Clizandida albicangl’expression de certains genes est modifiée
en présence de caspofungitfd. Le phénomeéne d’Eagle se traduit ciBandida spppar des
modifications morphologiques, la disparition declauche deB-1,3 glucane de la paroi et
I'accumulation de chiting®*!

Les cellules de mycétes participant a des biofildes communautés de micro-organismes
adhérents entre eux et a un support endogene gemxdprothése, cathéter...) et produisant
une matrice extracellulaire de polymeres sont pgsstantes que les cellules planctoniques.
Pour différentes especes de Candida et papergillus fumigatydes CMI de voriconazole,
d’échinocandine et d’amphotéricine B pour des ¢edliplanctoniques sont inférieures aux
CMI pour des cellules issues de biofilff§!

Au cours de leur croissance, les champignons fiweux et dimorphiques présentent des
morphotypes différents, correspondant chacun dadesie leur développement. Les conidies
d’Aspergillus fumigatugformes cellulaires utilisées pour évaluer l'aitévin vitro d’'un
antifongique) sont plus sensibles au voriconazolé éa caspofungine que les structures
filamenteuses multicellulaires, ce qui peut exmigla plus ou moins grande efficacité des
traitements ; 'amphotéricine B présente I'avantdgeonserver son activité sur les différents
morphotypes!*®®!

< La multi résistance médiée par les pompes a Efff%

La résistance acquise par efflux transmembranaigt® découverte auparavant. Les pompes
a efflux peuvent donner lieu a des phénotypes distadice croisée aussi bien chez les
eucaryotes que les procaryotes. Le mécanisme dgpeede résistance est corrélé a la
surexpression des pompes a efflux qui sont desgoateurs membranaires entrainant une
excrétion de molécules toxiques. En effet, les pesrgiefflux peuvent étre classées selon la
source d’énergie nécessaire a leurs changementendermation lors du transport, fournie
soit par dissipation d’'un gradient de protons, @matnotive force (PMF) ou d’ions Na+, soit

par hydrolyse d’adénosine triphosphate (ATP).
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» Augmentation de I'activité des pompes d’efflux :

Plusieurs mécanismes essentiels peuvent explicmegnhentation de I'activité des pompes
d’efflux. De nombreuses études ont montré quedalagion de I'activité des pompes d’efflux
se fait essentiellement au niveau transcriptionnel.
Dans de nombreux cas, les genes des pompes d'efflnk organisés en opéron dont
I'expression est contrdlée par un régulateur lo€Capendant, la régulation transcriptionnelle
peut aussi se faire a un niveau global, notammanties systéemes a deux composants. Pour
certaines levures pathogenes, con@nalbicans et C. glabratda surexpression des pompes
d’efflux représente le mécanisme majeur de régistanix antifongiques. Cette augmentation
de l'activité des pompes d’efflux est la conséqeede mutations au niveau des facteurs de
transcription qui contrélent I'expression des traorseurs.
L’interaction entre la résistance aux azolés effllie a été largement étudiée pour le
fluconazole cheg. albicans

3. Causes des résistances aux antifongiques :
La résistance peut provenir :

v D’un défaut de transport ou de pénétration de ifamgique a l'intérieur de la
cellule fongique. Un des mécanismes de résistancgflacytosine est I'inactivation de la
cytosine perméase, codée par le géne FCY2 et guigbd'import de la flucytosine dans la
cellule®®1%]

v D’un défaut de transformation de l'antifongique femme active toxique. Des
mutations au niveau des genes nécessaires au hgtebde la Sflucytosine, comme celui de
la cytosine désaminas&qY1), empéchent sa transformation et conferent avaréeune
résistance totale a la 5flucytosines ,170].

v D’une surproduction de la cible cellulaire de lifanmgique. Ce type de
mécanisme de résistance est fréquent : la suresipnedes génes de la thymidylate synthase
ou de la Cl4-demeéthylaseERG1) aboutissent respectivement a une résistance a la
5flucytosine ou aux azolés™Y. La surexpression du geE&®RG11peut étre la conséquence de
I'action d'un facteur de transcriptio:’? ou bien d’'un mécanisme d’aneuploidie et de

formation d’'isochromosome ché&z albicang173.
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v D’une modification de la cible cellulaire de I'almingique, qui conduit a la diminution

de son affinité pour I'antifongique. Certaines ntigtas ponctuelles du geeRG11lpeuvent
se traduire par la substitution d’acides aminésontgmts pour la structure tridimensionnelle
de la protéine et conduire a la diminution de ifafé de la protéine pour I'antifongique
azolé'"%,

v D’une disparition de la cible et de son remplacenpam le recrutement ou le
détournement d’'un autre métabolite. Ce mécanismeqib étre impliqué dans la résistance a
'amphotéricine B. Dans un premier temps, la voe lhdosynthese de I'ergostérol serait
bloquée afin de soustraire la cible a I'action @mtlfongique. Dans un deuxieme temps,
I'ergostérol serait remplacé dans les membranesl’patres stérols viables. Cependant, une
mutation du gen&RG3(qui code pour une "5,6 désaturase") pourrait @@nfa elle seule
une résistance croisée a lI'amphotéricine B et aoléa, en empéchant la formation de
14methyl- 3,6- diol toxique et en permettant I'aceliation de 14-méthyl-fécostérol, un stérol
méthylé qui pourrait suppléer I'ergostéfdfl. Ce mécanisme a été évoqué cBealbicans
[175.178] plys récemment, il a été montré qu'un isolat gliei deC. albicanspossédant une
mutation dans les gendsRG1et ERG5 (C22 désaturase) avait une résistance croisée au
fluconazole et & 'amphotéricine8”

v D’un efflux actif de I'antifongique. Deux principad familles de transporteurs
sont impliquées dans la résistance aux azolés ldwetevures. Elles se distinguent par
I'énergie nécessaire a leur fonctionnement et pardifférents substrats antifongiques qui
peuvent les emprunter. Les transporteurs de type(MWHjor Facilitator), codés par le gene
MDRL1 chezC. albicans*®" fonctionnent & I'aide d'un gradient électrochimicpe protons.
Ces pompes ont parmi les azolés un seul subsrfiydonazole. Les transporteurs de type
ABC (ATP-Binding Cassette), codés par les ggbBPR1et CDR2chezC. albicans utilisent
I'énergie fournie par I'hydrolyse de l'adénosingpliosphate (ATP) pour exporter hors du
cytoplasme la plupart des antifongiques azBf@38% En situation normale, les transporteurs
Mdr ou Cdr sont exprimés a un niveau de base damrellule fongique, méme quand elle
n'est pas exposée a un antifongique. La résistemdte de la surexpression des genes et de
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'accumulation des pompes dans la membrane. Cetexgression est sous le contréle de

facteurs de tanscription, commAC1

2- Défaut d 'activation D

1- Défaut d 'import

3- Surproduction
de la cible

Cellule fongique

X Iz

4- Modification ou
disparition de la cible

6- Efflux actif

7- Détoxification ? ! 5- Sauvetage
By-pass métabolique

Figure 25: Mécanismes cellulaire de résistance aux antitpres

IV.3.2 Mécanismes de résistance aux échinocandines

Depuis son introduction en clinique en 2001, il a'ypas d’émergence de résistances décrites
a cette classe médicamenteuse, mais uniquemegthess de traitement par caspofungine a
partir de 2005, Les difféerences de sensibilité aéohinocandines et/ou les échecs
thérapeutiques peuvent relever de différents phénesh:

v Polymorphisme dans le geR&S 1ou FKS 2(géenes codant pour fa(1-3) D-
glucane synthase) C.parapsilosiset C.guillermondii possédent des mutations ponctuelles
dansFKSL, d’ou leur sensibilité moindre. Les 3 membregdonplexeparapsilosispossedent
eux aussi une mutation ponctuelle en position 6&8s&KS1 entrainant le remplacement
d’'une proline en alanine, €.guillermondiiposséde quant a lui a 3 mutations ponctuelles
dans une région « hot-spot » BKS1 (région a lintérieur d’'un gene ou les mutationsitso

fréquentes). Concernart.glabratg les CMI plus élevées aux échinocandines sont la
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conséquence de mutations d&ne2®? Ces différentes mutations entrainent une fixation

diminuée des échinocandines a leur cible cellutdesp (1-3) D-glucane synthase.

v' Augmentation de la synthése des chitines : la pfoogique est une structure
dynamique, et l'inhibition de la synthese d'un dmsnposants ¥ (1-3) D-glucane) peut
entrainer 'augmentation de la synthése d’'un astymposant, en particulier celle de la
chitine. Une pré exposition aux échinocandines pé&uuire ce phénoméne de
‘sauvetage!®3184

vPhénomeéne paradoxal d’Eagle : Effet obsenveitro dont la corrélatiorin vivo est
controversée, il consiste en une absence de peusks concentrations faibles mais une
pousse fongique a des concentrations plus élevéeéclinocandines (8 a 32 mg/l).Ce
phénomeéne observé est différent selon les espaatigds, et la méthode de détermination de
la sensibilité aux antifongiques joue grandementsdil mise en évidence de cet effet
(Méthode CLSI vs EUCAST}!®!
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Selected cases of echinocandin therapy failure,

(linical setting Pathogen Eclirocandin therapy & CASMIC(pg ST mufation  Reference
duration ml)
(lesophagitis (AIDS) C albicans CAS (2 courses) *h4 N Hernandez et al, (2004)
Frosthecic aortic valv C parapsifsis CAS+FUZ for 6 viesls *16 NL Voudgl etal. [ 2005)
andocard tis
Disseminated (abdominal surgery)  C krusai CAS for 15 days 2 N Pelletier et al. (2005}
Disseminated C albicans (A 4 SB45F Park etal (2005)
(andid zemia C krugsei (AS 3l R136IC Park et al, (2005)
(andidzemia ( globratn (AS, ANB VRC > §633P Dodgson et al. (2005)
Hzcle refractory nesonhagits C olbicans (AS taen MFG for total of 2 S645F, arerdiere et al, {2006,
AIDS) 10 monchs R1361H
Recuent oescphagits | AIDS) C albicans CAS, 2 courses with cose § SB45P (homo]  Miller 2t al.(2006)
gscalation
(andideemia (doutz Myebid { ke CAS for 17 days § FSSC (Het)  Hakhi et al.(2006" and Kahn etal
ekiemia) 12007)
(andidaemia ( glabram CAS(3 courses) *|6 NL Daneman et al, | 200)
(andidzemia C parapsilss  CAS (+phenytoin) 025 NC Cheung ¢ al. [2006)
Not reportec ( glapram Mot reported 4 M9V of Fs?  Katiyar e: al (2008)
{andidzemia ( globrom VRC, CAS or 136 days A NE Srogh-hadsen ef al.{ 2006)
(lesophagii (AIDS) C albicans (AS, 2 courses 2 415 Baxenchet al. (2007)
(ophagiric (AML) Cropicaie  CAS ] NL Pasquale etal (2008)
(andidzemiz ( plobrara (AS 4 DE3ZE Clearyet al (2008)
(andidzemia ( glabrata CAS for 61 days § H59VotFis?  Thompson 1 et al. (2008)
(andidaemia (45CT) C parapsibsis — CAS for 41 days 1 N Kabkara et al. (2008 )
Candidzemia (15CT) ( parapsibes  CAS for 50 days 1 N Kabbara et al.(Z008)
Candidzemia (HSCT) ( CAS for 26 days 05 NL (abbara ef al, (2008
Eiilliermandi
Candidzemiz (AML Cropicals  CASfor 16 days 4 55457 (Het)  Carca-Efron et al (20080)
Candidaemia (HXCT) Cropicals — CAS for 4¢ days 4 5457 (Het)  Garca-Efren et al (2008b)
Candidaemiz (canceri Cropicaie  CASfor 21 days 1 P41l (hemo)  CarcaEfronet ab (2008h)
Disseminated C albicars CAS for 3¢ days [ (>32Etest)  SB45P Srendrup & al. 2003)
Not reportec C glabrota®  CAS therany or prophylaxis x e 2* GarcaEfronetal (2005)

* Twpelve differen: divical isolates reported with various Fls1, FI2 point mutatiors.

Figure 26: Cas décrits d’échecs de traitement par échirtcas
(Source: Walker, fungal genet biol, 2010)
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IV.4 Données épidémiologiques*&®

Les candidoses invasives représentent un problénmdud en plus fréquent chez les patients
hospitalisés,Candida sp Etant le quatriétme pathogéne isolé, aux Etats;Udans les
hémocultures réalisées dans un contexte d’infectcmocomiale.

