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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI

FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

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

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

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

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et émttides
Professeur Mohammed JIDDANE

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

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a larfhaie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

Conservateur : Ahmed ZAHIDI

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

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

Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Galmhie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

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

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

10.Pr. TAOBANE Hamid* h€urgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

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

ABROUQ Ali*

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

Novembre 1983

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

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

Décembre 1984

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

BOUCETTA Mohamed*

EL GUEDDARI Brahim El Khalil
MAAOUNI Abdelaziz
MAAZOUZI Ahmed Wajdi

NAJI M’'Barek *

SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

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

BENJELLOUN Halima

BENSAID Younes

EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
IHRAI Hssain *

IRAQI Ghali

KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

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

AJANA Ali

AMMAR Fanid

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

EL MANSOURI Abdellah*

EL YAACOUBI Moradh

ESSAID EL FEYDI Abdellah
LACHKAR Hassan

OHAYON Victor*

YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Oto-Rhino-Laryngolog
Chirurgie-Cardi@sculaire
Anatomie

Chirurgie Thaxique
Physiolag

Feumo-phtisiologie
Pédiat

Neurochirurgie
Rhumagpé
Cardiologie

Neurochirurgie
Radltérapie
Médecine Interne
Anesthésigéanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

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

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



44.Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
45.Pr. DAFIRI Rachida

46.Pr. FAIK Mohamed

47.Pr. HERMAS Mohamed

48.Pr. TOLOUNE Farida*

Chirurgie Pédiatuig)

Radiologie

Urologie
Traumatologi¢h©@pédie
Médecine Intern

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49.Pr. ADNAOUI Mohamed Médecine Interne
50.Pr. AOUNI Mohamed Médecine Interne
51.Pr. BENAMEUR Mohamed* Radiologie

52.Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali Cardiologie

53.Pr. CHAD Bouziane Pathologie Chirurgicale
54.Pr. CHKOFF Rachid Urologie

55.Pr. KHARBACH Aicha Gynécologie -Oésique
56.Pr. MANSOURI Fatima Anatomie-Pathptpue
57.Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda Neurologie

58.Pr. SEDRATI Omar* Dermatologie

59.Pr. TAZI Saoud Anas Anesthésie Réanimation

Février Avril Juillet et Décembre 1991

60.Pr. AL HAMANY Zaitounia Anatomie-Pathologique
61.Pr. ATMANI Mohamed* Anesthésie Réaation
62.Pr. AZZOUZI Abderrahim Anesthésie Réanimation
63.Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM Néphrologie

64.Pr. BELKOUCHI Abdelkader Chirurgie Générale
65.Pr. BENABDELLAH Chahrazad Hématologie

66.Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif Chirurgie Gérade

67.Pr. BENSOUDA Yahia Pharmacie galéeiq
68.Pr. BERRAHO Amina Ophtalmologie

69.Pr. BEZZAD Rachid Gynécologie Obstétrique
70.Pr. CHABRAOUI Layachi Biochimie et Chimie
71.Pr. CHANA EIl Houssaine* Ophtalmologie

72.Pr. CHERRAH Yahia Pharmacologie

73.Pr. CHOKAIRI Omar Histologie Embryologie
74.Pr. FAJRI Ahmed* Psychiatrie

75.Pr. JANATI Idrissi Mohamed* Chirurgi&énérale

76.Pr. KHATTAB Mohamed Pédiatrie

77.Pr. NEJMI Maati Anesthésie-Réaniorat
78.Pr. OUAALINE Mohammed* Médecine Prévieat Santé Publique et Hygién
79.Pr. SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH Pharmacologie



80.Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

81.Pr. AHALLAT Mohamed

82.Pr. BENOUDA Amina

83.Pr. BENSOUDA Adil

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

87.Pr. DAOUDI Rajae

88.Pr. DEHAYNI Mohamed*

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

92.Pr. GHAFIR Driss*

93.Pr. JIDDANE Mohamed

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

96.Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

97.Pr. AGNAOU Lahcen

98.Pr. AL BAROUDI Saad

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

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

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

117.Pr. JELTHI Ahmed

118.Pr. MAHFOUD Mustapha
119.Pr. MOUDENE Ahmed*

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réaniimia

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
AnesthésieaRignation

Neurochgier

Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologiebtétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

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



120.Pr.
121.Pr.
122.Pr.

OULBACHA Said
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima ép. BELKHADIR

123. Pr. SLAOUI Anas

Mars 1994

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

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI llham
CHERKAOUI Lalla Quafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina

137. Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

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

155.Pr.
156.Pr.
157.Pr.

ABOUQUAL Redouane

AMRAOUI Mohamed

BAIDADA Abdelaziz

BARGACH Samir

BEDDOUCHE Amoqgrane*
BENAZZOUZ Mustapha

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
EL MESNAOUI Abbes

ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz

OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*
SEFIANI Abdelaziz

Chirurgie Générale

Gynécologie —Obstétrique
Derroligie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstétuig
Traumatologie — Ortluipé
Radiologie
Ophtalmgil®
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Galé
Gynécologie Obstigue
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstgte

Urologie

Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réaaition
Anesthésie Réaation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngolagi
Gynécologie Obstétrique

Médecine Préveatet Santé Publique

Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie

Ophtalmologie
StomatologieGHirurgie Maxillo-faciale
Génétique



158.Pr.

ZEGGWAGH Amine Al

Décembre 1996

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

AMIL Touriya*

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

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

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

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

ERREIMI Naima

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

OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

193.Pr.
194.Pr.

AFIFI RAJAA
AIT BENASSER MOULAY Ali*

Réanimation Médicale

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

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

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie



195.Pr.
196.Pr.
197.Pr.
198.Pr.
199.Pr.
200.Pr.
201.Pr.

ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid (M)

Novembre 1998

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

BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

2000

Janvier

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

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAQUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

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

Novembre 2000

224.Pr.
225.Pr.
226.Pr.
227.Pr.
228.Pr.
229.Pr.
230.Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra

BENAMR Said

BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma

Oto-Rhino-Lagwlogie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Méxdic
Néphrologie
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologi
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie

Pneumo-pialogie

Ophtalmologie

Chirurgie Géads
Chirurgie Geale
Pneumo-phtisiologie

Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthé&éanimation

Traumatologietipédie
Gastro-étntogie

Anesthésie-BAimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine &rhe

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réartioma



231.Pr.
232.Pr.
233.Pr.
234.Pr.
235.Pr.
236.Pr.
237.Pr.
238.Pr.
239.Pr.
240.Pr.
241.Pr.
242.Pr.
243.Pr.

EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*
LACHKAR Azzouz
LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*
ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

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

ABABOU Adil

AOUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid

BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed

EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie etddees Métaboliques
Anesthésie-Réaaiion

Urologie

Traumatologie Orfiétlie
Neurochirurgie

Anatomie Pathgique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgiexla-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réamition
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie

Pneumo-pbtgie
Gastro-Entlogie
Cardiologie

Pédiatri
Dermatologie

Gynécologie Ohstgie
Rhumatologie
Anatomie

Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie

Chirurgie Géaér
Radiologie
Gynécologie Obstpia
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie



273.Pr.
274.Pr.
275.Pr.
276.Pr.
277.Pr.
278.Pr.
279.Pr.
280.Pr.
281.Pr.
282.Pr.
283.Pr.
284.Pr.
285.Pr.
286.Pr.
287.Pr.
288.Pr.
289.Pr.

GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

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

NOUINI Yassine
OUALIM Zouhir*
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

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

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

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

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

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

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina

Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasaire Périphérique
Médecine Interne
Chirurgie Géaée
Hématolodgiéinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Néphrologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pérndnge
Pédiatrie
Urologie

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



316.Pr.
317.Pr.
318.Pr.
319.Pr.
320.Pr.
321.Pr.
322.Pr.
323.Pr.
324.Pr.
325.Pr.
326.Pr.
327.Pr.
328.Pr.
329.Pr.
330.Pr.

LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES:

Janvier 2004

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

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

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

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

NAOUMI Asmae*

SAADI Nozha

SASSENOU ISMAIL*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

Ophtalmologie
Traumatologie Oxtpédie
Gynécologie Obstétuq
Cardiologie
Traumatolo@ethopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Largologie
Traumatologie tBopédie
Chirurgie Générale
Rmeophtisiologie
Néphrologie
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie
Chirurgie Générale
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SAFI Soumaya*
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LARAQUI HOUSSEINI Leila
EL MOUSSAOUI Rachid
MOUSSAOUI Abdelmajid
LALAOUI SALIM Jaafar *
BAITE Abdelouahed *
TOUATI Zakia

OUZZIF Ez zohra *
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
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MASRAR Azlarab
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GANA Rachid

ICHOU Mohamed *
TACHFOUTI Samira
BOUTIMZINE Nourdine
MELLAL Zakaria
AMMAR Haddou *
AOUFI Sarra

TLIGUI Houssain
MOUTAJ Redouane *
ACHACHI Leila
MARC Karima
BENZIANE Hamid *
CHERKAOUI Naoual *
EL OMARI Fatima
MAHI Mohamed *
RADOUANE Bouchaib*
KEBDANI Tayeb
SIFAT Hassan *
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ABIDI Khalid

MADANI Naoufel
TANANE Mansour *
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Pr. BJIJOU Younes

Pr. AZENDOUR Hicham *
Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BOUHSAIN Sanae *

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. LAMSAOURI Jamal *
Pr. MARMADE Lahcen
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Pr. BOUNAIM Ahmed *
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LEZREK Mounir
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Ophtaltagie
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A mon trés cher pére

MAATOUK Ahmed

Autant de phrases aussi expressives soient-elles ne sauraient montrer le
degré d’amour que j’éprouve pour toi. Quoique je dise quoique je fasse, je ne
saurai te traduire les vagques de sentiments qui déferlent en moi. Tu
représenteras toujours pour moi [exemple vivant de persévérance,
d'indulgence, de sagesse, d’honnéteté, et de fermeté. Je te dois ce que je suis
aujourd hui et ce que je serai demain et je ferai toujours de mon mieux pour

rester ta fierté.