Il s’est progressivement produit une modificatianld répartition des différentes especes de
Candida, avec I'’émergence d’espéces non-albicatapnmmentCandida glabrata, Candida
parapsilosis et Candida tropicaliCertaines de ces espéces peuvent étre résistantds
sensibilité diminuée aux différentes classes dfangjiques, et donc étre responsables d’'un
retard a 'administration d’un traitement adapté.

Au cours des dernieres années, de nouveaux antfmy sont apparus, et des
recommandations sur la prise en charge des camdidogsasives ont été édictées. Malgré
cela, les candidémies ont toujours un impact maauta mortalité et la morbidité, ainsi que
sur la durée et le colt de I'hospitalisation. tl@snc primordial de surveiller prospectivement
I'épidémiologie des candidémies, a la fois aux Emfee national et international, mais aussi
sur un plan local, des différences importantes potiexister entre différentes régions. Ces
études de surveillance permettent de connaitreisgréent la répartition des espéces
fongiques impliquées et leur sensibilité aux défés antifongiques, dans le but d’adapter au
mieux la prise en charge initiale de ces infect@amgronostic sombre.

Une étude prospective observationnelle dans I'Odes$a France, a été conduite de janvier a
décembre 2004 pour afin d’évaluer I'épidémiologies dcandidémies dans sept centres
hospitaliers universitaires et dix centres hosjgitalnon universitaires, membres du Groupe
d’épidémiologie et de recherche en infectiologiaigue du centre-ouest (GERICCO). Tous
les patients présentant une candidémies ont étésjnme épisode de candidémie étant défini
par lisolement d’'une levure du genre Candida dipdfau moins une hémoculture. Les
patients atteints de candidose invasive sans foiegassociée ont été exclus de I'étude. Dans
chaque centre hospitalier, un biologiste référemcplogue ou bactériologiste) recensait les

candidémies et les signalait & un clinicien réfeéremargé du recueil des données.
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Le laboratoire de parasitologie-mycologie (ou leolatoire de bactériologie le cas échéant)

de chaque centre hospitalier réalisait I'identtiiza de la souche responsable de I'épisode de
candidémie.

La répartition des différentes espéeces isoléedddsillée dans la Figure 2T.albicansétait
isolé dans 54,9% des c#&glabratadans 18,7% des caS,.parapsilosigdans 12,9% des cas,
C.tropicalisdans 4,7% des caG, kruseidans 4,1% des ca€, lusitaniaedans 1,6% des cas,
C.kefyrdans 1% des cas, @tguilliermondiidans 0,5% des cas. Une autre espece de Candida
était identifiée dans 1,6% des cas. Chez sept mslgulusieurs especes étaient isolées :
C.albicans et C.glabrata (n = 3), C.albicans et r@qicalis (n = 2), C.albicans et
C.parapsilosis (n = 1), C.glabrata et C.krugei = 1). Aucun patient n'a présenté plusieurs
épisodes distincts de candidémies durant la péridedude. Vingt et un patients,
correspondant a 22 espéces fongiques, recevaiermiraphylaxie antifongique au moment de
la candidémie.

Chez ces patients, les especes non albicans émidminantes (59% des souches), sans
que l'on ne constate de franche émergence d’espefmstées moins sensibles aux

antifongiques € glabrata et C krusaieprésentant au total 23% des especes isolées).
Nombre de souches (N=193)

C. kefyr

Aut
19 C. lusitaniac Yee
1%
C. guilliermondii |
- S

0%

Figure 27. Répartition des especes@andidaisolées chez les 186 patients.
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L’émergence deCandida sp.Comme agent responsable d’infections invasives uest

phénomene relativement récent, apparu dans lesesant#0. ActuellementCandida sp.
représente selon les auteurs le quatrieme ou @nopiiagent retrouvé dans les septicémies
nosocomiales.

Cette étude est la premiere a s’intéresser spaeifignt a I'épidémiologie des candidémies
dans I'Ouest de la France. Durant la période deefllance, 193 souches @andida sp ont

été isolées chez 186 patients. C albicans étapdee la plus fréquemment responsable de
fongémie (55 %), mais 45% des cas étaient représqrdr des especes non albicans. De
nombreuses études rapportent des données comsaraklauteurs notant la part de plus en
plus importante des candidoses invasives liées empeces non albican€ .glabrata et
C.parapsilosisvenaient respectivement en deuxiéme et troisiemséipns. Ces résultats sont
un peu différents de ce qui était retrouvé dans étele francaise publiée en 2002, ou
C.parapsilosisvenait en deuxieme position, @€tglabrataen troisieme ; de méme, plusieurs
études européennes sur I'épidémiologie des canddéoonstataient une prépondérance de
C.parapsilosisparmi les espéces non albicans. En Amérique lattearapsilosisest
également prédominant, au méme titre Quigopicalis, qui dans notre étude ne représentait
que 4,7% des épisodes de candidémies, alorE€agjlabrataest peu représenté, sans que ces
différences d’épidémiologie ne soient tres bien poses. Néanmoins, de vastes programmes
internationaux de surveillance des candidoses ivega®insi que d’autres études européennes
retrouventC.glabrataen deuxiéme position, derrié@albicans Aux Etats-UnisC.glabrata

est la seule espéce de Candida dont l'incidencetaen qu'agent pathogene isolé
d’hémocultures augmente regulierement, représeatanéllement 20 a 24% des candidémies
Dans notre sérieC.kruseireprésentait 4,1% des souches isolées ; cettervedesimilaire a

ce qui est décrit dans la littérature, cette esgoengique étant responsable d'une faible
proportion des candidoses invasives.

De nombreux facteurs de risque de candidoses wresasint été identifiés, notamment
I'exposition a des antibiotiques a large speces,dhimiothérapies, les cathéters centraux, la
colonisation &Candida sppLa nutrition parentérale, la chirurgie récentetémment gastro-
intestinale), la neutropénie, I'insuffisance réndlemodialyse. Une des raisons a évoquer est
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probablement [l'utilisation large des prophylaxiesitifangiques chez les patients

d’hématologie, notamment pour les inductions dedetie aigué et les greffes de moelle
osseuse, qui a permis de diminuer drastiguementidénce des candidoses invasives.
Toutefois, la prophylaxie antifongique peut égaletr&re responsable d’'un sous diagnostic
des candidoses invasives, puisqu’il a été moniné dae série autopsique qu’elle diminuait la
sensibilité des hémocultures, qui sont souventeld moyen de faire le diagnostic de ces
pathologies. Par ailleurs, prés de la moitié ddeeps (43 %) étaient hospitalisés dans des
services de médecine ou de chirurgie, confirmantchHangement d’épidémiologie des
candidémies.

De maniére surprenante, aucun de nos patientdtrsétapositif pour le VIH. En effet, si les
infections invasives @andida spne font pas partie des principales infectionsooppmistes

chez ces patients, certaines études retrouvenprévalence de patients séropositifs pour le
VIH pouvant aller jusqu'a 8% au cours des candi@smia plupart d’entre eux étant au stade
SIDA.

La présence d'un cathéter veineux central est wtedia de risque bien identifié de
candidémie. Dans notre série, les trois-quartspdéients étaient porteurs de voies veineuses
centrales, qui étaient fréquemment infectées, peissB% des 77 cathéters 6tés et mis en
culture étaient positifs a la méme espéce de Candite les hémocultures. En analyse
univariée et en analyse multivariée, I'ablation cathéter diminuait significativement le
risque de mortalité. Cette amélioration du promod@s candidémies en cas d’ablation de la
voie centrale a été rapportée dans d’autres étetess recommandations américaines comme
les recommandations francaises incitent fortememeaait du cathéter en cas de candidémie.
Toutefois, les raisons du maintien ou de I'ablatchn cathéter ne faisaient pas partie des
données recueillies dans notre étude ; on ne mnd dxclure I'existence de biais, et il est
possible que les patients chez qui la voie veinause laissée en place présentaient d’'autres
criteres de mauvais pronostic non relevés dans étitle.

La mortalité globale a j30 chez nos patients éaitpresque49 %, ce qui est proche des
valeurs habituellement rapportées dans la littéeatqui vont de 46 a 75%. La mortalité

attribuable n’était pas quantifiable, en I'absed@ppariement de nos patients avec des sujets
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contrdles ; cependant, la mortalité attribuable cmsdidoses invasives rapportée dans des

cohortes rétrospectives va de 10 a 49%. Hormidalfmim du cathéter central, les parametres
statistiqguement associés a une surmortalité daine série en analyse univariée étaient I'age,
I'existence d’un choc septique et I'hémodialysa aealyse multivariée, seuls I'age et le choc
septique ressortaient .D’autres études ont pu leorfé mortalité a des scores de gravite,
notamment au score APACHE Il, mais ces donnéesini#tpas recueillies dans notre étude,
qui n’était pas limitée aux services de réanimat®ar ailleurs, la mortalité de nos patients
n'était pas significativement influencée par I'espefongique, probablement en raison
d’effectifs trop petits ; en effet, des études suggéré que certaines especes, notamment
C.parapsilosis étaient responsables d’'une moindre mortaiftd.
Cette étude témoigne de la fréquence des septisénticandida sp dans les hopitaux de
I'Ouest de la France. $.albicans qui demeure largement sensible aux antifongigess,
prédominant, I'émergence deglabratadoit inciter a la prudence dans le choix du tragat
initial, en raison de sa résistance potentiell@ famille des azolés. Il semble indispensable de
poursuivre la surveillance épidémiologique desdtiéms invasives &andida sp afin de
détecter rapidement toute modification de [I'épiddogie et de la sensibilité aux
antifongiques de ces pathogenes responsables ldurte morbimortalité

IV.4.1 Epidémiologie des résistances aux antifongigs deCandida:

1. Reésistances aux échinocandines :
Les échinocandines (micafungine, anidulafunginecaspofungine) occupent une place
croissante dans le traitement de premiere lignecdedidoses disséminé&andida glabrata
est la deuxieme espece la plus fréquente dansffiestions humaines et souvent résistante
aux triazolés. Les propriétés pharmacodynamiquebatmacocinétiques des échinocandines
ont été étudiées dans un modéle de candidose digsgperitonéale &. glabratachez des
souris neutropéniques®®. Les CMI de la micafungine, de lanidulafungine @¢ la
caspofungine étaient respectivement de 0,06, @,05eng/l.

Les données pharmacocinétiques sont linéaires [@surtrois molécules. La vitesse de
fongicidie est relativement lente et augmente daedose. Les posologies nécessaires pour

obtenir un effet antifongique maximal étaient dedre de 5 mg/kg pour la micafungine et la
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Caspofungine, plus élevées pour l'anidulafunginarpabtenir le méme effet. Les données

suggerent que le traitement des candidoses inwaitVeglabratachez le sujet neutropénique
requiert des posologies d’échinocandines plus ékyé'’il n'est habituellement préconisé.

Les parametres pharmacocinétiques associées awssilice@itement des candidoses invasives
par I'anidulafungine sont, a I'état d’équilibre,aunire sous la courbe (ASC)/CMI d’au moins
35 mg/l/h, une concentration plasmatique d’au mdinmg/l et un rapport ASC/CMI d’au
moins 25087

Ces paramétres ont été calculés dans une cohoBepedtients en état clinique critiqtt&®.

Les résultats montrent que I'’ASC était supérieuta @aleur cible dans tous les cas.Un seul
patient avait une concentration résiduelle < 1 mBf revanche, le rapport ASC/CMI
n'était>250 chez aucun patient si la CMI était mg/l, chez 1 sur 8 seulement pour une CMI
de 0,5 mg/l et 6 sur 8 pour une CMI de 0,25 mgés Imémes auteurs ont analysé les
parametres pharmacocinétiques obtenus avec lafoagjpte dans une cohorte de 17 patients
(189 11s montrent que le rapport.&/CMI est supérieur & la cible recommandée de 4 tarss
les cas ou la CMI est 1 mg/l. En revanche, si la CMI est de 2 mg/l, €suitat n’est obtenu
que pour moins de 1 patient sur 5. Le rapport ASG/€st > 250 chez 71 % et 12 % des
patients, respectivement pour des CMI de 0,25 ®infy/l. La caspofungine fait partie des
recommandations de traitement de premiére lignardestions candidémiques chez le sujet
neutropénique, tout particulierement en cas d'eitjpos antérieure au fluconazole en
prophylaxie. Des cas d’infections a souches deidanesistantes a la caspofungine ont été
décrits. Dans le cadre d’'un programme de survedlates infections fongiques regroupant un
ensemble d’hopitaux parisiens, une étude cas-tératénentreprise pour déterminer les
facteurs de risque d’infection@andida sppde sensibilité réduite a la caspofungine (CSRC).
L’étude porte sur 51 cas avec CSRC et 102 témgipar&s pour |'établissement d’origine et
I'année d'isolement de la souche, entre octobr@20@évrier 2016°%,

L’analyse uni factorielle fait ressortir comme faats de risque de CSRC l'exposition a la
caspofungine dans les 30 jours précédents et I'Sgeérieur a 65 ans. L'analyse
multifactorielle confirme ce résultat, avec un O&R5J25 pour la caspofungine et de 3,27 pour

'age. Les études cliniques ont montré que la pylpte des infections invasives a
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Aspergilusfumigatus(AF) par le posaconazole est tres efficace, mallg® concentrations

sériques faibles. Cette discordance pourrait étre @ des concentrations intracellulaires
élevées, notamment dans les cellules épithélialdmgmaires. Des cellules épithéliales
pulmonaires A549 ont été exposees a differentesettrations de posaconazole avant d’étre
infectées par AF soit immédiatement, soit de 6 &elfes apres I'élimination du médicament
[191].
Une étude ouverte non comparative de phase IV lué&va&fficacité et la tolérance d'un
schéma thérapeutique baptisé « Switch précoce » Ipowaitement de candidémies et de
candidoses invasivéS?. Chez les patients répondeurs & un traitementdiaét d’au moins 5
jours par l'anidulafungine— dose de charge de 2@0pmis 100 mg par jour — un relais était
pris par un triazolés per os (fluconazole ou vaoraamle).Dix seulement des 294 patients
inclus étaient neutropéniques en début de traitereralbicansétait en cause dans 42 %des
cas. La durée moyenne de traitement par I'anidotgihe a été de 8,6 jours. Le relais précoce
a été effectivement pris chez56 % des patients, poe durée moyenne de 9,3 jours avec le
fluconazole et 11 jours avec le voriconazole. Lectglobal de réponse en fi n de traitement
(population dite en intention de traiter modifi@#TT) était de 84 %. La stratégie proposee
pourrait permettre d’alléger le traitement des odémlies et des candidoses invasives en
diminuant significativement la durée du traitemeat voie parentérale.

> Emergence de Candida résistants aux échinocandines
En France, jusqu’'a maintenant, I'apparition de GQ@dendésistants aux échinocandines a été
tres anecdotique. Pourtant en 2011, nous avonsvebser le seul site hospitalier Pitié-
Salpétriere, I'apparition chez 5 patients de 7atprésentant des résistances acquises ayant
conduits a des échecs thérapeutiques. Le séquedgagme fks codant pour la production de
la beta-glucan synthase a montré I'existence deations en lien avec la résistance aux
échinocandines.
Alors que le nombre de Candida résistants aux azaléatteint des niveaux limitant
I'utilisation de ces molécules dans les candidopesfondes dues a certaines espéces
(notammentCandida glabrata),I'apparition de souches résistant aux échinocawditoit

inciter a une plus grande surveillance épidémigjogi de ces résistances ainsi qu'a une
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utilisation stricte et rationnelle de cette clagisérapeutique au risque de se trouver dans

quelques années face a I'émergence de souchesrésidtiantes difficiles & éradiquét’

2. Résistance de Candida albicans a la caspofungine

A propos d’'un cas au CHU de Nantes :

Les auteurs rapportent le cas d’'une patiente dans2hospitalisée en février 2011 pour la
prise en charge d'une LAM1 non hyperleucocytaire rdauvais pronostic (multiples
anomalies du caryotype).

Parmi ses antécédents on retrouvait un diabéteymke 2, une obésité et une tuberculose
pulmonaire. Dans les suites du traitement d’inaduncpuis de consolidation, cette patiente qui
présente par ailleurs une mycose périnéale exenbiénéficiera de trois cures de
caspofungine (mars, juin et ao(t) en raison d'émsofébriles non expliqués. La prise en
charge sera marquée par la découverte au moistdjaote fistule recto-vaginale et conduira
a une aggravation sur le plan septique et hémauagiUne biopsie de colon et une biopsie
cervicale retrouveront des foyers fongiques profondla patiente, en échappement
thérapeutique, décédera quelques jours plus taklitactobre.

Au cours de ces huit mois, dix isolats @& albicans seront identifiées dans divers
prélevements (selles, LBA et biopsie colique). uds, rétrospective, par méethode Etestl, du
profil de sensibilité in vitro de ces souches antifangiques, mettra clairement en évidence
I'’émergence rapide d’une résistance a la caspafiendiinsi, alors que la premiére souche de
C. albicansisolée le lendemain de l'introduction du traitetnantifongique était sensible a la
caspofungine (CMI = 0,19 mg/mL), une souche résistaera mise en évidence des le 15éme
jour de traitement (CMI = 3 mg/mL). Une nouvellggenentation de la CMI sera constatée au
cours de la troisieme cure de caspofungine (CMI2>n8/mL). Les profils de sensibilité
seront confirmés par méthode EUCAST (CNRMA). Leusdgage de la région HS1 du gene
FKS1, permettra de corréler 'augmentation progvesdes CMIs a l'apparition, d’abord a
I'état hétérozygote puis homozygote, de la sulgituS645P, mutation impliquée dans la
résistance aux échinocandines. L'étude des coratemts sériques de caspofungine, ne
montrera pas de sous dosage durant les trois sgspiéimérapeutiques. L'acquisition de la

résistance aux échinocandines chez les levuresedte gCandida est une problématique
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d’actualité. Celle-ci peut survenir rapidement @ essite une surveillance réguliere des CMIs

chez les patients a risque d'infection invasivé.
IV.4.2 Facteurs de risques d’émergence des résistas aux antifongiques:
Les infections fongiques sont une cause importaidée mortalité chez les patients
immunodéprimeés, les patients sous chimiothérapiagpoes transplantation de moelle osseuse.
L’'immunodépression a été définie par la présendadeu I'autre des criteres suivants :

* la corticothérapie (au moins 0,5 mg/kg par jourpdednisolone depuis plus d'un
MOis).

* [infection par le VIH.

* la chimiothérapie anticancéreuse au cours desdesigers mois.

* la transplantation d’organe avec traitement immuppgesseur en cours.

» lutilisation d’anti-TNF.
Les candidoses orales et cesophagiennes par exsomplEéquentes chez les patients atteints
du sida. Lorsque Candida s’infiltre dans le fluxngain, I'infection devient systémique et on
parle alors de candidémie. Les candidémies soattaisées par une mortalité de I'ordre de
40 %. Candida albicans peut donner également utktuda d’autres infections car il s’agit
d’'un pathogene opportuniste trés polyvalent.
L'utilisation des antifongiques dans le traitemeet ces infections s’est accompagnée d’un
phénomeéne de résistance a de multiples drogues jMDiR'a cessé d’augmenter.
L’apparition de souches résistantes aux antiforegaest trés spectaculaire spécialement chez
les patients immunodéprimés ou le nombre croisgghtparticulierement a l'origine de
'augmentation des infections fongiques systémiquéis large emploi des antifongiques,
contribue a exercer une pression de sélectionesumiicro-organismes qui développe des
résistances. Ces micro-organismes tiennent unecgquipation particuliéere dont peu de
moyens de lutte sont disponibles.
La connaissance des facteurs de risque des r&gstast importante pour la conception et la
mise en ceuvre de mesures de prévention efficaeesi Res stratégies utilisées pour faire

face a cette issue, la recherche des inhibiteucetle résistance semble étre attrayante.
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Le traitement optimal de premiére ligne des camskdaséveres est un sujet controversé. Si

'amphotéricine B a été la molécule de référenceadpat de nombreuses années, le
fluconazole est devenu une option. Cependant, uaicenombre de candida non-albicans
sont peu sensibles au fluconazole. La caspofunggmeson activité anticandidosique et par
son profil de tolérance reconnu est alternativéregsante pour le traitement des candidoses
invasives.
IV.4.3 Evolution de I'épidémiologie des résistances

1. Intérét de la surveillance :
Depuis ces derniéres années, on note une évoldgohépidémiologie des résistances
aux différents antifongiques, spécialement aux @olLa surveillance de la résistance

1961 plysieurs études sont réalisées

aux antifongiques s’est aujourd’hui généralisée
continuellement dans le but dévaluer la sensiililes agents fongiques aux
antifongiques, qu’ils soient anciennement mis s& fnarché ou en vue de
commercialisation. Dans le premier cas, I'étuderfidudes données sur I'apparition et le
profil de résistance des espéces. Alors que dardelxieme, elle évalue l'activité du
nouvel antifongique par rapport aux autres molécdisponibles sur le marché.
L'’amélioration de la prise en charge des patierdsessite de connaitre I'évolution
épidémiologique des agents pathogenes et de Isistadce aux différents antifongiques.
Chose qui souligne I'importance de cette survedi et I'intérét majeur de la réaliser
d’'une maniere constante. Dans cette partie on vailldé et rapporter les résultats des
plus importants systemes de surveillance en vutal@el’épidémiologie des résistances
aux antifongiques.

2 .Evolution de I'épidémiologie de la résistance auantifongiques :
Les fongémies &andida sppsont fréquentes et séveres. Elles représentent&é 30
cas pour 100 000 admissions hospitalieres et smmonsables en Europe d'environ 15 %
des sepsis séveres et chocs septiques en réammadiles sont associées a une
surmortalité de 14,5 %, une augmentation importaietéa durée de séjour et du colt de
I'hospitalisation. L'analyse des données europégrsug les fongémies @andida spp.

faite dans le cadre de I'European ConfederatioMetlical Mycology (2 089 épisodes a
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travers 7 pays dont la France), a démontré quedpoption des fongémies a Candida

causées par des souches de sensibilité diminuéardiigngiques était faible. Néanmoins,
un suivi de cette résistance est important pouduévases évolutions et I'impact de
I'introduction sur le marché des nouveaux agentgamiques. La France est le seul pays
a faire une surveillance de ce tyjj& %

Une étude mise en place en octobre 2002 visanSutveillance de fongémies a levures
en lle-de-France / et autres infections invasivies lieu de lisolement sont les
Laboratoires des hoépitaux d’aigus de I'AP-HP, dent@es Hospitaliers Universitaires
(CHU) et des Centres hospitaliers généraux (CHG)

Cette étude a permis de déterminer les Caradtpresd de la résistance deandida

albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropiisaét C. kruseaux antifongique§->
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| Indicateur principal I

Anti-infectieux

Fluconazole
Voriconazole

Caspofungine

Type d'indicateur

% de souches de résistantes a fluconazole (CMiz8 mg/l)
% de souches de résistantes au voriconazole (CMI=0.25mg/l)

% de souches avec CMI hautes de la caspofungine (CMI-0,5 mg/l)

interprétation selon les bornes définies par la technique EUCAST (ESCMID]) ou par les études du CHRMA

* Il importe cependant de noter que 'on ne dispose pas de valeur critique pour fluconazole, voriconazele et
C. glabrata et pour voriconazole et C kruser

Type de données Surveillance nationale
Période 2005-2010 2005 | 2006 | 2007 | 2008 2009 2010
Candlida albicans
N souches testées 244 227 265 237 270 263
Fluconazole 4 1 2 0 1 0
Voriconazole 0 1 0 1 3
|Caspofungine | 1 1 1 1 0
Candida glabrata
N souches testées a8 85 113 98 N 112
Fluconazole * 57 64 64 54 49 73
|Voriconazole * | 55 | 4% | 2 | 2 | 32 | 43
Caspofungine 1 4 8 3 3
Candida parapsilosis
N souches testées 53 b2 68 53 a7 56
Fluconazole | o | o | 7 6 4 2
Voriconazole ] 0 3 2 ] 2
|Caspofungine 15 21 25 17 32
Candida tropicalis
|N souchestestées 39 4 47 49 49 48
|Fluconazole 3 12 2 1 0 17
Voriconazole 13 15 9 20 10 29
|Caspofungine | | o | 0o | 0o | 0o | 2
Candida krusei
|N souches testées 8 18 20 17 16 21
|Fluconazole | 100 | 100 | 9 | 94 | 100 | 95
Voriconazole * 50 56 50 53 25 52
|Caspofungine 6 0 0 ] 5
Source des données CNR Mycoses Invasives et Antifongiques

Période de surveillance

2005-2010
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Commentaires :
L'analyse de 6 années de surveillance de la sétssilaiux antifongiques (technique