En écrivant ces quelques mots, j'ai les larmes aux yeux, Tu m’as tant donné.
Tes conseils et tes morales ont guidé mes pas vers la réussite. Tu as su
m’apporter la force qui m’a poussé a faire ce qu’il y a de mieux en moi. Tu as
su m’inculquer le sens de responsabilité, d optimisme et de confiance face
aux_ difficultés et défaites de la vie.

Aujourd’hui, je te réalise [un de tes réves, je t'offre ce travail en espérant
que tu sauras en trouver, cher pére, le témoignage de mon grand amour et

mes Sinceres remerciements.

Puisse DIEU, le tout puissant, t'accorder santé, quiétude de [esprit et te

préserver afin que je puisse te combler a mon tour. Inchallah.

Fe taime



A ma trés chére mere

RAMMAL Malika

Fondatrice de mes jours, je ne saurai t'exprimer mon amour. Je te dois la vie,
Je te dois ce que je suis. A travers ces lignes je voudrai te rendre hommage.
Toutes les phrases aussi éloquentes soit-elles ne sauraient t'exprimer mes
témoignages. Tu représenteras toujours pour moi un chef d’ceuvre de

tendresse et de délicatesse.

Bébé, tu as veillé a mon bien étre avec sensibilité ; Enfant, tu m'as appris
mes premiers mots, tu as soutenu mes premiers pas, tu m’'as hissé dans mes
chutes ; Adolescente, tu m'as inspiré la sagesse; Etudiante, tu as veillé a
mon succes avec dévouement, tu m'as submergé avec ton affection tout au

long de mon parcouts.

Sur les ailes de ton affection, je me suis envolée. Aujourd hui au bout du
chemin tant attendu, je me réjouis de t'offrir le fruit de tes sacrifices. En ce
jour mémorable, recoit, chére mére, ce travail en signe de mon profond amour
et ma vive reconnaissance.

Puisse DIEU le tout puissant te donner santé, bonheur et longue vie afin que

Je puisse te combler a mon tour. Inchallah.

Fe taime



A mes trés chéres seurs Lamia, Hanane, et mon trés cher

frére Anasse

Votre Sympathie et vos encouragements ont constitué pour moi une aide

morale inestimable.

Sachez que amour et le respect que je porte pour vous sont uniques. Vous

Etes et vous resterez mes freres et sceurs dont je suis fiere

Pour toute [ambiance dont vous m’'avez entouré, pour votre spontanéité et
vos élans chaleureux, en souvenir d une enfance dont nous avons partagé les
meilleurs et les plus agréables moments. Recevez ce travail que je vous dédie

en témoignage de mon affection et mon attachement.

Puisse DIEU, le tout puissant, exhausser vos veux et vous accorder une

longue et heureuse vie.

fkdom)af)me



A mes grands-parents paternels
Mohammed et Fatima
A mon grand-pére maternel

Bouchaib

Que j'ai la chance d’avoir dans ma vie, vous étes toujours dans mon esprit et

dans mon cceur, je vous dédie aujourd hui ma réussite.

Que ce modeste travail, soit [expression des veeux que vous n’avez cessé de

formuler dans vos prieres.

Que DIEU tout puissant vous réserve santé et longue vie

A la mémoire de ma grand-mére maternel

Zahra

Le destin a fait que tu partes trop tot, avant méme de te connaitre, jouir de
ce bonheur et cueillir tes bénédictions interminables. Je regrette de ne t'avoir
jamais connu. Je te dédie ce travail en priant DIEU d accueillir ton dme

dans sainte miséricorde et son éternel paradis.



A ma grande famille MAATOUK

Dont je suis fiere de porter le nom.
A mes oncles, mes tantes ainsi que mes cousins et cousines.

Puisse ce travail témoigner de mon profond attachement.

A la famille RAMMAL

A mes oncles, mes tantes ainsi que mes cousins et cousines.

Je cite particuliérement ma chére tante Fatima

Je ne pourrais jamais exprimer le respect que j'ai pour toi. Quelque part, tu
as participé a mon épanouissement, tu m’as encouragé et soutenu. Tu
m’étais toujours proche. A tout stade de ma vie, tu étais [a.

Puisse ce travail témoigner de ma profonde affection et de mon sincere

estime.



A mes conseeurs 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
Spécialement mes amies du passé et d aujourd hui :

A.B. Kaoutar, T. Fadwa, S. Zohra, K, Hajar, A. Hadda

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 la 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 le personnel du Service de Parasitologie et

Mycologie médicales de L'H. M.I. M.V RABAT

J'ai été énormément touchée par votre gentillesse, disponibilité et vos qualités

humaines. Votre aide et vos conseils m’étaient tres précieux, Je n'oublierai
. ) . ) . . .

pas vos encouragements qui m'ont permis d avoir confiance en moi et de

mener d bien mon travail. £ ambiance que vous créez au sein du laboratoire

rend le travail au laboratoire un vrai plaisir.

A tous les Internes et Résidants et les étudiants en

Master Biologie

Qui ont participé a la réalisation et au bon déroulement de ce travail.

Je cite en particulier,

EL IDRISSI OBAIDA Fatima Zahra

Tu t'es grandement impliquée dans [élaboration de ce travail. Ton aide
m’était tres utile dans chaque étape.

Ton savoir faire m’a était un fort appui. J'ai admiré en toi tes qualités
humaines et professionnelles ainsi que ta compétence et ta disponibilité

chaque fois que tu étais sollicité.

Je tiens a t'exprimer ma gratitude pour ta contribution et ton implication.



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 sengagent ardemment d répondre aux besoins des

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

A tous les collégues, d hier et de demain qui tiendront ce travail entre

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

A tous ceux_dont [oubli du nom n’est pas celui du cceur.

Dans le regret de ne pouvoir tous citer, je dédis ce travail a 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 [océan du savorr.






A notre Maitre et Président de Theése,
Madame Le Pharmacien Colonel
WAFA EL MELLOUKI

Professeur de Parasitologie - Mycologie
Chef de péle des laboratoires de CHMIMY

>/
L

Nous sommes tres sensibles a 'hommage que vous nous faites en acceptant la
présidence de notre jury de these.
C’est un grand honneur pour nous que notre travail soit jugé par le grand
Maitre de Parasitologie-Mycologie que vous étes.

Vos qualités humaines et professionnelles jointes a votre compétence seront
pour nous un exemple a suivre dans [exercice de notre profession.
Nous tenons a vous remercier pour le meilleur accueil que vous nous avez
réservé au laboratoire ainsi que pour la qualité des cours que vous nous avez
disposés toujours aussi clairs.

Veuillez croire a [expression de notre grande admiration et notre profond

respect.



A notre Maitre et Rapporteur de Thése,
Monsieur Le Pharmacien Commandant
BADRE EDDINE LMIMOUNI
Professeur de Parasitologie - Mycologie
Chef de service du laboratoire Parasitologie — Mycologie
de CHMIMY

/ ;’,‘\

Votre cordialité, votre gentillesse, et votre compréhension nous ont
profondément marquées, mais [une des choses que nous retiendrons de vous
est votre écoute. Vous étiez toujours [a attentionné et attentif d nos soucis.

Vos directives nous ont permis d aller de avant dans la réalisation de ce
travail, vous vous y étes impliqués par vos instructions, vos remarques, mais
aussi par vos encouragements dans les moments clés de son élaboration.
Nous tenons d vous remercier aussi pour cette liberté que vous nous avez
permise, votre maniere de penser et de procéder, votre maniére d étre, bref
toute votre personnalité.

Vous étes un grand, plus qu’un professeur a mes yeux, je vous respecte

éenormement...



A notre Maitre et Juge de Thése,
Monsieur Le Pharmacien Lieutenant Colonel
IDRISS LAHLOU AMINE
Professeur de Microbiologie

Nous vous sommes trés reconnaissants de [ honneur que vous nous faites en acceptant
de juger ce travail. Vous avez [amabilité de discuter avec nous certains points clés de
notre analyse, vos remarques pertinentes contribueront sans doute au

perfectionnement du présent travail.

Jamais nous n’oublierons le professionnalisme dont vous avez fait preuve

lors des cours de Microbiologie.

Certes, votre sérieux, vos qualités humaines et professionnelles seront un

exemple pour nous dans exercice de notre profession.

Qu’il nous soit permis de vous exprimer notre reconnaissance et notre grand

estime.



A notre Maitre et Juge de Thése,

Monsieur Le Pharmacien Commandant
MOHAMMED ER -RAMI
Professeur agrégé de Parasitologie-Mycologie

Nous vous sommes tres reconnaissants de [honneur que vous nous faites en

acceptant de juger ce travail.

Vos remarques pertinentes contribueront sans doute au perfectionnement du

présent travail.
Votre compétence, votre dynamique, votre rigueur et vos qualités humaines et
professionnelles ont suscité en nous une grande admiration et un profond

respect.

Veuillez accepter, Monsieur, [assurance de notre estime et profond respect.



A notre Maitre et Juge de Thése,

Monsieur Le Pharmacien Commandant
JAMAL LAMSAOUIRI
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

exemple pour nous dans [exercice de notre profession.

Qu’il nous soit permis de vous exprimer notre reconnaissance et notre grand

estime.
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[.  Introduction :
Au cours de ces vingt derniéres années, il a ésereb une augmentation constante des
infections fongiques invasives nosocomiales devieaarsi un probleme de santé publique.
Cela est principalement dd Entensification des protocoles d'immunosupprassen
oncohématologie, mais également des procéduresiv@gaen réanimation et transplantation
d’'organes. Elles sont également communautairegmment au cours de l'infection par le
virus de l'immunodéficience humaine (VIH) et a &vdur des voyages pour les mycoses

tropicales™.