EUCAST) des principales espéeces de Candida resplassal'infections invasives en
France ne met pas en évidence pas d'évenementstugia chezCandida albicansavec
une prévalence tres faible de résistance aux anfiflpes azolés prescrits en
thérapeutique (fluconazole et voriconazole). llest de méme pour la caspofungine (et
donc pour les autres échinocandines micafungireniglulafungine comme démontré par
un travail récent mené au CNRMA). Ceci permet, dnt de vue microbiologique,
d'utiliser le fluconazole dés que I'état du maltaetorise [200: 201 202, 203.204]
Concernantandida glabrataon note également une prévalence stable deiktagse au
fluconazole, qui ne doit d'ailleurs pas étre udilen premiere intention dans une infection
invasive liée a cette levure. Cette résistancetge sntre 54 et 65% selon les années avec
plus de 35% des isolats résistants également doov@zole en 2009-2010. En revanche,
on note désormais plusieurs isolats@eglabratachaque année présentant une résistance
acquise a la caspofungine avec une fréquence derdeR,7% a 8,2%. Ceci est en accord
avec d'autres données obtenues au CNRMA et avec ddesées récentes nord-
ameéricaines. Dans l'expérience francaise ou noréraaine, ces isolats sont avant tout
décrits en cas d'exposition récente ou en couhgn& ldes échinocandines. Ceci renforce
I'intérét d'une politique de bon usage des antifqugs, ce d'autant que les mutations dans
le gene cible sont associées a un échec thérapeutiq

Alors que nous n'observions pas d'isolat de Candpdaapsilosis résistant au
fluconazole/voriconazole en 2005 et 2006, ces t&@si®s concernent désormais pres de
10% des isolats étudiés ces dernieres années. dbrimm donc de particulierement
surveiller cette tendance lors des prochaines anreze le fluconazole représente
actuellement la proposition thérapeutique de premigne sur le plan international. On
rappelle que le complexe parapsilosis est intrinsétent de moindre sensibilité ou
résistant aux échinocandines. De méme f@amdida tropicalis,on note une prévalence
notable de résistance aux deux azolés testés startaavec la rareté des isolats résistants
a la caspofungine. Enfin, po@andida kruseintrinséquement résistant au fluconazole, la

résistance au voriconazole est stable et cellecadpofungine anecdotique.
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CONCLUSION

Ces deux derniéres décennies ont vu une augmentatiissante des mycoses profondes

chez les patients immunodéprimés. Parmi ces infiestiles candidoses invasives constituent
une menace majeure surtout en réanimation. Leutatitéroscille entre 60 et 90%, ce taux
important est principalement du a la difficulté tdidissement d’un diagnostic rapide ce qui
engendre un retard thérapeutique. De plus, les nsoff@rapeutiques eux méme présentent
des limites qui s’illustrent en :

v" Une famille d’antifongiques cantonnée en quatres#a ;

v" Un spectre antifongique étroit ;

v Une toxicité élevée ;

v" Une absence de forme orale.
Faire face a cette menace nécessite I'utilisatios large des antifongiques existants et incite
I'industrie pharmaceutique a rechercher de nowvetielécules afin de mettre a disposition
des professionnels de santé I'antifongique idéaluii devrait avoir un spectre d'activité
large et étre plus au moins fongicide, ne pas ptéselinterférences négatives et étre doué
de propriétés pharmacocinétiques favorables etedfaible toxicité. Il devrait, en outre, étre
disponible tant par voir orale que par voir intiaegise. Enfin, il devrait avoir démontré son
efficacité dans des essais randomisés portantesupapulations a risque. La caspofungine est
un produit récemment introduit sur le marché. Dgpsa commercialisation en 2002, ce
médicament constitue une avancée dans le traitedeemremiére intention des infections
fongiques invasives.
La résistance confirmée de certaines souches atfpragiques entraine la mise en ceuvre
beaucoup plus systématique des tests de sensilnhié I'absence actuelle de méthodes
standardisées et fiables ainsi que le manque délaton in vitro / in vivo limitent leur
généralisation. Ces tests n’apportent cependantupasréponse infaillible a toutes les
questions qui se posent dans le traitement dextiofs fongiques mais ils restent
indispensables. Dans I'état actuel de la questiantifongigramme ne doit pas étre banalisé :
ses indications doivent étre sélectionnées. Cettestigation est a réserver aux mycoses

profondes et aux colonisations survenant chez disns agressés ou immunodéprimeés.
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Du fait qu’il existe plusieurs méthodes, commeis&ds ou non, permettant de réaliser un

antifongigramme, le choix d’'une méthode de roufiable de la part des biologistes s’est
compliqué. Par conséquent, une incompétence vis-des sa pratique est ressentie de leur
part, ce qui limite sans doute son utilisation desshopitaux. De plus, une connaissance
insuffisante des méthodes disponibles et de Idigitéaest mise en évidence. La diffusion de
recommandations simples, plébiscitée par les bistieg serait sans doute le moyen a travers
lequel ils pourront choisir la technique appropnir I'évaluationin vitro de la sensibilité
aux antifongiques. Des évolutions techniques etartain nombre de recommandations sont
disponibles depuis la période de cette enquétes haaitifongigramme est un sujet qui retient
toujours autant I'intérét des biologistes et dasiakns.

Les modifications dans la fréquence des infectifomgjiques, la répartition des especes
impliguées et I'évolution des résistances aux angfques sont des données qui
permettent de cerner géographiguement les tendampdémiologiques et de sélectionner
un grand nombre de traitements empiriques. Dansoogexte, il est de grande utilité de
déterminer le profil de sensibilité d’isolats chimies locaux aux nouveaux antifongiques.
Notre étude de sensibilité a la caspofungine dascles deCandida isolées dans
'HMIMV, nous a permis de générer des informatiosis le profil de résistance a la
caspofungine de€Candida au sein des différents services de réanimatiors Msultats
prouvent encore une fois que la caspofungine cestiun des rares médicaments
antifongiques promoteurs dans le traitement degctidns fongiques invasives. Ces
constatations pourraient constituer des lignesctlices locales pour le traitement des
candidémies, notamment pour le choix de I'antifopug idéal.

L’amélioration de la prise en charge des patiendsessite de connaitre I'évolution
épidémiologique des agents pathogenes et de Isigtadce aux différents antifongiques.
Chose qui souligne I'importance de la surveillaetd&intérét majeur de la réaliser d’'une
maniére constante. De la sorte, notre étude dengfiditer la volonté de notre établissement
de s'inscrire dans une démarche d’améliorationadednnaissance de I'épidémiologie des
résistances aux antifongiques. Les résultats de @tde devront étre confirmés par d’autres
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études complémentaires et comparatives, surtotuit gjagit d’'une premiere de son genre a
'THMIMV (Maroc).
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RESUME

Titre de la these :Sensibilité in vitro & la caspofungine de 58 sosotie Candida isolées
a I'Hopital Militaire d’Instruction Mohammed V
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Introduction : Les infections invasives &andida constituent une menace majeure en
termes de morbidité et de mortalité surtout enimdation. Les données sur le phénomeéne de
résistance d€andidaaux antifongiques ne sont pas disponibles au Maroc

Objectifs : Etablir le profil de sensibilité phénotypique desushes deCandida a la
caspofungine dans les services des réanimatiobidéVV.

Matériels et méthodes Notre étude prospective a inclus 58 souche€alalidaissues

de préléevements de divers sites périphériques pemtede patients hospitalisés dans les
différents centres de Réanimation. La culture eefitification des souches deandida
étaient faites sur milieu d’isolement Muller-Hinteh la sensibilitén vitro a la caspofungine
était réalisée par diffusion en milieu gélosé dmsdelettes.

Résultats :I'ensemble des prélévements proviennentsies périphériqueandidanon
albicansreprésentait 62% alors g@ealbicansne représentait que 37,93%. La répartities
especes noalbicansétait :C.glabrata(37,65%),C.tropicalis(10,34%) etC.krusei(37,93%).
La caspofungine avait une bonne activité sur toldgssespeces déandida: plus de 77%
étaient sensibles et 12,06% résistantes. Il éiast gctif surC.albicansavec une sensibilité de
81,82%eftC.krusei85,71%C.tropicalis Une sensibilité diminuée était observée pgoandida
glabrataavec 73,92% 6et.tropicalis ave®6,67%

Discussion : Contrairement a la littérature, la distributionsdespéces dans notre étude
montre une prédominance G@andidanonalbicanssurC.albicans C.glabrataest I'espece la
plus isolée apre€.albicans Elle est isolée des sites périphériques, ce dfigrdides données
des Etats-Unis ou elle représente la deuxieme amisandidémie. La caspofungine est actif
sur toutes les espéces @andida Néanmoins, ce médicament représente une meilleure
alternative on cas de résistances au fluconazol¢raiiement de premiere intention des
candidémies.

Conclusion : Nécessitéd’'une surveillance épidémiologique continue desdioses pour
suivre les tendances de leurs profils de sengbdiix antifongiques. Parallélement, une
maitrise des techniques d’antifongigramme s’impoke. point reste a poser sur les
candidémies &.glabratapour qui une prudence s'impose, lorsqu'on envisiggeaiter par la
caspofungine dans une situation susceptible dergienée résistance.
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Introduction: Candidainvasive fungal infections are a major threat ie thopper of
morbidity and mortality particularly in intensivare. Data on these infections in Africa and
specifically in Morocco are not available, partey on the more informed phenomenon of
resistance o€andidato antifungal agents.

Objectives: The aims of our study were to establish the phgriotyusceptibility profile of
isolated strains d€andidato caspofungine with an evaluation of resistaates:.

Materials and methods: Our prospective study included %Bandidds strains from
various peripheral sites isolated from hospi&lizn the intensive care units. Identification
of Candidds strains was done on the medium Muller-Hintow anvitro susceptibility to
caspofungin was performed by agar diffusion oflralied plastic strip impregnated with a
continuous concentration gradient of the antimiabhgent.

Results: All samples were isolate from peripheral sitesndida non-albicans accounted for
62% while C. albicans was only 37.93%. The distitou of non-albicans species was:
C.glabrata (37.65%), C.tropicalis (10.34%) and &ru&7.93%). Caspofungin had good
activity on all Candida species: more than 77,58éxsitive and 12.06% were resistant. He
was more active with a sensitivity of C. albicansl avithC.krusei. Decreased sensitivity was
observed with Candida glabrata with 73,92%. Rest&®ta rates werel3,04%for

C.glabrata,33,33%for C.tropicalis and 4,54%for IBicans.

Discussion:The species distribution, as shown in the liteetshows a predominance of
Candida non albicans on C.albicans C.glabrata is the species the most isolated after
C.albicans It is isolated from peripheral sites on the fise, which differs from U.S.A data
that it represents the second cause of candidedaigpofungin is active on all species of
CandidaexceptC.glabratg whose activity is mostly random in candidemiawduaer, this
drug is a better alternative than fluconazoleistfiine treatment of candidemia.
Conclusion: The need for continuous epidemiological surveillance caindidiasis to
monitor the trends of their antifungal susceptipilior the establishment of guidelines for
treatment. Meanwhile, a mastery of antifungal spsb#ity testing’s techniques is needed.
The point is to put on candidemia wi@iglabratafor who a caution is imposed when we
consider Caspofungine therapy in a situation sudzdeqo generate resistance.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

roa—ila

Lty salsl) sane o Sunl) idinddl Ug e (Candidd dsame A58 dpulua iy 1 O gind)
(caspofunglne)wu )i sian <l

gl Gl J}“‘.-?UJ-.‘M : J—h&“-“

OmisindSll cloandl  clbhill @il dadbiall Al daleall p Awbal) clall)
.(caspofungine).

CYare wand g Gpa i€l ciliand) AL Dpuliall M o aui 8 il 0 Calaal sz calaay)

Dbl ol ) sens g Sunl] didiiaally B35S pall Aliall Clan g B il g Caay 5 A slil)

e a il (Candidgd dame W 58 ciled @ paind il Ao Skiny) liud j 3 odlad) o 3 sal)
) e i 3 Gl s g Bl ) (e 8 (ol ol ) 5 e i
idall = Aoaliad) A H s (Muller-Hinton) Joe by &b ey Gaob e Glcanall Y3 pass o3
A phe Ll 8 el ¢ (caspofungin s stalSl

& ,62% 4 S Candidanon albicans<lSs duias adl se e e il 53 alall cilipe) edlill)
SSYI C.glabrata<ils | cland) (e dilide g1l 4 paad 23 a3l 37,93% 6 s« C.albicanscls oo

.10,34%< C.tropicalis & 12,06%< C.kruseiai 37,93%C.albicans< 4c sis 39,65%- | jLii
Cibcand) &\}ﬁ LS e ol 13 ma LU e) (caspofunging).cps stalSl dpuluall =il <l
OisilSl) S daglie 12,06% 5 ddavsia 10,34% 5 dulea il £159) e 77,59% .(Candidg
5 81,82% Vs e dsiluall 4o cialy cus Clkrusep C.albicans,le Wl jiSi(caspofungine).
Candida J 13,04% 4 siall das Can sl 55 .66,67 Ylual) 4osi cily Ctropicalisd 4eils .85,71%
.Candidaalbicansd 4,54% s Candidatropicalis J 33,33% glabrata

Candida = Candidanon albicansle ous cbal ol 8 Jxi WS o161 a5 () sAddliall
3y landl JS G e A SEYI £ 5l o Candidaglabrata Asisledl &3 sl wilise JS e .albicans
Lea oW Al l€d Ll Cun Lpdalel) @l gall (o (o pall Ale] nie (e a3 (a4 .Candidaalbicans
i€l ell Ll a3 U cuddl Cuglabrata Jic cus A% Y clibll e Gl
1o Uil g Uslii jelal il ¥ A 5ed) Candidaclband) 15 488 e Lo Wl (caspofungine).
Aa daglie Ala i (Fluconazolgd s bsSsil) (e duadl i ol 5all 18 3y &l s Candidaglabrata
Arandl sl #3e 4 (Fluconazolgd s )b sS slall o el

pmsh s 5 il il sl lgibin @0l 3a an ) climall el i e il Aalall sz Ui
Fanlly il pladll bl gl b Aaubiall G o L (e (Sl Cing 4adi gl 3z Mall Ao 53 o0be
& (caspofunging)ossisiulSll aladin) sie dald Z3all 4 sl A6 sy Coglabratac sl ol

Al phadll Claliae e daslie Al g3 O e el (0 s



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

Références bibliographiques:

[1].Garnica.M , Nucci.M. Infections fongiques émergentesAnnles Nestlé  [Fr]
2009;67:135-142.

[2].Lacroix.C, Dubach.M, Feuilhade.M.les échinocandines: une nouvelle classe
d’antifongiques. Médecine et maladies infectieus% (2003) 183-19Chabasse D,
[3].Guiguen C, Contet-Audonneau NMycologie médicaleMasson1999: 122-125
[4].Blanc.V, Eloy.O, Sanchez.R, Mallié.M.College de Bactériologie Virologie Hygiéne
(ColBVH) .pratiqgue de I'antifongigramme dans 62 iépx francais. Journal de Mycologie
Médicale 15 (2005) 197-210.

[5].Grillot R, Lebeau B, Alderbert D, Faure O, Bille J, Woff M. Corrélationin vitro/in
vivo. Détermination de la sensibilité aux antifongiquas laboratoire. In: Infections
fongiques: résistances et nouvelles modalités pleétaques, JIDIF : Optimed EA2003:
47-71.

[6].Alcamo E. I. Fundamentals of Microbiology. London: Addison-We$ublishing
company; 1984: 310-341; 617-699

[7] .kpemissi amana.E Les anacardiace du TOGO : études botaniques, giquks et
propriétés antifongiques. Université de REIMS CHAMBNE-ARDENNE UFR
PHARMACIE. Page 74.

[8]. Ariane G. Comparaison de méthode de deux antifongigramm&B RUNGUS3® et
carte Vitek AST-YS01®. ICHV, laboratoire de bactéogie, Sion.Travail de dipldmeg2008-
20009.

[9]. Marchand.S, Galerie ATB FUNGUS2®, bioMérieux SA (2004-2005).

[10]. EUCAST. EUCAST Definitive Document E Def 7.1: Method fibre determination of
broth dilution MIC's of antifungal agents for fermative yeasts. Clin Microbiol Infect 2008;
14: 398-405.

[11].National Commitee for Clinical Laboratory Standards. Reference method féaroth
dilution antifungal susceptibility testing of yessiApproved standamll27-A. Wayne, PA:
NCCLS, 1997.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[12].National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Reference method

for broth dilution antifungal susceptibility tesinof conidium-forming filamentous fungi.
Approved standard M38-ANational Committee for Clinical Laboratory Standari99§
Wayne, PA.

[13].Rodriguez-Tudela JL, Barchiesi F, Bille J et al Method for the determination of
minimum inhibitory concentration (MIC) by broth dilon of fermentative yeasts. Clin
Microbiol Infect 2003; 9: 1-8.

[14].National Committee for Clinical Laboratory Standards. Reference method for broth
dilution antifungal susceptibility testing of yeasnd edn. Approved standard M27-A2.
Wayne, PA: NCCLS, 2002.

[15].National Committee for Clinical Laboratory Standards. Reference method for broth
dilution antifungal susceptibility testing of filantous fungi. Approved standard M38-A.
Wayne, PA: NCCLS, 2002.

[16].Rodriguez-Tudela JL, Chryssanthou E, Petrikkou E, Mosquera J, Denning DW,
Cuenca-Estrella M. Interlaboratory evaluation of hematocytometer rodtiof inoculum
preparation for testing antifungal susceptibilitcgdilamentous fungi. J Clin Microbiol 2003;
41: 5236-5237.

[17].Lass-Florl.C, Perkhofer.S and Mayr.A In vitro susceptibility testing in fungi: a gldba
perspective on a variety of methods .Mycose: diagndherapy and prophylaxis of fungal
diseases.

[18]. Lass-Florl C et al.In vitro susceptibility testing in fungi: A 185 global peestive on a
variety of methodaMlycose201Q 53:1-11.

[19].Cuenca-Estrella M et al.Frequency of voriconazole resistanoevitro among Spanish
clinical isolates ofCandida spp. according to breakpoints established by thEuagal
subcommittee of the European Committee on AntinbigdoSusceptibility TestingExpert
Rev. Anti Infect. TheR01Q 8:267-276.

[20].Johnson EM Antimicrob Chemothe2008 61: 113-118.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[21].Yang HC, Mikami Y, Yazawa K, Taguchi IL, Nishimura K, Miyaji M, et al.
Colorimetric MTT assessment of antifungal activitly DO870 against fluconazole-resistant
Candidaalbicans Mycosesl99841(11-12):477-480.

[22].Espinel-Ingroff.A, PhD. Antifungal Susceptibility Methods and Their PotahtClinical

Relevance.aboratorymedicine- august 2002- number 8- volu@e 3

[23].TREK Diagnostic SystemsNotice du Sensititre Yeast One.

[24].Linas MD, Cassaing S.Méthodes d’évaluatiorin vitro des antifongiques: étude
comparative des différents tedRevue francaise des laboratoir2801 N°332.

[25].Sanofi Pasteur.Protocole de la galerie Fungitest.

[26].Davey KG, Holmes AD, Johnson EM, Szekely A, ahWarnock DW. Comparative
evaluation of Fungitest and broth microdilution hegts for antifungal drug susceptibility
resting ofCandidaspecies an€ryptococcus neoformandournal of Clinical Microbiology
1998 vol. 36 N°4: 926-930.

[27].Broadasky T. F., Lewis C., Eble T. E Bioautographic thin layer chromatophic analysis
of antibiotics and their metabolites in the wholeingal. | Clindamycin in the rat. J.
Chromatogr., 1976; 123: 33-44.

[28].Canton E., Espinel-Ingroff.A A., Peman J Trends in antifungal susceptibility testing
using CLSI reference and commercial methods. Expevt Anti Infect. Their., 2009, 7, 107-
119.

[29].Pfaller M.A.: New developments in the antifungal susceptibiteégting of Candida.
Curr. Fungal Infect. Rep., 2008, 2, 125-133.

[30]. http://www.clsi.org/source/orders/free/m44-azdf (state of 05.23.2011).
[31].Arendrup M.C., Park S., Brown S., et al.:Evaluation of caspofungin and micafungin
CLSI M44-A2 disk diffusion and associated breakpmitesting using a well characterized
panel of wild type and fks hot spot mutant Candgiddates. Antimicrob. Agents Chemother.,
2011, 55, 1891-1895

[32].Pfaller M.A., Andes D., Diekema D.J., et a) the CLSI Subcommittee for Antifungal
Susceptibility Testing: Wild-type MIC distributionsepidemiological cutoff values and



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

species-specific clinical breakpoints for fluconigzand Candida: Time for harmonization of
CLSI and EUCAST broth microdilution methods. Drugdist. Updat. 2010, 13, 180-195.
[33]. http://www.clsi.org/source/orders/free/m51-gdf (state of 05.23.2011).

[34].Brown S, Traczewski M. Quality control limits for posaconazole disk systdality
tests on Mueller-Hinton agar with glucose and miethy blue.J Clin Microbiol 2007
45(1):222-223.

[35].Sims CR, Paetznick VL, Rodriguez JR, Chen E, &irosky-Zeichner L. Correlation
between microdilution. E-test and disk diffusionthmals for antifungal susceptibility testing
of posaconazole againsandidaspp.J Clin Microbiol 2006 44(6):2105-2108.
[36].Lozano-Chio M, Nelson PW, Paetznick VL, Rex JH.Disk diffusion method for
determining susceptibilities @andidaspp.to MK-099 1.J Clin Microhiol 1999 37(5):1625-
1627.

[37].Arikan S, Paetznick V, Rex JH. Comparative evaluation of disk diffusion with
microdilution assay in susceptibility testing ospafungin againsAspergillusand Fusarium
isolates Anti Microb Agents Chemoth&002 46(9):3084-3087.

[38].Arikan S, Yurdakul P, Hascelik G. Comparison of two methods and three end points in
determination oin vitro activity of micafungin againsAspergillus sppAntimicrob Agents
ChemotheP00347(8):2640-2643.

[39].Messer SA, Diekema DJ, Hollis RI, Boyken LB, &ndolkar S, Kroeger J, et al.
Evaluation of disk diffusion and Etest compared bimth microdilution for antifungal
susceptibility testing of posaconazole againstidgdinisolates of filamentous fungi Clin
Microbiol 200745(4): | 322-1324.

[40].Lopez-Oviedo E, Aller Al, Martin C, Castro C, Ramircz M, Peman JNI, et al.
Evaluation of disk diffusion method for determiningosaconazole susceptibility of
filamentous fungi: comparison with CLSI broth midiation method.Antimicrob Agents
Chemothe200650(3):1108-1111.

[41].Espinel-Ingroff A, Arthington-Skaggs B, Igbal N, Ellis D, Pfaller MA, Messer S, et
al. Multicenter evaluation of a new disk agar diffusimethod for susceptibility testing of



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

filamentous fungi against voriconazole, posacoregzdlaconazole, amphotericin B. and
caspofunginJ Clin Microhiol 2007 45(6):1811-1820.
[42].Fernandez-Torres B, Carrillo-Munoz A, inca |, Guarro J. Effect of culture medium

on the disk diffusion method for determining antigal susceptibilities of dermatophytes.
Antimicrob Agents Chemoth200650(6):2222-2224.

[43].Venugopal PM, Venugopal TV.Disk diffusion susceptibility testing of dermatgpés
with allylamines.iInt J Dermatol1994 33( |1 0):730-732.

[44].Colosi.l, Faure.O, Lebeau.B, Colosi.H, Junie.MPelloux.H,. Comparison of two
methods, E-test® and Neo-Sensitabs® tablet diffusissay, for testing susceptibility of 93
Candida strains to amphotericin B, fluconazolejomrazole, and¢aspofungineSc. Parasit.,
2009, 1-2, 112-122.

[45].Bourounda N. Place de l'antifongigramme dans la prise en chatge infections
fongiques.Thése de Doctorat de Pharmacie. 2010.

[46].Rosco Diagnostica A/ISNEO-SENSITABS Antifungal Agents: Product list 2009
[47].NCCLS. Reference Methods for Broth dilution antifungal sibility testing of yeasts.
Approved Standard, 2nd ed.M27-A2, 2002.

[48].PFaller M.Aet al: correlation of MIC with outcome for candida sgsted against
caspofungine, Amidulafungin and micafungine: analgsd proposal for interpretative MIC
breakpoints. 46,2629,20 08.

[49].Cuenca-Estrella M et al.Correlation between the procedure for antifungateptibility
testing for Candida spp. of the European Committee on Antibiotic SusceftybiTesting
(EUCAST) and four commercial techniques.