Les agents fongiques responsables des fongémiessives sont les champignons
filamenteux tels que Aspergillus et les levures surtout celles appartenant avedeamndida
puisqu’on trouvel0 000 cas d’aspergillose invasjuesurviennent chaque année aux Etats-
Unis et, selon les continents, les candidémies pmauentre la quatrieme et la septieme
position parmi les septicémies. De plus, mém&andida albicansreste I'agent le plus
frequemment impliqué au cours des infections fomgggsystémiques, des especes fongiques
ont émergé surtout chez les patients aux défens@sinitaires amoindries ( les patients
greffés, sidéens, héroinomanes, traités par céatdsc long terme, présentant une pathologie
hématologique, diabétiques...), commie tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
guilliermondii, C. krusei, C. lusitaniaggu récemment décrites comrfiedubliniensis Ces
derniéres souches naturellement sensibles ontsaadgairésistances, ce qui dans certains cas a
pu étre corrélé avec I'évolution clinigtfe

Une étude récente montre que les infections foregigai en particulier les candidémies, ont
une incidence de 0,20 a 0,38 pour 1000 admiss@asdida albicansest identifié dans 56 %
des cas et la mortalité afférente a 30 jours e8¢ %. Face a I'importance et a la gravité de
cette pathologie, le biologiste doit pouvoir commouer le plus rapidement possible au
clinicien lidentité de la souche isolée pour recoamder un traitement de premiere
intention®.

La thérapeutique antifongique est longtemps restgetonnée a un petit nombre de
médicaments, en particulier dans les mycoses siygiés L'amphotéricine B (AmB) par

voie intraveineuse, chef de file chronologique degifongiques systémiques, reste la



premiere en efficacité, notamment chez les sujetsnunodéprimés. L'arrivée de la
flucytosine™, des dérivés azolés comme le kétoconazole, premgievé azolé systémique
disponible par voie orale, présente un grand ihtiés la thérapeutique des mycoses grace a
un spectre trés large, une diffusion rapide dasdissus, a I'administration orale facile et a
une bonne toléranc@. Puis le fluconazole et litraconazole, et aprésvbriconazole, le
posaconazole et le ravuconazole représentanblissdierniers-nés de cette famille des azolés.
Ces trois dérivés ont en commun un spectre élatguies les espéeces @andidaet a de
nombreux champignons filamenteux dont Aepergillus couvrant ainsi la grande majorité
des espéces pathogenes. Plus récemment, des ftipitkgues d'Amphotéricine B ont
représenté des étapes importantes dans I'améiordé I'efficacité, mais également de la
tolérance des antifongiques systémiques. Enfimaleselles molécules, appartenant ou non
aux classes thérapeutiques déja disponibles, soroars de développement in vitro, en
expérimentation animale, et pour certaines d'erdlles, dans de larges protocoles
thérapeutiques multicentriques internation&lix

Cette ascension croissante de I'utilisation defaagiiques a pour conséquences :

- d'une part)'apparition ou la sélection d’especes de champignarésentant des résistances
primaires ou ayant acquis une résistance seconeairaison du traitement antifongique de
longue durée a titre curatif ou prophylactiqueletejue la résistance primaire @andida
krusei et la résistance secondaire possibleCdadida glabrataau fluconazole (FCZ) par
mécanisme d’efflux ; ainsi l'identification rapidie ces deux espéces est importante pour
pouvoir donner un conseil thérapeutique,

- d’autre part, 'éemergence de nouvelles espéeceshdenpignons (levures ou champignons
filamenteux) nécessitant une utilisation plus ladjantifongiques existants, ainsi que la
recherche de nouvelles molécules. Ceci a doncieétime mise en ceuvre beaucoup plus
systématique de tests de sensibilité in vitrodes méthodes variées ; aussi une évaluation de
la sensibilité in vitro aux antifongiques est fatile pour le clinicien en cas de suspicion
d’infection profonde a levures. Devant la diversiegs méthodes d’identification et de mesure

de la sensibilité des souches aux antifongiquesgtio, il nous a paru nécessaire d’étudier



I'intérét porté a ces techniques et d’évaluer é&suitats obtenus pour une molécule qui est le
kétoconazol&’.

Enfin, des variations de la distribution des espdoagiques, tant géographiques que dans le
temps, ainsi que I'élargissement récent de l'alsdrgiapeutique compliquent le choix d’'un
traitement antifongique empirique et renforcentbsoin d’'un outil de détection in vitro
d’éventuelles résistances. Ainsi, la demande diescieins en termes de criteres de choix
thérapeutiques s’est faite plus pressante. Parallt, un certain nombre de méthodes,
commercialisées ou non, permettant d’évaluer Isibéité in vitro des champignons aux
antifongiques ont été développées. Les questidasves a la fiabilité, & la pertinence et aux
modalités de réalisation de l'antifongigramme (AT$nt donc revenues récemment au

premier plarf?.

A la lumiére de ces éléments, il s’est avéré iswant de mettre en place une étude de
surveillance des résistances aux antifongiqueseau de I'hopital Militaire d’Instruction
Mohammed V de Rabat (HMIMV). Cette étude nous pénaele mieux cerner le profil de
sensibilité des souches @andidaaux différents antifongiques systémiques, notamnent
kétoconazole, surtout que ces données en Afriqydustprécisément au Maroc ne sont pas

disponibles.
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[I. Matériels et méthodes :

[I.1 Lieu et période de I'étude :

Il s’agit d'une étude prospective qui s’est déreuléau sein du service de
parasitologie/mycologie meédicale de [I'Hopital Milite d’Instruction Mohammed V
(HMIMV) sur une durée de Sois (Septembre 2011- Mai 2012).

1.2 Criteres d’inclusion :

Toutes les souches d&andidaisolées dans les services de réanimation du CHURdbat
(réanimation médicale et chirurgicale de 'HMIMV a& I'hdpital universitaire Avicenne), en
plus du service d’hématologie clinique de I'HMIMVpartir d’'une hémoculture ou d’un site

corporel périphérique, sont incluses.

1.3 Méthodologie :
1. Prélevements :

Dans cette étude deux types de prélevements sdosirdes prélevements sanguins pour la
réalisation des hémocultures, et des écouvillormagdge différents sites corporels

périphériqgues (buccal, nasal, anal, auriculetinectal) en plus des urines.

+ L’hémoculture : nécessite 3 prélévements sanguins successifs ems&sndirectement dans
le milieu de culture Mycosis-IC/F fournit dans déscons (figurel), qui servent pour la
culture aérobie du sang, les flacons ainsi ense@sesont transportés rapidement au
laboratoire pour lincubation dans le Bactec® 90&iQure 2), appareil de la série a
fluorescence concu pour la culture et la mise adeérce sélective des levures dans le sang.
Le délai d’'incubation est de 10 jours, si aucunsitpaté n'apparait, le flacon est considéré
négatif, par contre une hémoculture positive sauitgpar un signal sonore accompagné de
'emplacement du flacon positif. Ce dernier estiqep dans I'objectif de déterminer la
cause de la positivité du flacon, pour ce faire undture sur milieu Sabouraud
chloramphénicol avec et sans Actidione ainsi querslieu chromogéne est realisée.

+ Sites périphériques: sont utiliségpour la réalisation de I'index de colonisation traduit
le degré d’envahissement du corps, pour ce faige,mélevements sont pratiqués sous



forme d’écouvillonnage buccal, nasal, auriculaimeal et trchéal en plus du préléveme

de l'urine.

2. culture etidentification :

La culture des différents prélevementdfectue sur milieuSabouraud chloramphénicol a\
et sans Actidione®t sur milieu chromoge.

L’ensemencement se fait par striation aupres dibbazéne pour éviter toute contaminas
Selonl'origine du prélévement, la gélose est placée daresétuve a 30°C ou a 37 °C. |
levures ayant un temps de génération d'environ @&eke les colonies se développ
rapidement en 24 a 48 heu Aprés leur croissance, les levures apparaisserst fsrme de
colonies blanchatres et crémeuses spécifiqueCandida sur milieu Sabourau ou sous
forme de colonies de couleurs différentes en fonctie I'espece sur milieu chromoge
(figure 3).

3. Lecture des résultat :
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Figure 1: Flacon Figure 2: Photo du Bactec Figure 3: Aspect des
d'’hémoculture 9050 colonies deCandida




L’identification de Candida albican se fait directement a la couleur et a I'aspect al
colonie, pour les autres levures, des examens éongpitaires sont nécessaires pour iden

I'espéce en cause. Elle se fait comme :
Colonies de couleur rose a vide =» C. albicans

Colonies turquoisesbrillantes, plates a contours régul — morphotype lisse (¢ =
C. glabrata=» RTT Glabrata

Colonies turquoiseseés intenses, bombées, a contours rég — morphotype liss (S) =2

C . tropicalis

Colonies turquoisesj’aspect sec, a contours irrégul — morphotype rugueux (R)=>

C. Krusei=>» Krusei Color

Colonies blanchatre® autres espéces |
levures = galerie  bochimique
d’identification API.

Candida tropicalis Candida sp
PN 4

Candida glabrata



Figure 4 : Identification des espéeces dendidasur le milieu chromogénique. [Photos du laboratdi
parasitologie mycologie de 'THMIMV de Rabat]

4. Antifongigramme : profil de résistance phénotypiue

Le but de I'antifongigramme est de déterminer laa€amtration Minimum Inhibitrice (CMI)
d’'une souche fongique vis-a-vis de divers antifgngs pour détecter une éventuelle
résistance. Par définition, la CMI est la plus faiboncentration d’antifongique capable de
provoguer une inhibition compléte de la croissaticme souche donnée apres une certaine
période d’incubation.

Dans notre étude, sur les esperes ienlénc atfidaatiyn antifongigramme est réalisé afin

\ x L Candida glabrata
d’évaluer le taux de résistance L

trouvées dans les prélévements aux
médicaments antifongiques par interprétation désuva de CMI obtenues. Notre démarche

d’antifongigramme est réalisée par la méthode ffesibn en milieu gélosé des disques.

Intérét clinique : Les disques d’antifongigramme permettent de déteama sensibilité des
levures du genr€andidaaux agents antifongiques par une méthode de diffusn milieu
gélosé. Cette méthode suit une procédure standargigbliée par le CLSI/NCCLS. Dans
notre travail nous nous sommes limités a I'étudekéioconazole. Les autres antifongiques

font I'objet également d’autres travaux.