[50].Espinel-Ingroff A et al. International and multicenter comparison of EUCA&fd
CLSI M27-A2 broth microdilution methods for testirsgisceptibilities ofCandida spp. to
fluconazole, itraconazole,posaconazole and voraleal. Clin. Microbiol.200543,3884-9.
[51].Pfaller MA, Messer SA Bolmstrom A. Evaluation of Etest for determining vitro
Susceptibility of yeast isolates to amphotericirDiBagn Microbiol Infect Dis 1998;32: 223-7.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[52].AB bioMérieux. E test: Antimicrobial susceptibility testing for vitro diagnostic use.
Copyright AB bioMérieu009.
[53].Wanger A, Mills K, Nelson PW, Rex JH.Comparison of E test and national committee

for clinical laboratory standards north macrodouatimethod for antifungal susceptibility
testing: enhanced ability to detect amphotericirreBistantCandida isolates.Antimicrob
Agents Chemotelr995 39: 2520-2.

[54].Peyron F, Favel A, Michel-Nguyen A, Gilly M, Regli P, Bolmstrom A. improved
detection of amphotericin B resistant isolate€ahdida lusitaniady Etest.J Clin Microbiol
2001, 39: 339-42.

[55].Szekely A, Johnson EM, Warnock DW .Comparison of Etest and broth microdilution
methods for antifungal drug susceptibility testofgnolds.J Clin Microbiol 1999 37:1480-3.
[56].Desnos-Ollivier M, Dromer F, Dannaoui E.Detection of caspofungin resistance in
Candida sppby Etest. J Clin Microbiol 2008;46:2389-92

[57].Pfaller MA, Diekema DJ, Ostrosky-Zeichner L, Rex JH, Alexander BD, Andes D, et
al. Correlation of MIC with outcome for Candida specitested against caspofungin,
anidulafungin, and micafungin: analysis and proptmanterpretive MIC breakpoints. J Clin
Microbiol 2008;46:2620-9.

[58].Pappas PG, Kauffman CA, Andes D, Benjamin DKCalandra TF, Edwards JE, et
al. Clinical practice guidelines for the managementcahdidiasis: 2009 update by the
Infectious Diseases Society of America. Clin InfBct 2009;48:503-35.

[59].Pfaller MA, Diekema DJ, Gibbs DL, Newell VA, Hlis D, Tullio V, et al. Results from
the ARTEMIS DISK Global Antifungal Surveillance @ty 1997 to 2007: a 10.5-year
analysis of susceptibilities of Candida Specie8uconazole and voriconazole as determined
by CLSI standardized disk diffusion. J Clin Microb2010;48:1366—77.

[60].Espinel-Ingroff. A A, Canton E, Peman J, Martin-Mazuelo E. Comparison of
anidulafungin MICs determined by the clinical arabdratory standards institute broth
microdilution method (M27-A3 document) and Etest@andida species isolates. Antimicrob
Agents Chemother 2010;54:1347-50



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[61].Arendrup MC, Garcia-Effron G, Lass-Florl C, Lo pez AG, Rodriguez-Tudela J,
Cuenca-Estrella M, et al. Echinocandin susceptibility testing of Candida csp&
comparison of EUCAST EDef 7.1, CLSI M27-A3, Etedisk diffusion, and agar dilution
methods with RPMI and isosensitest media. Antinbokgents Chemother 2010; 54:426-39.
[62].Garcia-Effron G, Park S, Perlin DS Correlating échinocandine MIC and kinetic

inhibition of fks1 mutant glucan synthases for Gdadalbicans: implications for interpretive
breakpoints. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53-22.

[63].Barbara D, Alexanderand Michael A, Pfaller. Contemporary Tools for the Diagnosis
and Management of Invasive Mycos€dinical Infectious Disease200§ 43:S15-27.
[64].Zambardi G, Parreno D, Monnin V, Fothergill A, Hurt L, Bassel A, McCarthy D,
Canard I, Slaughter J, ICAAC. Poster M-1619, Decemb2005.

[65].Lee S-C, Ring C-P, Lee N, See L-C, Huang J-Ssai C-1, et al. Fluconazole disk
diffusion test with methylene blue- and glucosedted Mueller Hinton agar for determining
susceptibility ofCandidaspeciesJ Clin Microbiol 2001, 39:1615-1617

[66].Rex JH, Pfaller MA, Galgiani JN et al Development of interpretive breakpoints for
antifungal susceptibility testing: conceptual framoek and analysis of in vitro-in vivo
correlation data for fluconazole, itraconazole, asahdida infections. Subcommittee on
Antifungal Susceptibility Testing of the Nationalo@mittee for Clinical Laboratory
Standards. Clin Infect Dis 1997; 24: 235-47.

[67].Rex JH, Pfaller MA, Galgiani JN, Bartlett MS., Espinelingroff A., Ghannoum MA.,

et al. Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testiofjthe National Committee for
Clinical Laboratory Standards. Development of iptetative breakpoints for antifungal
susceptibility testing: conceptual framework andlgsis ofin vitro-in vivo correlation data
for fluconazole, itraconazole, ahndidainfection.Clin Infect Dis1997, 24:235-47.
[68].Dromer.F, mprovisi.L.l , dupont.B.les tests de sensibilité des levures aux antitpres

. Option/Bio 1988 ;199 ( suppol) : 45-46.

[69].Warnock.DW , Johnson.EM Antifungal drug susceptibility testing. Curr Qguti infect
dis 1997; 10:444-448.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[70].CLSI (2008a) Reference method for broth dilution antifungal caibility testing of
yeasts; approved standard-third edition; CLSI dosnatmM27-A3. Clinical and Laboratory

Standards Institute, Wayne.

[71].CLSI (2008b) Reference method for broth dilution antifungaseptibility testing of fi
lamentous fungi; approved standard CLSI documen8-I¥3. Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne.

[72].CLSI (2009) Method for antifungal disk diffusion susceptibyjlitesting of fi lamentous
fungi; proposed guideline. CLSI document M51-P.n€kl and Laboratory Standards
Institute, Wayne.

[73].NCCLS (2004)Reference method for antifungal disk diffusioncamibility testing of
yeasts; approved guideline. NCCLS document M44-National Committee for Clinical
Laboratory Standards, Wayne.

[74].Dannaoui.E ,Lortholary.O et Dromer.F.Techniques d'étude des associations
d’antifongiques in vitro et in vivo chez I'animalydol Med.2003 ;13 :73-85.
[75].Kontoyiannis.DP ,Lewis.RE , 2004 Toward more effective antifungal therapy: the
prospects of combination therapy, British Jourridiaematology, 126 : 165-175.
[76].Polak.A , 1999. The past, present and future of antimgcotmbination therapy,
Mycoses, 42 . 355-370.

[77].Cuenca-Estrella.M, 2004. Combinations of antifungal agents in thgrapvhat value
are they ?, Journal of Antimicrobial Chemotherdgy; 854-8609.

[78].Zhai.B , Zhou.H , Yang.L , Zhang.J , Giam.CZ , Xiamg.X , Lin.X , 201Q Polymyxin
B, incombination with fluconazole, exerts a potemygicidal effect, Journal of Antimicrobial
Chemotherapys5: 931-938.

[79].Kontoyiannis.DP, Lewis.RE 2002. Antifungal drug resistance of pathogeningfu
Lancet,359:1 135-1 144.

[80].Johnson.MD ,Perfect.JR , 200.7Combination antifungal therapy: what can and &hou
we expect ?, Bone Marrow Transplantatid@; 297-306.

[81].Rex .JH, Pfaller .MA. Has antifungal susceptibility testing come of agdifi Infect Dis
2002; 35:982-9.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[82].Bille.J . Structures, modes d’actions et mécanismes detagse des antifongiques

systémiques. In: Conférence de consensus commukie, SPILF. Paris: SRLF, Elsevier Ed;
2004. p. 32-8.

[83].Espinel-Ingroff.A. Evaluation of broth microdilution testing paramseteand agar
diffusion Etest® procedure for testing susceptileli of Aspergillus spto caspofungin (MK-
0991). J Clin Microbiol 2003;41:403-9.

[84]..Jacobs.MR How can we predict bacterial eradication? Intndedt Dis 2003;7
(suppl.1):S13-20.

[85].Rex .JH, Pfaller.MA, Walsh.T , Chaturvedi.V , Espinel- Ingroff.A , et al. Antifungal
susceptibility testing: practical aspects and aurrehallenges. Clin Microbiol Rev
2001;14:643-8.

[86].Bretagne.S. Diagnostic au laboratoire des candidoses etrgiipses invasives. In:
Conférence de consensus commune SFAR, SPILF. B&id:, Elsevier Ed; 2004. p. 14-22.
[87].Conférence de consensus commune SFAR. SPILFRIS-. Prise en charge des
aspergilloses et candidoses invasives de l'adlikete long. In: Conférence de consensus
commune SFAR, SPILF. Paris: SRLF, Elsevier Ed; 2005-13.

[88].Dannaoui .E. Intérét des tests de sensibilité in vitro dansptese en charge des
candidoses et aspergilloses invasives. In: conférele consensus commune SFAR, SPILF.
Paris: SRLF, Elsevier Ed; 2004. p. 52-9.

[89].Merck Canada Inc. Monographie de produit — CANCIDAS..Numéro de la dedte :
142210 ,11,01-a_142210. Date de révision : le ai¢gn 2011.

[90].Caspofungin L743, 872, MK-0991, MK-991. Drugs R D 1999;1: 38%No author list).
[100].Mallié.M. , Bastide.JM. Les nouveaux antifongiques. Rev Fr Lab 2001;337®.
[101].Espinel-Ingroff.A. Comparaison of in vitro activities of the newaolés SCH56592
and the echinocandins MK-0991 (L-743,872) and LY@ against opportunistic
filamentous and dimorphic fungi and yeasts. J ®liarobiol 1998; 36:2950-6.

[102].National Committee for Clinical Laboratory Standards :( nouvellement CLSI).
Reference method for broth dilution antifungal sibility testing of conidium forming
filamentous fungi; Approved standards M38-A, NCCR802, Waine, Pa.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[103].National Committee for Clinical Laboratory Standards (nouvellement CLSI).

Reference method for broth dilution antifungal symibility testing of yeasts; Approved
standards —"¢ edition M27-A, NCCLS, 2002, WainBa.

[104].Pfaller.MA, Marco.F, Messer.SA, Jones RNIn vitro activity of two echinocandins
derivatives, LY303366 and MK-0991 (L-743,792), agiclinical isolates of Aspergillus,
Fusarium, Rhizopus and other filamentous fungigbDi#licrobiol Infect Dis 1999; 30:251-5.
[105].Kahn.JN , Hsu.MJ , Racine.F , Giacobbe.R ,M@i.M . Caspofungine susceptibility
in Aspergillus and non-Aspergillus molds: inhibitiof glucan synthase and reduction of b-D-
1,3 glucan levels in culture. Antimcrob Agents Clotimer 2006;50: 2214-6.

[106].Bertout.S , Jouvert.S ,Reynes.] , Bastide.JM Mallié.M. Fungicidal activity of
caspofungin on C. albicans: electron microscopgifigs and growth evidence. 44th ICAAC,
2004,Washington, USA, Abstract M-1976.

[107].Erst.EJ, KlepserME , ErnstME , Messer.SA, PfallerMA . In vitro
pharmacodynamic properties of MK-0991 determineditmgkill methods. Diagn Microbiol
Infect Dis 1999;33:75-80.

[108].Nelson.PW , Lozano-Chiu.M , Rex.JH. In vitro growth-inhibitory activity of
pneumocandins L-733.560 and L-743.872 against ipabtat amphotericin B- and
fluconazole-resistant Candida isolates: influenéeassay conditions. J Med Vet Mycol
1997,35:285-7.

[109].Vasquez.JA ,Lynch.M , Boikov.D , Sobel.JD. In vitro activity of a new
pneumocandin antifungal, L-743.872, against azoteaptible and -resistant Candida
species. Antimicrob Agents,Chemother 1997;41:1612-4

[110].Arikan.S ,Lozano-Chiu.M , Paetznick.V ,Rex.JH. In vitro susceptibility testing
methods for caspofungin again8spergillus and fusarium isolates. Antimicrob Agents
Chemother 2001;45: 327-30.

[111].Arikan.S ,Paetznick.V ,Rex.JH. Comparative evaluation of disk diffusion with
microdilution assay in susceptibility testing ospafungin againsAspergillusandFusarium
isolates. Antimicrob Agents Chemother 2002; 46:3084



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[112].Diekema.DJ ,Messer .L, Boyken.L ,Tendolkar.SHollis.R , Pfaller .MA. Activity of
new and investigational antifungal agents agamsemt clinical isolates of filamentous fungi.
45th ICAAC, 2005, Washington, USA, Abstract M-1630.