Principe : Des disques de papiers imprégnés avec une coatentrdéterminée
d’antifongique sont déposés a la surface du mNBiGBM (Muller Hinton additionnée de
2% de glucose et Qg/ml de bleu de méthylene) préalablement ensemere@un inoculum
calibré, préparé a partir d'une culture pure engule la levure a tester. Un gradient de
concentration d’antifongique s’établit autour désqdes dans la gélose. Aprés incubation, le
diamétre des zones d’inhibition est lu autour disgues afin de déduire les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de I'antifongique tést ceci va nous permettre de conclure la
catégorisation clinique de la souche testée :teddis (R), sensible dose dépendante (SDD) et

sensible (S).



Présentation: Les disques sont fabriqués a partir de papieorabst de qualité supérieure,
ilIs ont un diametre de 6,5mm, imprégnés d‘antifqngs a des concentrations précises. Ces
disques sont clairement identifiés par un symlgol@portant 3 lettres suivi de la charge

exprimée en pg imprimés sur les deux cétés du disqu

N.B: Les disques Bio-Rad sont présentés en cartouch80ddisques conditionnés en

containers étanches contenant un déshydratant.

Tableau 1: Caractéristiques du disque du kétoconazole

Charge du disque | Symbole Conditionnement

Kétoconazole 50ug KET 50 1 x 50 disques

Mode opératoire : le référentiel du CLSI/ NCCLS recommande ['utilisat du milieu
MHGBM pour la réalisation de I'antifongigramme : Mar Hinton avec 2% de glucose et
0,5ug/ml de bleu méthyléne. Apreés avoir préparé ceemilie culture, nous versons 25mi
dans une boite de pétri ronde de diamétre de 90%pnés solidification, nous laissons sécher

15 minutes a 37°C avant utilisation.

L’inoculum standardisé a 0,5 McFarland est prégapartir d'une culture pure de 24 heures
de levures de genreCandidg obtenue sur un milieu disolement (Sabouraud
Chloramphénicol). Pour ce fait, I'équivalent dedomnies bien isolées de 1 mm de diamétre
est mis en suspension dans du sérum physiologtgrikesAprés homogénéisation au vortex
de la suspension ainsi préparée, I'opacité estégus 0,5 McFarland, soit par addition de
sérum physiologigue soit par ajout de colonies Bupentaires afin de généraliser une

concentration unique pour les différentes suspessio

Dans le cas de l'antifongigramme I'ensemencementagepar écouvillonnage : dans les
15 minutes suivant l'ajustement de l'inoculum, olonge I'écouvillon de coton dans la
suspension ainsi préparée en tournant plusieuss foexcés du liquide est éliminé en
pressant I'’écouvillon fortement contre la paroitdbe au-dessus du niveau du liquide. Apres

séchage du milieu 15 minutes a 37°C, la totalitélad®oite est ensemencée a l'aide de
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I’écouvillon selon la méthode standard. On rép@&eolivillonnage plusieurs fois en tournant
la boite de 60° de maniere & s’assurer de 'homéige de la répartition de I'inoculum sur

toute la surface de la boite y compris les bords.

La boite ainsi ensemencée est laissée ouverte pelda 5 minutes (sans dépasser 15
minutes) afin de laisser absorber I'exces d’hurdiddavant de déposer les disques
d’antifongiques a l'aide d’'une pince stérile. Apagsplication de ces disques, les boites sont
incubées a 35+/-2°C pendant 24 heures.

Lecture et interprétation : Les diametres des zones d'inhibition sont mesag@es 24h
d’'incubation. Pour cela, les boites sont placéasusu fond noir non réfléchissant et on
effectue la lecture sous une lampe. Si la cultatensuffisante la boite est ré-incubée pendant
24heures supplémentaires avant d’effectuer la hectu 48 heures. La mesure est faite
jusgu’aux colonies de taille normale, puisqu’il psssible d’observer des colonies de petite
taille qui ne doivent pas étre prises en compte polecture en question. Les diamétres des
zones d’'inhibition sont exprimés en millimetre, darrespondance diametre, concentration

minimum inhibitrice (CMI) et catégorisation clinigwest resumée dans le tableau suivant :

Tableau 2 :Interprétation des résultats de I'antifongigramme

Antifongique Charge | Symbole | Diamétre de la zoneConcentration  minimum
d’inhibition en mm inhibitrice CMI en pg/ml
R SDD S R SDD | S
Kétoconazole | 50upg KET 50 |<10 10-20 > 20 >6,4 1,56- | <1,56
6,4

Contréle qualité du test :le tableau suivant rassemble les limites accepalds diametres

d’inhibition obtenus par diffusion en milieu gélgséur les souches de référence ci-apres :

Tableau 3 :Souche de contréle qualité de I'antifongigramme

Limites acceptables des diamétres d’inhibition (nm)
Disque Charge du disque Candida albicans Candida albicans
DP 3153A DP 41R5FC
Kétoconazole 50 ug 25-36 29- 39
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Figure 4 : préparation de I'inoculum a 0.5 McFarland, eteenencement de la souche par
écouvillonnage [photos du laboratoire de paragiielonycologie de I'HMIMV de Rabat




Figure 5 : Préparation de 'inoculum a 0,5 McFarland.[Photosaboratoire de parasitologie 'HMIMV Rabat]
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Figure 6: Ensémencement de la souche et dépdt du disquardiédhgique. [Photos du laboratoire de
parasitologie mycologie de 'THMIMV de Rabat]
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Diameétre de la zone
d’inhibition

Sotiches sensihl

“Souches résistantes

Figure 7 : Lecture des résultats de I'antifongigramme. [Phaioaboratoire de parasitologie mycologie
'HMIMV de Rabat]
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1. Résultats :

Durant la période de I'étude, 85 souche<Lamdidasp. sont incluses, dont 25 souches sont

by

isolées a partir des hémocultures, alors que 6Qhssu proviennent des autres sites
périphériques (buccal, nasal, vaginal, rectal....... ).

Tableau 4Types des prélévements effectués et leurs pougesta

I

Hémocultures 25 29,41
Sites périphériques 60 70,59
Total 85 100

B Hémocultures

M Sites périphériques

Figure 8ypes des prélévements effectués et leurs pouigenta



[11.1 Répartition globale des especes isolé :

La répartition des souches isolées montre une prisdmce deCandida non albicar (58

souches) par rapport@andida albican (27 souches).

Tableau 5: Proportion des espécalbicanset nonalbicansdans les prélevements effect

C. albicans 27 31,76
C. non albicans 58 68,24
Total 85 100

m C. albican:
® C. non albican

Figure 9: proportions de&Candida albican®t non albicans

Notre collection de souche nous a permis d’isolespéces différentes (Candidg dont la
prédominance revient @andida glabrat avec 33 souches, suivie Candida albicans,
Candida tropicalis,puis Candida kruseiet finalementCandida dubliniensisLa répartition

des souches isoléest illustrée dans le tablea :

18



Tableau €roportion des différentes espece«Candidaisolées

C.glabrata 33 38,8
C.albicans 27 31,7¢
C.tropicalis 13 15,2
C.krusei 11 12,9¢
C.dubliniensis 1 1,1¢
Total 85 10C

m C.albicans
© C.tropicalis
m C.krusei

w C.dubliniensis

Figure 1C : distribution des différentes espécesGimdida

[11.2 Répartition des especes selon le type de prélevert :

% Hémoculture :
L’hémoculture a servi pour l'isolement de 5 espeatiéférentes d«Candid: avec une
prédominance d€andida glabrat avec 11 souches sur 25 préléevemenisjie deCandida
albicans,puis les autres espéces du geCandidabien évidemment.
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Tableau 7Proportion des différentes espéceCandidaisolées a partir dd®moculture

C.albicans 8 32
C.glabrata 11 44
C.tropicalis 2 8
C.krusei 3 12
C.dubliniensis 1 4
Total 25 10C

.glabrata
o C.tropicalis

m C.krusei

B C.dubliniensis

Figure 11 :distribution des différentes especesCandidaisolées a partir des hémocultt

#% Sites périphériques

A partir des sites corporels périphériques, 4 espddférentes ont été isolées dont I'espéc

plus représentée est toujo@andida glabrate avec 36,67%, suivie déandida albicansla

troisieme place est occupée |Candida tropicaliset dernieremen€andida kruse(tableau

8).
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Tableau 8 :Proportion des différentes espece<Candidaisolées a partir des sites périphéric

C.glabrate 22 36,67
C.albicans 19 31,67
C.tropicalis 11 18,3:
C.krusei 8 13,3¢
Total 60 10C

m C.albicans
B C.glabrata
= C.tropicalis
m C.krusei

Figure 12 :distribution des différentes espécesCandidaisolées a partir des sites périphéric

[11.3 Sensibilité in vitro au kétoconazole des especes isol :

La figure 13décrit I'activité du kétoconazole -a-is de I'ensemble des especes isol
L’antifongique est significativement actif sCandidapuisque I'étude faite montre un ta
faible de résistance de ldne de 20%, alors que 54,12% des souches isaéésensibls a

cet agent antifongique, sans oublier que les residose dépendantes (SDD) occuper
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taux de 25,88%. La figurgé4, quant a elle, indique la distribution des diam®tdes zone
d’inhibition.

Tableau 9 :sensibilité des souches Candidaisolées vis a vis du kétoconaz

Sensible 46 54,12

SDD 22 25,88
Résistante 17 20
Total 85 100

N .
0

Sensible SDD Résistante

Figure 13:proportions des souches résistantesensibles et sensibles selon la dose aisis du kétoconazole
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= Nombre de souch

m Diamétre de la zon
d'inhibition en mr

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figure 14 : Distribution des diamétres des zones d'inhibitiamar

N.B. Catégorisation respective de sensik :

- Les souches dont le diameétre de la zone d’inhibiéist< 10 mm sonrésistantes.

- Les souches dont le diamétre de la zone ititndn est entre 10 et 20 n sont
intermédiaires ou sensibles d-dépendantes.

- Les souches dont le diameétre de la zone d'inhibiist> 20 mm sont sensible

[11.4 Sensibilité selonle type de prélevemer :

% Hémocultures :

Les isolats provenarmtes hémocultures sont plus sensibles au kétocanazolrapport au
isolats prélevés a partir des sites périphériques ane forte sensibilité dépassant les ¢
puisque le pourcentage trouvé de souches sensiliele 92% et celui de souches réntes

est nul.
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Tableau 10 :Pourcentage des souct dans chaque catégorie (Sensible, Sensible Dose
DépendanteRésistante) pour les souches provenant des hétnas

Sensible 23 92
SDD 2 8

Résistante 0 0
Total 25 100

20

: i
-

Sensible SDD Résistante

Figure 15 : Sensibilité des souches Candidaisolées des hémocultures
% Sites périphériques:

Contrairement aux hémocultures, les souches provetes différents sites périphérigu
prélevés sonimoins sensibles i kétoconazole avec une sensibilité ne dépassaepd9%o.
Les pourcentages des souc dans chaque catégorie (S, SDD, R) saspectivement de
38,33%, 33,33%, et de 28,3:
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Tableau 11:Pourcentage des souc dans chaque catégorie (Sensible, Sensible Dosendépe, Résistante)
pour les souches provenant sites périphériques

Sensible 23 38,33
SDD 20 33,33

Résistante 17 28,33
Total 60 100

Sensible SDD Résistante

Figure 16 : Sensibilité des souches Candidaisolées desites périphériqut

» Site buccal:

Des 34 souches isolées du site buccal, 12 sositdes au kétoc@zole, 13 sont sensibl

dosedépendantes et 9 sont résistal
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Tableau 12:Nombres et pourcentages des soucheCandidaisolées du site bucc

Sensible 12 35,3

SDD 13 38,23

Résistante 9 26,47
Total 34 100

m Sensible
mSDD
" Résistante

Figure 17 : Sensibilté des souches @andidaisolées du site bucc
» Site anal :

Des 10 souches isolées du site anal, 6 souchesesibles, alors que seulement une so
est résistante.

Tableau 13 :Nombres et pourcentages des soucheCandidaisolées du site ar

Sensibl¢ 6 60
SDD 3 30
Résistante 1 10
Total 10 100
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M Sensible
mSDD

I Résistante

Figure 18&knsibilité des souches dgandidaisolées du site anal

Pour le reste des sites prélevés (nasal, urinainégulaire, vaginal), le nombre des souc
sensibles, sensibles dose dépendantes et résicest représenté dans la figure. A partir
du site auriculaire et du site vaginal, la seulecke isolée st résistante tandis que la mo
des souches du site nasal est sensible et I'autigénest résistante, et enfin pour le ¢
urinaire une souche est sensible, une autre estardt® et 4 souches sont sensibles

dépendantes.

> Site nasal :

Tableau 14 :Nombres et pourcentages des soucheCandidaisolées du sitnasal

Sensible 4 50
SDD 0 0
Résistante 4 50

Total 8 100
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> Site urinaire :

Tableau 15 :Nombres et pourcentages des souchd&sasalidaisolées du site urinaire

Sensible 1 16,66

SDD 4 66,66

Résistante 1 16,66
Total 6 100

> Site auriculaire :

Tableau 16 :Nombres et pourcentages des soucheSatalidaisolées du site auriculaire

Sensible 0 0
SDD 0 0
Résistante 1 100
Total 1 100
» Site vaginal :

Tableau 17 :Nombres et pourcentages des souche&Satalidaisolées du site vaginal

Sensible 0 0

SDD 0 0
Résistante 1 100
Total 1 100




100 -
90 -
80 -
70 -
60 - m Sensible
. = SDD

40 -
30 - Résistante
20 -
10 -

Pourcentages (%)

nasal urinaire  auriculaire  vaginal

Figure 19: Sensibilité des souches Candidaisolées des sitesiasal, urinaire, auriculaire et vagi

[11.5 Sensibilité selon les espeéc:
#% Pour la totalité des souche :

Le kétoconazole est significativement accontre toutes les espéces Candida. Le
kétoconazole est actif s@andida albican (taux de sensibilité = 55,55% Candida krusei
(taux de sensibilité = 63,63%) et <Candida glabrataltaux de sensibilité = 51,51%). Pc
Candida dubliniensis une weule souche est isolée et ebst sensible. Une sensibili
diminuée a cet antifongique est observée Candida tropicalis(Taux de sensibilité -
46,15%).0n voit queCandida tropicalisest la moins sensible au kétoconazole avec un
de résistanceux alentours de 31%. Ce taux est de 22,22% Candida albicans, et o

18,18%pourCandida glabrataalors gu’il est uniquement de 9% pdiandida kruse
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Tableau 18 :Taux de sensibilité au kétoconazole des différeespgces ( Candidaprovenant des sites
périphériques et des hémocultures.

Sensibilité
Espéces Nombre Sensibles SDD Résistantes

N %| N %

%

C. albicans 27 15 55,55 6 22,2 22,27

C. glabrata 33 17 51,51 10 30 18,18

C.tropicalis 13 6 46,15 | 3 23,07 30,77

C. krusei 11 7 63,63| 3 27,2 9,09

ol Ml » 8 oo =

C. dubliniensis 1 1 100 | O 0 0

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50

N\ N

m Sensibles
m SDD

30
20 - i Resistantes
10 -

Pourcentages (%)

Figure 20 : Sensibilité au kétoconazole des différentes espgeCandidaprovenant des sites périphérig et

des hémocultures.

#% Pour les souches provenant des hémocultui :

Le kétoconazole est nettement actif sur les sauah Candida isolées a partir de
hémocultures, et cela est observé Candida albicans (taux de sensibilité = 100 et
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Candida glalata (taux de sensibilité = 90,99PourCandida kruseles trois souches isolé

sont sensibles, et dernierement | Candida dubliniensida seule souche isolée est sens

Concernant les souches résistantes, aucune sosmlée i a partir dehémocultures n’est

résistante

Tableau 19 :Taux de sensibilité au kétoconazole des différeespeces dCandidaprovenant des

hémocultures.

Sensibilité
Especes Nombre Sensibles SDD Résistantes
N %| N % N %
C. albicans 8 8 100/ O 0|0 0
C. glabrata 11 10 90,9 1 9,09 0
C.tropicalis 2 1 50| 1 50(0 0
C. krusei 3 3 100( O D0 0
C. dubliniensis 1 1 100( O 00 0
100 -
é 80 T
a 60 -
S .
= B Sensibles
g 40
‘g‘ mSDD
= =l Résistantes
0 —
& > ) > )
’x@? o« _@@ & &
N A N \ks' .{@
> @ ¢ < N
< (&) O b@
Q)O

Figure 21 : Sensibilité au kétoconazole des différentes espds Candidaprovenant des

hémocultures
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# Pour les souches provenant des sites périphériqt :

Le kétoconazole a éteelativementactif sur Candida kruseitaux de sensibilité = 509

Candida tropicalis(taux de sensibilité = 45,45, Candida albicangtaux de sensibilité

36,84%) et Candida glabrati{taux de sensibilité = 31,82%), néaoins toutes les espéeces

Candidaisolées ont prés¢e des souches résistar

Tableau 20 :Taux de sensibilité au kétoconazole des différeaspeces « Candidaprovenant des sites

périphériques.
Sensibilité
Especes Nombre Sensibles SDD Résistantes
N %| N % N %
C. albicans 19 7 36,84 6 31,59 6 31,5¢
C. glabrata 22 7 31,82 9 40,06 27,27
C.tropicalis 11 5 45,45 2 18,14 36,36
C. krusei 8 4 50 | 3 37,5 12,5
50 -
45 -
40 -
o
8\, 35 -
o
% 30 -
£ 25 1 u Sensibles
@
O 20 -
= mSDD
O 15 - L, .
o I Résistantes
10 -
5 -
0

C. albicans C. glabrata C.tropicalis

C. krusei

Figure 22 : Sensibilité au kétoconazole des différentes espgeCandidaprovenant des sites périphériqt
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V. Discussion :

IV.1 Etude de la sensibilité in vitro aux antibngiques :
IV.1.1 Indications et objectifs :

L’augmentation croissante des mycoses profondesrappstes a nécessité une utilisation
plus large des antifongiques existants. En paealléés résistancamt été rapportées aux
différents antifongiques. Cette évolution a logimest entrainé la mise en ceuvre
systématique des tests de sensibilité in vitro. hdateusement, l'antifongigramme (a
I'inverse de I'antibiogramme parfaitement standséjlia une valeur beaucoup plus discutée et
une importance relative en mycologie médicale dudane faible corrélation in vitro/ in
vivo. Il convient donc de bien connaites indications des antifongigrammes et les limites

leur interprétation pour leur utilisation raisonteab

Les indications de l'antifongigramme sont justifédu fait de la résistance confirmée de
certaines especes, aux antifongiques existanteffiéy I'antifongigramme ne doit pas étre

banalisé et le choix de ses indications est uness#eé.
Elles doivent étre réservées :

% Aux infections profondes ou septicémiques, ou dhass localisations cutanéo-
muqueuses secondaires a une diffusion systémidinedavérifier la sensibilité de
la souche aux antifongiques systémiques ;

% Aux évolutions cliniques défavorables ou en casclié& malgré un traitement
adapté et bien conduit ;

% Aux levures isolées de malades immunodéprimés epitadisés dans les services
a risque : réanimation médicale, chirurgicale, @&y d’oncohématologie, de
transplantation d’organes, de néonatologie, quellge soit l'origine du
prélevement. Ceci permet de vérifier si une résstaaux antifongiques n’apparait
pas secondairemelit.