[113].Cuenca-Estrella.M , Gomez-Lopez.A , Garcia-Lpez.A , Mellado.E , Rodriguez-
Tudela.JL . Combined activity in vitro of antifungal agenégainst the multi-resistant
pathogen. 45th ICAAC, 2005, Washington, USA, Alsti-2151.

[114].Arikan.S ,Lozano-Chiu.M , Paetznick.V , Rex.R . In vitro synergy of caspofungin

and amphotericin B againgtspergillusand Fusarium spp Antimicrob Agents Chemother
2002;46:245-7.

[115].Ha.Y ,Covert.SF ,Monamy.M. FsFKS1, the 1,3-3-glucan synthase from caspaftng
resistant fungususarium solaniEukaryotic Cell 2006;1036-42.

[116].Graybill JR , Najvar LK , Montalbo EM , Barch iesi FJ , Luther FM ,Rinaldi MG .
Treatment of histoplasmosis with MK-991 (L- 743,872ntimicrob Agents Chemother
1998;42:151-3.

[117].Mallié M, Bertout S. Caspofungine et mycoses a champignons rares :i#ctivvitro
et in vivo chez I'animal et chez I'hommimurnal de Mycologie Médicale (2007) 17, 25-32.
[118].Pilly.E 2006 CAPSOFUNGINE Mai 06. , 20éme édition Vidal 2005.

[119]. Merck Sharp & Dohme Ltd. Annexe i. Résumé des caractéristiques du trodu
Caspofungine MSD.

[120].Kim R, Khachikian D, Reboli AC. A comparative evaluation of properties and chhic
efficacy of the echinocandins. Expert Opin Pharrttao2007; 8:1479-92.

[121].Delaunay P, Fissore Cinteractions médicamenteuses des antifongiqust@jques.
Journal de Mycologie Médicale 16 (2006) 152—-158.

[122].Garbino J . Caspofungin- a new therapeutic option for orophgeal candidiasis. Clin
Microbiol Infect 2004; 10:187-9.

[123].Villanueva A , Arathoon EG ,Gotuzzo-Noriega IM ,Kartsonis KA , Lupinacci R,
et al. A randomized double-blind study of caspofungiaersus amphotericinB for the
treatment of esophageal candidia€ikn Infect Dis 2001; 33:1529-35.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[124].Arathoon EG, Gotuzzo E, Noriega LM, Berman R$SDiNubile MJ, Sable CA, et al
Randomized, double blind, multicenter study of @dispgin versus amphotericin B for

treatment of oropharyngeal and esophageal candidi@stimicrob Agents Chemother
2002;46: 451-7.

[125].Villanueva A, Gotuzzo E, Arathoon EG, Noriegd M, Kartsonis KA, Lupinacci R,

et al. A randomized double-blind study of Caspofunginsusrfluconazole for the treatment
of esophageal candidiasis. Am J Med 2002; 113:294-9

[126].Mora-Duarte J, Betts R, Rotstein C, Lopes Cambo A, Thompson- Moya L,
Smietana J, et alComparison of caspofungin and amphotericin B feagive candidiasis. N
Engl J Med 2002;347:2020-9.

[127].Maertens J, Raad |, Petrikkos G, Boogaerts MSelleslag D, Petersen FB, et .al
Efficacy and safety of caspofungin for treatment iovasive aspergillosis for patients
refractory or intolerant of conventional antifungiaérapy. Clin Infect Dis 2004;39:1563-71.
[128].Gellen-Dautremer.J, Lanternier .F, Dannaoui.E Lortholary.O. Associations
antifongiqgues dans les infections fongiques inwsivLa Revue de médecine interne 31
(2010) 72-81.

[129].Dannaoui E, Lortholary O, Dromer F. In vitro evaluation of double and triple
combinations of antifungal drugs agaimsspergillus fumigatusand Aspergillus terreus
Antimicrob Agents Chemother 2004;48:970-8.

[130].Singh N, Limaye AP, Forrest G, Safdar N, Muna P, Pursell K, et al Combination
of voriconazole and caspofungin as primary ther@pynvasive aspergillosis in solid organ
transplant recipients: a prospective, multicentehservational study. Transplantation
2006;81:320-6.

[131].Philip A, Odabasi Z, Rodriguez J, Paetznick ¥, Chen E, Rex JH, et al In vitro
synergy testing of anidulafungin with itraconazolericonazole, and amphotericin B against
Aspergillus spp. and Fusarium spjntimicrob Agents Chemother 2005;49:3572-4.
[132].Cacciapuoti A, Halpern J, Mendrick C, Norris C, Patel R, Loebenberg D
Interaction between posaconazole and caspofungicomtomitant treatment of mice with
systemic Aspergillus infection. Antimicrob Agentsé&nother 2006;50:2587-90.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[133].Lortholary O . Associations d’antifongiques. Conférence de cosis® commune
SFAR, SPILF, SRLF. Ann Fr Anesth Reanim 2004:60-AtBnéro spécial.

[134]. MacCallum DM, Whyte JA, Odds FC. Efficacy of cagmgin and voriconazole
combinations in experimental aspergillosis. Antiraiz Agents Chemother2005;49:3697-701.
[135].Marr KA, Boeckh M, Carter RA, KimHW, Corey L. Combination antifungal
therapy for invasive aspergillosis. Clin Infect 2i804,;39:797-802.

[136].Maertens J, Glasmacher A, Herbrecht R, Thiebaut ACordonnier C, Segal BH, et

al. Multicenter, noncomparative study of caspofungircambination with other antifungals

as salvage therapy in adults with invasive asgdesis. Cancer 2006;107:2888-97.
[137].Johnson MD, MacDougall C, Ostrosky-Zeichner L. Perfect JR, Rex JH
Combination antifungal therapy. Antimicrob Agentsethother 2004;48:693—715.
[138].Arikan S, Lozano-Chiu M, Paetznick V, Rex JH In vitro synergy of caspofungin and
amphotericin B againsAspergillus and Fusarium spp Antimicrob Agents Chemother
2002;46:245-7.

[139].Clemons KV, Espiritu M, Parmar R, Stevens DA Comparative efficacies of
conventional amphotericin b, liposomal amphoterid® (AmBisome), caspofungin,
micafungin, and voriconazole alone and in combarafigainst experimental murine central
nervous system aspergillosis. Antimicrob Agentsr@bier 2005;49:4867—75.

[140].Imai J, Singh G, Fernandez B, Clemons KV, Stens DA. Efficacy of Abelcet and
caspofungin, alone or in combination, against CNPesmgillosis in a murine model. J
Antimicrob Chemother 2005;56:166—71.

[141].Sionov E, Mendlovic S, Segal EEfficacy of amphotericin B or amphotericin B-
intralipid in combination with caspofungin againskperimental aspergillosis. J Infect
2006;53:131-9.

[142].Dennis CG, Greco WR, Brun Y, Youn R, Slocum K, Bernacki RJ, et al. Effect of
amphotericin B and micafungin combination on suajihistopathology, and fungal burden
in experimental aspergillosis in the p47phox-/-neurodel of chronic granulomatous
disease. Antimicrob Agents Chemother 2006;50:422—7.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[143].Kontoyiannis DP, Hachem R, Lewis RE, Rivero @, Torres HA, Thornby J, et al.
Efficacy and toxicity of caspofungin in combinatiomith liposomal amphotericin B as

primary or salvage treatment of invasive aspergloin patients with hematologic
malignancies. Cancer 2003;98:292-9.

[144].Herbrecht R, Denning DW, Patterson TF, BennétJE, Greene RE, Oestmann JW,
et al. Voriconazole versus amphotericin B for primaryrépy of invasive aspergillosis. N
Engl J Med 2002;347:408-15.

[145].Caillot D, Thiebaut A, Herbrecht R, de Botton S, Pigneux A, Bernard F, et al.
Liposomal amphotericinBin combination with caspafum for invasive aspergillosis in
patients with hematologic malignancies: a randochig#ot study (Combistrat trial). Cancer
2007;110:2740-6.

[146].Aliff TB, Maslak PG, Jurcic JG, Heaney ML, Cahcart KN, Sepkowitz KA, et al.
Refractory Aspergillus pneumonia in patients wittute leukemia: successful therapy with
combination caspofungin and liposomal amphoteriCiemcer 2003;97:1025-32.
[147].Datry.A , Bart-Delabesse.B La caspofungine : du mécanisme d'action aux
applications thérapeutiques. La revue de médenieenie 27 (2006) 32—39.

[148].Walsh TJ, Teppler H, Donowitz GR, Johan MD, Maertens MD, Baden LR, et al.
Caspofungin versus liposomal amphotericin B for ieitgd antifungal therapy in patients
with persistent fever and neutropenia. N Engl J i4@04; 351:1391-402.

[149].Lanternier.F , Lortholary.O. Caspofungine. Journal de Mycologie Médicale (2010)
20, 190-193.

[150].Mattiuzzi GN, Alvarado G, Giles FJ, et al. Open-label, randomized comparison of
itraconazole versus caspofungin for prophylaxipatients with hematologic malignancies.
Antimicrob Agents Chemother 2006;50:143.

[151].Ibrahim AS, Bowman JC, Avanessian V, et alCaspofungin inhibits Rhizopus oryzae
1,3-beta-D-glucan synthase, lowers burden in bragasured by quantitative PCR, and
improves survival at a low but not a high dose myirmurine disseminated zygomycosis.
Antimicrob Agents Chemother 2005;49:721.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[152].Spellberg B, Fu Y, Edwards Jr JE, Ibrahim AS Combination therapy with
amphotericin B lipid complex and caspofungin aeetat disseminated zygomycosis in
diabetic ketoacidotic mice. Antimicrob Agents Chehsy 2005;49:830.

[153].Reed C, Bryant R, Ibrahim AS, et al Combination polyenecaspofungin treatment of

rhino-orbital-cerebral mucormycosis. Clin Infects[2008;47:364.

[154].Utili R, Durante-Mangoni E, Basilico C, Mattei A, Ragone E, Grossi PEfficacy of
caspofungin addition to trimethoprimsulfamethoxaztleatment for severe pneumocystis
pneumonia in solid organ transplant recipientsn$péantation 2007; 84:685.

[155].Annaloro C, Della Volpe A, Usardi P, Lambertaghi Deliliers G. Caspofungin
treatment of pneumocystis pneumonia during conditigp for bone marrow transplantation.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2006;25:52.

[156].Pilly.E 2010 20éme édition Vidal 2011 Antibiogarde Edition 2011.
CAPSOFUNGINE Mai 2011.

[157].Conférence de consensus commune organisée conjoméent par la SFAR, la
SPILF et la SRLF. Prise en charge des candidoses et aspergillogasives de I'adulte. J
Mycol Med 2004;14: 142—-6.

[158].Kettani .A, Belkhadir Z.H, Mosadik .A, Faroudy.M, A babou.A,Lazreq.C, Shihi.A.
Traitement antifongiqgue des candidoses systémignegtanimation. Journal de Mycologie
Médicale 16 (2006) 16-25.

[159].Sanglard D, et al. Resistance of Candida species to antifungal agentdecular
mechanisms and clinical consequences. Lancet IBisc2002; 2: 73-85.

[160].Yang YL, Lo HJ, 2001 Mechanisms of antifungal agent resistance, Jouoha
Microbiology, Immunology and Infection, 34 : 79-86.

[161].Sionov E, Chang YC, Garraffo HM, Kwon-Chung KJ, 2009. Heteroresistance to
fluconazole in Cryptococcus neoformanss intrinsic and associated with virulence,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 53 : 2 8(813.

[162].Rajendran R, Mowat E, McCulloch E, Lappin DF, Jones B, Lang SMajithiya JB,
Warn P, Williams C, Ramage G 2011. Azole resistance aipergillus fumigatubiofilm is



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

partly associated with efflux pump activity, Anticndbial Agents and Chemotherapy, 55 : 2
092-2 097.
[163].Espinel-Ingroff A, 2008 Mechanisms of resistance to antifungal agentastgeand

filamentous fungi, Revista Iberoamericana de Mig@o 25 : 101-106.

[164].Bizerra FC, Melo ASA, Katchburian E, Freymuller E, Straus AH, Takahashi HK,
Colombo AL, 2011. Changes in cell wall synthesis and ultuastire during paradoxical
growth effect of caspofungin on four different Catad species, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 55 : 302-310.