En principe, les tests de sensibilité in vitro @éent permettre la mesure comparative de

l'activité des antifongiques, I'évaluation de I'maté potentielle de nouvelles drogues
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thérapeutiques et la surveillance du développendest résistances, mais surtout prédire
I'évolution clinique sous traitement. Toujours #@sgue I'étude de la sensibilité aux
antifongiques au laboratoire ne répond pas panfigie aux objectifs auxquels mycologues et

médecins ambitionnent. A savoir :

» Obtenir des résultats reproductibles in vitro wvgisad’'un antifongique, qui permet de
répondre a une problématique de laboratoire n’ggiastencore completement résolue
malgré les efforts entretenues et 'avenement déaodés validées.

» Obtenir une valeur prédictive raisonnable afin éeedniner l'issue du traitement in

Vivo pour le patient mais également pour le médecin

A la lumiére de notre étude, nous avons choisistBier sur la surveillance épidémiologique

et les activités de recherche qui restent lesipipsrtantes.

Activité de surveillance épidémiologique les modifications dans la fréquence des
infections fongiques, la répartition des espécedigquées et I'évolution des résistances aux
antifongiques sont des données qui permettent deercgéographiguement les tendances
épidémiologiques et de sélectionner un grand norderéraitements empiriques. Dans ce
contexte, il est de grande utilité de détermingartdil de sensibilité d’isolats cliniques locaux

aux nouveaux antifongiques.

En ce qui concerne les antifongiques déja utilidéguis un certain nombre d’années, la
surveillance de I'évolution de 5/10 ans de la dahig des isolats cliniques locaux permet
d’'anticiper sur des modifications subtiles, difids a mettre en évidence en dehors d'une

surveillance longitudinale, locale, régionale otiorale!”.

Activités de recherche: la plupart des infections fongiques survienneim¢z les patients
séverement immunodéprimés, dont les défenses intam@si ne peuvent contribuer a
éradiquer les microorganismes dont les champignéfis. d’améliorer le pronostic des
infections fongiques extrémement graves et sévérest important de se donner les moyens
de développer et de tester de nouveaux antifongigeels ou en association. Tester la
sensibilité¢ aux antifongiques dans un cadre deereble est capital, en particulier pour

évaluer l'activité in vitro de nouveaux antifongepuet des combinaisons d’antifongiques,
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afin de détecter des synergies mais aussi des caisages in vitro. Egalement, ['effet
fongicide demande a étre étudié, car actuellenesnddnnées manquent en termes de valeurs
de laboratoire. Les modeéles pharmacodynamiquegtatlé des mécanismes de résistance
vont dans le sens d’'une amélioration de la conaates des microorganismes fongiques et

donc de pouvoir opposer une réponse thérapeutigseiplée et plus efficadé.
IV.1.2 Moyens d’étude de la sensibilité in vitro de antifongiques :

La réalisation d’antifongigramme et I'évaluationsd€EMI est facile pour les levures, par
contre elle est plus délicate pour les champigrfdasienteux Aspergillus Fusarium car
I'association de spores et de filaments forme uoculum hétérogéne difficilement
standardisable. Les antifongiques étudiés seroahtatout ceux actifs dans les mycoses

profonded®.
1. Méthodes par dilution :

Les méthodes de dilution sont effectuées en miliguide ou en milieu solide. Elles
consistent a mettre un inoculum standardisé auacbnde concentrations croissantes

d’antifongiques selon une progression géométrigueaison 2.
1.1 En milieu solide :

La méthode la plus utilisée est la méthode de St&aur un antifongique donné, une gamme
de concentration est réalisée puis incorporée @iliru solide en surfusion, et coulée en
boite de pétri. Une boite de pétri permet de tegtesqu’a 30 souches différentes.
L’ensemencement des souches a tester est faitla ta 'appareil de steers, qui est un multi-
ensemenceur permettant de repiquer en une seal@8aouches sur le méme milieu. Aprés
incubation, la CMI de chaque souche est détermpaéd’inhibition de la croissance sur un

milieu contenant la plus faible concentration dfamygique.
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Térmoin
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Figure 23étermination de la CMI par dilution en milieu g&d
Dans I'exemple présenté dessus, le nombre de souches est limité a q

= La CMI de la souche 3 \-a-is de I'antifongique incorporé a la gélosede 1pg/mi.
= La CMIl de la souche 2 est de 2ug.
» Les déterminations des CMI des souches 1 et 4 siémesent de tester d

concentrations plus fortes en antifongic

Le milieu casitone a permis d’améliorer la lectyreur les azolés. Il existe une bor

corrélation avec les microméthodes en milieu ligl®.
1.2 En milieu semi -solide :

Il en existe plusieurs. Des galeries possédant général plusieur: puits avec deux

concentrations différentes d’'un antifongique sdilisees

-ATB-Fungus® : (Bio-Mérieux) C’est un test commercialisé qui permetdédéerminer [z
sensibilité de€andidaet deCryptococcus neoforma aux antifongiques dans des conditit

trés proches de la technique de référence de nilistiod ©.

La galerie ATBFungus comgrte 16 paires de cupuldsa premiére paire, sans antifongiq
sert de témoin de croissance. Les 15 suivantegeooent cing ou six antifongiques (selor
modele) a plusieurs concentrations permettant terrdéer des CMI (/ou des catégories
cliniques. Pour déterminer cette CMI, on va chercheuahtifier dans chaque cupule

croissance par lecture visue
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Il existe la galerie ATB-Fungus3® et le modéle gckent ATB-Fungus2®. La différence
entre les deux réside en la présence d’'un cinquageat antifongique dans la galerie ATB-

Fungus3® qui est le voriconazdfe!.

FE@@@@G@@@Q@@@@@
00000 HOH0H 000000

=M FCa -

e ——

Figure 24 : Galerie ATB Fungus2®, bioMérieux SA Marchand 20Q04-2005)

Antifongiques : Les antifongiques utilisés dans ce test sontéssrtés dans le tableau

suivant :

Tableau 21 :Antifongiques des deux modeéles de la galerie ATRgus® * 1014

0.5 - 64 pg/ml 4 - 16mg/L

0.5-16 pg/ml 6 0.5 - 16mg/L 6
0.25 - 128 pg/mi 10 1-128mg/L 8

0.125 - 4 pg/ml 6 0.125 - 4mg/L 6
- - 0.06 - 8mg/L 8

Mode opératoire: A partir d'une culture fraiche de levures, oggare une suspension de 2
McFarland. 20ul de cette suspension est ensuitesféi@® dans un milieu de croissance
spécifique (ATB-Fungus medium). Apres homogénésatichaque puitde la galerie est
inoculé avec 135 pl de linoculum homogénéisé (4xl1évures/cupule). Aprés 24h
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d’incubation a 36 + 1°C, la croissance dans letspst lue visuellement par deux techniciens

indépendant§?.

Lecture des résultats. Pour faciliter la lecture, la galerie est plasée un fond noir. Pour
chaque antifongique, la lecture commence par laaamnation la plus faible, ensuite un score
de croissance est noté pour chacune des cupulepacatimement aux cupules témoins.

L’absence de croissance dans I'une ou l'autregsuwéux cupules témoins invalide la galerie.
Absence de réduction de croissance score =4
Légeére réduction de croissance- score =3
Réduction marquée de croissance> score = 2
Tres faible croissance>  score=1
Absence de croissanee> score =0

Pour ce qui est de 'amphotéricine B, la CMI cepend a la concentration d’antifongique la
plus faible permettant d’obtenir un score de Onadane inhibition compléte. Pour le
fluconazole, le flucytosine, litraconazole et l@riconazole, du fait du phénomene de
croissance résiduelle, la CMI correspond a la aamagon d’antifongique la plus faible

permettant d’obtenir un score de 2,1 dtr !,

Avantages :La méthode est rapide, reproductible et automdésadles CMI sont précises

(plusieurs concentration$)?.

Inconvénients : Pour cette méthode, la lecture de la quantificatienla croissance est
relativement difficile au début et peut varier seles personnes, donc le résultat dépend de
notre jugement. Ce résultat est parfois peu claifait d’'une mauvaise préparation ou d’'une
incubation inadéquate. Le temps d’incubation esR4ideures pour toutes les espéces, sauf
pour C.glabrata (48 heures). Apres 48 heures, les cupules deléaigaont parfois seches et

ininterprétable&.
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1.3 En milieu liquide :

En milieu liquide, I'noculum est distribué dans une série de tubes ¢uéthde
macrodilution) ou de cupules (méthodes de micréidih) contenant I'antifongique. Apre
incubation, la CMI est indiquée par le tube ou lgpuwe qui contient la plus faib
concentration d’antiforique et ou aucune croissance n’est visible. Daffigjlgie c-dessous,
la CMI de la souche testée es 2 ug /mi(premier tube dans lequel aucune croissance

visible a I'ceil nu).

Témom 0,25

peg fml

Figure 25Détermination de la CMI padilution en milieu liquide

Dans la pratique courante, les méthodes de diligmm de mise eceuvre délicate et/ou

onéreuse et elles sont réservees a des laboratpiemlise:

-Méthodes de référence deux techniques de références sont disponible standard

ameéricainet le standard franca

1-Standard _américan: Clinical Laboratory Standards Institute (CL: I'absence de

reproductibilité des concentrations minimales iithikes entre les laboratoire: imposé la
nécessité d’obtenir des méthodes standardiséepetductibles. Beaucoup d’efforts ont
entrepris par le NCCLS ou le National Committee@tinical Laboratory Standards dep!

1985 afin d’obtenir des méthodes rapides, fiabl@eaoutite au sein des laboratoires. |

39



buts princeps étaient d’obtenir des résultats dymtibles et définir des souches contrdle, de
constituer une référence pour I'évaluation desesutnéthodes, d’évoluer vers des méthodes

de pratique courante et construire pour le mycaague trousse de routine.

Ainsi, en 1982, une premiere section chargée daladardisation des tests de sensibilité des
levures aux antifongiques a été créé aux Etats-Bimisein du NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory Standards). Suite aux étudmitiées, depuis 1982, par le
Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testso(s-comité sur les essais de sensibilité
aux antifongiques), le NCCLS a publié en 1997 unghaode de référence officielle de
macrodilution en bouillon (Approved Standard M27&k)ses variantes de microdilution pour
tester in vitro les activités des composés antifues contreCandida sp et Cryptoccocus
neoformans!?. La méthode M27-A est une macrométhode longuateirieuse réalisée en
tube avec une détermination visuelle des CMI. Ralirer a la lourdeur de la mise en ceuvre
de cette technique, le NCCLS a proposé une mictuodét adaptée pour une utilisation en
microplaques avec lecture spectrophotométrique @ids. Elle est bien corrélée avec la
macromeéthode mais elle reste une technique louate utilisée en routine. Ainsi, la
publication de la méthode M27-A a été suivie en8L€88 Proposed Standard M38-A, qui
décrit des méthodes de macrodilution et de miantidih en bouillon pour des essais de

sensibilité des champignons filamentedsgergillus sp., Fusarium sp., Rhizopus orysa¢
[13]
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Tableau 22:Parameétres de mise en ceuvre des méthodes M27 edétd&rodilution du CLSI

M27-A M38-A
Format Microdilution en milieu liquide, | Microdilution
volume final : 1mL
Organismes Candida sp. Aspergillus sp.
Cryptococcus sp. Fusarium sp.
Rhisopus sp.
Sporothrix schenkii
Pseudallescheria boydii
Milieu RPMI 1640 + 0.165M MOPS | RPMI 1640 + 0.165M MOPS

(pH=7.0)

(pH=7.0)

Taille de I'inoculum

0.5 — 2.5 x 1organismes/mL

0,4 — 5 x 1@onidies/MI

Température 35°C 35°C
d’incubation
Durée d’incubation 48h (Candida sp.) 24hRhizopus

72h Cryptococcus néoformans

48h Aspergillus, Fusarium,
S.schenckii

72hP.boydii

Point final

CMI - 0: amphotéricine B

CMI - 2: azolés, 5fluorocytosiné
caspofungine, anidumafungine
micafungine

CMI - 0 : amphotéricine B,
itraconazole, voriconazole,
posaconazole, ravcuconazole

CMI - 2 et MEC :
caspofungine,
anidumafungine, micafungine

41



= CMI (mg/L) = Concentration minimale inhibitrice :lys petite concentration
d’antifongique qui donne une réduction visible @e droissance de l'inoculum /
témoin.

= CMI- 0 : inhibition complete de la croissance.

» CMI- 2 : inhibition de 50% / témoin.

= CME (mg/L) = Concentration Minimale Efficace: Plugetite concentration
d’antifongique pour laquelle on observe des hyptmstes, trapues et compactes /

témoin.

2- Standard européen European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST) : Un test de dilution en bouillon pour tester taires normalisé par le Comité
Européen sur les essais de sensibilité aux antfarg (EUCAST), et le Sous- Comité sur les
essais de sensibilité aux antifongiques (AFST), é&glement disponible et initialement
documenté en 199%". Le test est similaire & la méthode de dilutionbenillon du CLSI,
sauf que le milieu RPMI 1640 est supplémenté del@%lucose, la densité d’'inoculum est de
1-5 x 10 cellule/ml, et les résultats sont lus & 24h au lie 48h pour le CLSI. Une
évaluation multicentrique de la méthode de 'TEUCASMontré qu’elle donne des résultats
reproductibles!® et des études comparatives suggérent une bonréation (taux d’accord
92%) entre la méthode de CLSI et celle de TEUCAET

Des parametres optimaux pour les tests de setsibiAspergillussp aux antifongiques ont
également été proposés par EUCAST-AFST. Il s’agtaimment de I'utilisation de RPMI
1640 supplémenté a 2% de glucose comme le miliessdi, d’'un inoculum d’une densité de
1-2,5 x 10 conidies/ml, d’une température d’incubation de@pendant 48h, et une lecture
visuelle des CMI & CMI-0'"). Un taux d’accord global de 92,5% a été atteirttecta
méthode d’'EUCAST et la méthode du CLSI lors d’'usagsgjui a englobé le posaconazole et
le voriconazole contréspergillusi*®,

Expression des résultats les résultats des deux méthodes de référenauileu liquide

s’expriment par :
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» CMI (mg/L) = Concentration Minimale Inhibitrice : @upetite concentration
d’antifongique qui donne une réduction visible detloissance de I'inoculum/ témoin.

» CME (mg/L) = Concentration Minimale Efficace: plus tipg concentration
d’antifongique pour laquelle on observe des hyptmsites, trapues et compactes/
témoin.

» CMF (mg/L) = Concentration Minimale Fongicide : plusetipe concentration
d’antifongique qui tue un taux 99,9% de l'inoculum ou qui diminue de 3 log au
moins la densité de I'inoculum /témdi.

Valeurs seuil d’interprétation : ils different d’'une espéce a I'autre.
a) pour Candida sp®” :

Les valeurs seuils d’interprétation po@andida selon les méthodes de référence sont
représentées dans le tableau suivant.

Tableau 23 :Proposition de valeurs seuils pour les différenttégories d€andidavis-a-vis des antifongiques
selon 'TEUCAST et Le CLSI :

Intermédiaire  Résistant Susceptibl Résistant

<2 4 >4 <8 16-32 24

<0,125 = >0,125 <1 2 24

NE NE NE <0,001 0,002- >0,008
0,004

NE NE NE <2%* NE NE

NE NE NE <2%* NE NE

NE NE NE <2* NE NE

*|les isolats deCandidatestés qui ont des CMI > 2mg/L pour les échinogsw ont été

définis comme non sensibles.
NE : non établiS-DD : sensible dose dépendant.

Les données sont exprimées en mg/L.
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b) Aspergillus fumigatus: Il n’existe pas de valeurs seuils d’interprétatagprouvées par
le CLSI ou 'EUCAST pour tester la sensibilité ddamenteux aux azolés. Mais il existe des
propositions de valeurs seuils pour les différestggories (S, |, R) Aspergillus fumigatus

vis-a-vis des antifongiques azolés actifs.

Tableau 24 :Proposition de valeurs seuils pour les différentégories (S, I, R) Aspergillus fumigatusis-
a-vis des antifongiques azolés actifs.

<2

<2 2 >2

c) Cas particulier de 'amphotéricineB :

Il n'existe pas de valeurs seuil d’interprétatioppeuveées par le CLSI ou 'EUCAST

concernant 'amphotéricine8?2
Candida. sp CMI > 1mg/L =»Résistant
Aspergillus.sp CMI > 1mg/L=> Résistant

-Méthodes colorimétriques (dérivees de la méthode dINCCLS): Nous avons vu

préecédemment que la détermination des CMI pour éhade de dilution demande une
appréciation visuelle du degré de croissance pppord a un témoin. Cette évaluation
nécessite de l'expérience. Afin de faciliter I'eepsion de résultats, des indicateurs

colorimétriques ou des colorants fluorescents peL@ee utilisés.

Plusieurs méthodes colorimétriques sont utiliséeque le Sensititre YeatOne. Des méthodes
non commercialisées sont également utilisées €ejie utilisent les sels de tétrazolium)
2324 Alamar bleu ou d’autres indicateurs peuvent &joetés au RPMI. En utilisant Alamar
bleu, le bleu indique I'absence de croissance jdetvindique une inhibition partielle de la
croissance, et le rouge indique la présence d'unessance. Ces résultats peuvent étre

eégalement évalués par spectrophotométrie.
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Dans l'autre cas, ou c’est les sels de tétrazoljuinsont utilisés, le changement de couleur
refléte I'activité métabolique et peut étre évgbaé spectrophotométrie en mesurant la densité

optique. Le sel de tétrazolium jaune vire au vigleand il est réduit en formaz&H.
Parmi ces méthodes colorimétriques commercialisgestera :
a) Sensititre Yeast One®( Trek Diagnostic System&§':

Le systeme de sensibilité Sensititre est un prodeidiagnostic in vitro destiné a tester la
sensibilité des levures non-exigeantes d@andida sp. , Cryptococcus spet les
champignons donAspergillus sp Ainsi que diverses autres especes de levuresissance

rapide.

Principe : Le test de sensibilité des levures Sensititre esttest de microdilution

colorimétrique en milieu liquide. Il fournit dessidtats qualitatifs et quantitatifs de CMI sous
forme de plague seche. Chaque plague est doséedageantifongiques a des dilutions
appropriées, et un indicateur colorimétrique (AlamBlae). Les résultats sont lus visuellement
par 'observation de la concentration d’antifongida plus basse indiquant [l'inhibition de la

croissance mise en évidence par I'absence de cimamgele couleur.

Antifongiques : Les antifongiques disponibles pour ce test septésentés dans le tableau
suivant avec la fourchette de dilutions de chaguli@entre eux.

Tableau 25 :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 Itraconazole |z 0,008-16

E1-12 Kétoconazole KZ 0,008 - 16

F1-12 | 5-Flucytosine FC 003 -64

G1-12 | Voriconazole VOR 0,008 - 16

H1-12 | Caspofungine CAS 0,008 - 16
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Mode opératoire: Plusieurs colonies de levures bien isolées,lde ¢ 1mm de diamétre,
sont prélevées d’'une culture pure de 24 heuremelsédiées dans I'eau stérile. La densité est
ensuite ajustée a 0,5 McFarland. 20mL de la sugpemst transféré dans 11mL de milieu
liquide d'inoculum Yeast One pour obtenir un inlbcn d’une densité de 0.6 & 5 x°10

cellules souches/ml.
La plaque est ensuite inoculée par 100ul en suliarg ou I'autre de ces méthodes :

& Auto-inoculateur Sensititre : Remplacer le capuchon du tube par une téte seggo
Sensititre a usage unique, et inoculer la plaglensie mode d’emploi de l'auto-
inoculateur.

& Pipette manuelle: Verser le milieu liquide dans une cuve d’enseceenent stérile et

inoculer la plaque a I'aide d’une pipette approgrié

Les plaques sont étuvées pendant 24 a 25 heurg¥Cadans une étuve a culture sans,CO

Cryptococcus spest incubé pendant 72 heuresfestpergillus spPendant 48 a 72h.