[165].Fiori B, Posteraro B, Torelli R, Tumbarello M, Perlin DS, Fadda G, Sanguinetti
M, 2011. In vitro activities of anidulafungine and ethantifungal agents against biofilms
formed by clinical isolates of different CandidadaAspergillus species, Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 55 : 3 031-3 035.

[166].Mowat E, Williams C, McCulloch E, Jones B, Ramage 2008 Phase-dependent
antifungal activity against Aspergillus fumigatuseveloping multicellular filamentous
biofilms, Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 62 281-1 284,

[167].Kouidhi .B, Ben Gaied. M, Mhadhebi. L, Bakhrouf .A Bouraoui .A. Les pompes a
efflux en mycologie médicale : mécanismes molécedaiet perspectives hérapeutiques.
Journal de Mycologie Médicale (2010) 20, 304—314.

[168].Chapeland-Leclerc F., Bouchoux J., Goumar A.Chastin C., Villard J., et al
(2005). "Inactivation of the FCY2 gene encoding ipeHcytosine permease promotes
crossresistance to flucytosine and fluconazoleCandida lusitaniag Antimicrob Agents
Chemother 49(8): 3101-8.

[169].Papon N., Noel T., Florent M., Gibot-LeclercS., Jean D., et al(2007). "Molecular
mechanism of flucytosine resistance in Candidddnge: contribution of the FCY2, FCY1,
and FUR1 genes to 5-fluorouracil and fluconazolessiresistance.” Antimicrob Agents
Chemother 51(1): 369-71.

[170].Sanglard D. (2002)."Clinical relevance of mechanisms of antifungalgirasistance in
yeasts." Enferm Infecc Microbiol Clin 20(9): 462jiz 470, 479.

[171]. Song J. L., Harry J. B., Eastman R. T., Olier B. G. and White T. C.(2004). "The



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

Candida albicans lanosterol 14-alpha-demethylaseG(H) gene promoter is maximally

induced after prolonged growth with antifungal dstigAntimicrob Agents Chemother 48(4):
1136-44.

[172].Znaidi S., Weber S., Al-Abdin O. Z., Bomme R. Saidane S., et al (2008).
"Genomewide location analysis 6andida albicandJpc2p, a regulator of sterol metabolism
and azole drug resistance." Eukaryot Cell 7(5)-836

[173].Selmecki A., Forche A. and Berman J.(2006). "Aneuploidy and isochromosome
formation in drug-resistaf@andida albicans Science 313(5785): 367-70.

[174].Zzhang Y. Q., Gamarra S., Garcia-Effron G., P& S., Perlin D. S., et al (2010).
"Requirement for ergosterol in V-ATPase functionderies antifungal activity of azole
drugs." PLoS Pathog 6(6): €1000939.

[175].Kelly S. L., Lamb D. C., Kelly D. E., Loeffler J. and Einsele H (1996). "Resistance
to fluconazole and amphotericine iB@andida albicansfrom AIDS patients." Lancet
348(9040): 1523-4.

[176].Nolte F. S., Parkinson T., Falconer D. J., RiS., Williams J., et al.(1997). "Isolation
and characterization of fluconazole- and amphdterig-resistantCandida albicansfrom
blood of two patients with leukemia.” Antimicrob &gts Chemother 41(1): 196-9.
[177].Martel C. M., Parker J. E., Bader O., Weig M, Gross U., et al""A clinical isolate of
Candida albicans with mutations in ERG11 (encoditegol 14alpha-demethylase) and ERG5
(encoding C22 desaturase) is cross resistant ttesazand amphotericin B." Antimicrob
Agents Chemother 54(9): 3578-83.

[178].Sanglard D., Kuchler K., Ischer F., Pagani J.L., Monod M., et al. (1995).
"Mechanisms of resistance to azole antifungal agen€Candida albicans isolates from AIDS
patients involve specific multidrug transporterghtimicrob Agents Chemother 39(11):
2378- 86.

[179].Sanglard D., Ischer F., Monod M. and Bille J(1997). "Cloning of Candida albicans
genes conferring resistance to azole antifungahtagecharacterization of CDR2, a new
multidrug ABC transporter gene." Microbiology 14B1(2): 405-16.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[180].Schuetzer-Muehlbauer M., Willinger B., Krapf G., Enzinger S., Presterl E., et al.
(2003). "The Candida albicans Cdr2p ATP-bindingsette (ABC) transporter confers
resistance to caspofungin.” Mol Microbiol 48(1)5225.

[181].Coste A. T., Crittin J., Bauser C., Rohde Band Sanglard D.(2009). "Functional

analysis of cis- and trans-acting elements of @lamdida albicansCDR2 promoter with a

novel promoter reporter system." Eukaryot Cell 8{(260-67.

[182].Zimbeck AJ, Igbal N, Ahlquist AM et al. FKS mutations and elevated échinocandine
MIC values amongCandida glabrataisolates from U.S. population-based surveillance.
Antimicrob Agents Chemother 2010; 54: 5042-7.

[183].Walker LA, Gow NA, Munro CA. Fungal échinocandine resistance. Fungal Genet
Biol 2010; 47: 117-26.

[184].Sanglard D, Odds FC Resistance of Candida species to antifungal agemilecular
mechanisms and clinical consequentesicet Infect Di2002;2: 73-85.

[185].Talarmin J.-P, Boutoille D, Tattevin P, Dargére S, Weinbrek P . Epidémiologie
des candidémies : étude observationnelle prosgectivn an dans I'Ouest de la France.
Médecine et maladies infectieuses 39 (2009) 877—885

[186].Howard SJ, Slater J, Sharp A, Goodwin J, Gregon L, Alastruey-lzquierdo A, et

al. Pharmacokinetics and pharmacodynamics of micafy@aidulafungine and caspofungin
for disseminated candidiasis dueGandida glabrata Congrés ECCMID-ICC, Milan, 2011
[0485].

[187].AndesD, Diekema DJ, Pfaller MA, Bohrmuller J, Marchillo K, Lepak A. In vivo
comparison of the pharmacodynamic targets for edaindin drugs against Candida species.
Antimicrob Agents Chemother 2010;54:2497-506.

[188].Baietto L, De Rosa FG, Baietto L, D’'Avolio A,Pasero D, Raviolo S, et al
Caspofungin: is standard dosing optimal or inadefu@harmacokinetic description in a
cohort of patients. Congres ECCMID-ICC, Milan, 2QPB02].

[189].Baietto L, De Rosa FG, Baietto L, D’'Avolio A,Pasero D, Raviolo S, et al
Anidulafungin pharmacokinetic evaluation in a cdahof critically ill patients. Congres
ECCMID-ICC, Milan, 2011 [P803].



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[190] Kurz SG, Bethel CR, Tremblay LW, Blanchard JS, Gake Prati F, et al. Inhibiting
the hyphen; lactamase of Mycobacterium tuberculo@#b) with novel Boronate-
Transitional-State-Analogs (BATSAs). Congres ECCM@LC, Milan, 2011 [O386].
[191].Campoli P, Robitaille R, Laverdiere M, Sheppad D. In vitro posaconazole
pharmacokinetics. Congres ECCMID-ICC, Milan, 2004 84].

[192].Vazquez J, Reboli A, Pappas P, Patterson TReinhardt J, Chin-Hong P, et al A
phase 1V, open-label study evaluating efficacy aadety of intravenous anidulafungin
followed by oral azole for the treatment of caneéitidasol ; invasive candidiasis in
US/Korean patients. Congrés ECCMID-ICC, Milan, 20@153].

[193].Fekkar. A, Meyer .I, Dannaoui .E, Uzunov .M,Eppelboin .L, et al Emergence de
Candida résistants aux échinocandines. Journalydelbgie Médicale (2012);276.
[194].Fournier .B, F. Morio.F, Leterrier.M , Ville rs.D. Résistance de Candida albicans a la
caspofungine : a propos d'un cas au CHU de Narltesrnal de Mycologie Médicale
(2012);287.

[195].Redding SW, Pfaller MA, Messer SA, et alVariations in fluconazole susceptibility
and DNA subtyping of multipleC.albicans colonies from patients with AIDS and oral
candidiasis suffering from one or more episodesinééction. J Clin Microbiol 1997,
35:17615.

[196].Richet H, Roux P, Des Champs C, Esnault Y, Altemont A, French Candidemia
Study Group. Candidemia in French hospitals: incidence rated eharacteristicsClin
Microbiol Infect2002 8:405-12.

[197].Tortorano.AM et al. Candidaemia in Europe: epidemiology and resistance
International Journal of Antimicrobial Agents 270(6) 359-366.

[198].Centre national de référence, rapport d’activté
http://www.pasteur.fr/recherche/RAR/RAR2005/Mym i

[199].Sanglard.D and odds.FCResistance of Candida species to antifugal agemdecular

mechanisms and clinical consequences. Lancet IBisc002 Feb;2(2):73-85.



sensibilité in vitro a la caspofungine de 58 souches de Candida isolées a I'Hépital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat.

[200].Desnos-Ollivier M, Bretagne S, Raoux D, Hoirrd D, Dromer F, and Dannaoui E

2008. Mutations in the fksl gene in Candida allscah tropicalis, and C. krusei correlate
with elevated caspofungin MICs uncovered in AM3 moed using the method of the
European Committee on Antibiotic Susceptibility fieg. Antimicrob Agents Chemother
52:3092-8.

[201].Dannaoui E, Lortholary O, Raoux D, Bougnoux ME, Galeazzi G,et al . 2008.
Comparative in vitro activities of caspofungin ametafungin, determined using the method
of the European Committee on Antimicrobial Susd®itly Testing, against yeast isolates
obtained in France in 2005-2006. Antimicrob Agebtemother 52:778-81

[202].Lortholary O, Dannaoui E, Raoux D, Hoinard D, Datry A, et al . 2007. In vitro
susceptibility to posaconazole of 1,903 yeast teslaecovered in France from 2003 to 2006
and tested by the method of the European comnutteantimicrobial susceptibility testing.
Antimicrob Agents Chemother 51:3378-80.

[203].Pfeiffer CD, Garcia-Effron G, Zaas AK, Perfed¢ JR, Perlin DS, Alexander BD.
Breakthrough invasive candidiasis in patients opafaingin. J Clin Microbiol 2010; 48(7):
2373-80.

[204].Lortholary O, Desnos-Ollivier M, Sitbon K, Fontanet A, Bretagne S, Dromer F
Recent exposure to caspofungin or fluconazole enftes the epidemiology of candidemia: a
prospective multicenter study involving 2,441 patse Antimicrob Agents Chemother 2011;
55(2): 532-8.



Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

= @’honorer ceux_ qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et
de leur témoigner ma reconnaisse en restant fidele a leur
renseignement.

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

- D’étre fidele dans [exercice de la pharmacie a législation en vigueur
aux régles de [honneur, de la probité et du désintéressement.

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

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



PO 2 DI T
__1_[1’_“ —
I R —

s, ML NS e

(_,,Ji-),‘: ufl’l,r{a'@l

higa b Al g

aed Cayiels iige todlie sl o culas ol sdlld Jad o
peallail Ly Lasd (5 Jaeally

Ol Apasanll Aol alla 48 L (5 e g g 3l B JlJ O
Apla) el S5 ey pall alad Slal 5y (S gsae (A1l Y
Aol by e Jsanadl ool il Aypall i jlee oW 2530 ¢
LR PR F PR KA -

Al ol e ol 8l ) aeas B N Y Y
e (DAY sy Sleglee Jlesind e G35 Y Gy o alea
aal ¥ el

ke sk e sl (gagem a® W) Gl ey sl
g DU S IR

"ned J o8 La e dl '




i ged) - (ualdd) daaa daaly
Sl il Aasal) g calal) 4418

88: 13, iy b 2012 : i

:\JJJM Cmad gdaulsl w:\m58 @mhba
da g bl
.............................. e LSle utByly cad
ik (a
wﬂ'&@‘:l‘s@)

B kil 1988 il 3 (2 1 Balajall
dlsuall o9 dlygusall dsladd Jail

.(Caspofungink o silSl) cilianal il jaill cilabiad dpulall 4l duluall 3 Asabad) cilalgl)
8L oo 5 oSl Aol B0 1] s

g Ol gld Gu ol 2l
‘ ﬁslj.?llrlcéﬁu.a!
O pin0 J’}a.d.l o2l oy

bbbl ale § b
Sosnadl Loy Bagdl
=Pl p) ple 355 a0 3L
L] 1 . Foshall Jor 22
daMad! £ Lsesd! 3 jue 3G
ol PY] RPN [
U &besdly Lobo Y sloasd) § 5500 3Gl