Lecture des résultats les plaques peuvent étre lues visuellement séakirage normal du
laboratoire a I'aide d’'un miroir de lecture présaritle dessous des cupules. La croissance des
levures dans les solutions d’antifongiques seeran évidence par le virage de l'indicateur

colorimétrique de croissance du bleu (négatif)auge (positif).

ﬂil
[ g ]
SENSITITRE ® YeastOne [YO9] =
Microbroth dilution MIC test P
+wve control E MIC ugl/mil
Andul 0.015-8 )| 0.06
Mica 0.008-8 L0125
Caspo 0.008-8 L 0. 125
S5FC 0.06-64 =':'-'_:I'- 4
Posa 0.008-8 0125
Vari 0.008-8 i L0125
Itra 0.015-16 025
Flu 0.125-256 BB B8 O s . 32
Candida krusei e

AccuMed Internatonal Led [Dutec DHagnostics in Austrailial
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Figure 26: lecture des résultats du sensititreYeagdne® (virage de la couleur de l'indicateur)

Les différents cas qu’on peut rencontrer sonttilessdans le tableau ci-dessous.

Tableau 26: lllustration et interprétation des résultats thsts que I'on peut rencontrer

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

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

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

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

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

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

' Avec une technique soigneuse, ces événements sont rares.

Avantages: Selon les évaluations publiées, ce test présergeconcordance de plus de 85%

avec les

résultats obtenus avec la méthode M27d&A.pitésence d'un

d’oxydoréduction rend la lecture des CMI beaucolus piséel®”).

Inconvénients: le systeme Sensititre Yeast One Colorimétricfamgal panel (procédé Blue
Alamar®) est disponible commercialement, mais élst’pas encore approuve par la FDA aux
USA ni enregistré en France par 'AFSSAPS. Des mma#lons sont encore nécessaires

concernant la détection des résistances a I'amptiog B et la croissance des isolats a

développement lenStyptococcus neoforman’’.

b) Fungitest®:

Principe : Cette technique permet d’étudier la croissance leesres in vitro en milieu

liquide en présence de six antifongiques testésu& doncentrations différentes. Elle dérive
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de la derniereecommandation du NCCLS. Le milieu de culture s#ilest RPMI glucosé
2% et tamponné. Il est additionné d’'un indicateoxydoréduction qui traduit la croissan

des levures par virage de sa couleur du bleu @ 2]

La microplaque contient 1@uits : ceux puits réservés aux témoins négatifs, deux
réserves aux témoins positifs et douze puits camtsnes six antifongiques cités avec d

concentrations différentes sous forme déshydr£*®!.
Antifongiques B% : Les antifongiques uisés sont :

Amphotéricine B 2 et 8 pg/ml, Fluconazole 8 et|6g/ml, Itraconazole 0.5 et 4 pg/r
Kétoconazole 0.5 et 4 pg/ml, Miconazole 0.5 et 8nig-Fluorocytosine 2 et 32 pg/r

Mode opératoire: Le mode opératoire du Fungitest est représemts la figure suivant :

Préparation de I'inoculum
= Q
T
Culture do 24 & 48h 3ml doau 1.9 ml deau
(miliou de Sabouraud...) distiléo stério distillée stério
opacité 1 Mac Farland = 3 x 10° UFC/mi
20
|noculationl
.. . + | Témon postits
2 A2 | S-fuorocytosine
:: 2 8 | amphotdncine B
100 pl/puits > .. 0.5 8 | mconancle
@ 05 4 | Métoconazole
®Q 05 4 | reconazcle
.. ] A | fuconarcle
3ﬂ:w“m .. Témoans négatly
?oiuscm;
microplaque Fungitest®
Incubation
(H4a8ha3rec | (Hh72ha30°C |
(Crvplocoques)

Figure 27 : Mode opératoire du Fungitest
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Lecture des résultats L'interprétation se fait en fonction de la couleies deux cupule
pour chaque antifongique.

Bleu-Bleu: absence de croissanc= souche inhibée par I'antifongique.
Rose- Rose : croissanc® souche non inhibée par I'antifongiq

Rose- Bleu faible croissance= souche intermédiaifé’.

Lecture et interprétation

ox. : Souche de C. krusel n*4221 | L
.. D = « | Souche inhibde par la S-Sucrocytosing
.. 0 Interprétation - = | Souche inhibde par famphotbricine B
e 0 - + = | Souche Intormédiaire au miconazoke
.. D + = | Souche Intermédiaire au kitoconazole
:: 8 + = | Souche Intermédiaire A Niraconazole
@ 0 !‘ +  + | Souche non inhibée par lo fuconazole
oe . . = | Témoins négatits

Figure 28: Lecture et interprétation des résultats du Fungites

FUNGITEST®
Microbroth dilution breakpoint test: Candida krusei

+ve growth control

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

Flu = SDD 16-32 ug/ml
-ve growth control

Sanofi Diagnostics Pasteur (Bio-Rad in Australia)

Figure 29: Lecture de résultats du fungitest® en fonctioiadeouleur des cupul
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Avantages: Cette technique présente une bonne conditionashelardisation et a une bonne
corrélation par rapport a la méthode de référencaN@CLS pour les souches trouvées

sensible&?l.

Inconvénients: Le Fungitest a une faible capacité de détecterstmiches résistantes. Par
rapport a la méthode de référence du NCCLS, uneoption importante deC.glabrata
trouvée intermédiaire ou résistante par cette igcense retrouve sensible par le Fungitest.
Aussi, les valeurs des CMI sont différentes deesetlu NCCLS. L’autre limite de cette

technique est qu’elle ne peut doser que deux \&tantifongique®.
2. Méthode par diffusion :

-Méthode de diffusion des disques du CLSI Aprés le succés du développement de
méthodes standardisées de dilution en bouillon pesier la sensibilité aux antifongiques des
champignons, I'étape suivante pour le CLSI éta@t sumplifier cette approche et la rendre
plus attrayante pour les essais de petits volubhsediffusion en disque est depuis longtemps
une technique populaiet simple pour tester la sensibilité, et cette mddhogie a été adaptée

par le CLSI aux antifongiques. Ainsi, sur la ba&gutles du fluconazole et du voriconazole

contre C.albicans B'%2

une meéthode normalisée de la susceptibilité deaurés,
particulieremenCandidg aux antifongiques (fluconazole et voriconazok) lp diffusion des
disques (M44-A) est disponibl€®. Elle est utilisée pour les études de surveillance

antifongique™*..

Cette méthode utilise les regles de base, a sawoimilieu agar de Mueller-Hinton complété
par du glucose a 2% et 0,5ug/ml de bleu de métaylphl 7,2-7,4 a température ambiante
apres gélification) .Bien que I'ajout du glucoseraisse une croissance favorable, I'addition
du bleu de méthyléne améliore la définition des@ars des zones d'inhibitidfr. La densité

de I'inoculum doit étre ajustée par une solutiolingaa 0.5McFarland visuellement ou par
spectrophotométrie & 530 nm, pour avoir une congéon finale de 1-5 x Tocellules/ml.
Les résultats se lisent a 80% de la croissanceesapcubation des plaques pendant 24h a

35°C. La période d’incubation peut étre prolongdéla pour les isolats qui ne se développent
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pas suffisamment a 24, Pour l'interprétation des résultats, elle se &itfonction des

diameétres d’inhibition.

Tableau 27:Criteres d’interprétation de la méthode de diffagimur le Fluconazole et le
Voriconazole contr€andida

Disque Diametre de la zone d'inhibition en mm

R SDD S
Voriconazole <13 14 - 16 >17
Fluconazole <14 15-18 >19
Kétoconazole <10 10-20 >20

Les résultats quantitatifs (CMI en mg/L) sont legpbkouvent interprétés par les laboratoires
en termes de possibilité thérapeutique. La conditiort des diameétres d’inhibition aux CMI
permet donc aux laboratoires de donner les résuftats la forme de souche sensible,

sensible dose dépendante ou résistante a un ajitjéen

% Une souche sensibleest une souche pour laquelle la probabilité de ésicc
thérapeutique est forte.

& Une souche de sensibilité dose dépendargst une souche pour laquelle le succés
thérapeutique est imprévisible. Ces souches formanensemble hétérogéne pour
lequel les résultats obtenus in vitro ne sont pédigtifs d’un succés thérapeutique

En effet, ces souches :

Peuvent présenter un mécanisme de résistance’egpntelssion in vitro est faible, avec pour
conséquence leur classement dans la catégoridker@ependant in vivo, une partie de ces

souches apparait résistante au traitement ;

Peuvent présenter un mécanisme de résistance 'daptelssion n’est pas suffisante pour
justifier un classement dans la catégorie résistangis suffisamment faible pour espérer un
effet thérapeutique dans certaines conditions g$otoncentrations locales ou posologies

accrues).
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La catégorie sensibilité dose dépendante est aussizone tampon qui tient compte des

incertitudes techniques et biologiques.

% Une souche résistanteest une souche pour laquelle il existe une fortebaiilité
d’échec thérapeutique quels que soient le typeatiement et la dose d’antibiotique
utilisée.

Méme si elle n’est pas encore normalisée et/ ourdeatée, la méthode de diffusion est sous
enquéte pour d’autres drogues : tels que le Poaaotn vsCandidal®® 3"!: Caspofungine vs
Candidal®® ; 'amphotéricine B , la Flucytosine, et azol&%; Caspofungine et micafungine
vs Aspergillus et Fusarium “%*  Posaconazole ve#spergillus Rhizopus Mucor,
Scedosporium et Fusarium “* “:  posaconazole, Voriconazole, L'ltraconazole,
L’AmphotéricineB, et la caspofungine vAbsidia, Aspergillus, Alternaria, Bipolaris,
Fusarium, Mucor, Paecilomyces, Rhizopus, et Scedisp “¥ ; Itraconazole, Terbinafine,
Voriconazole, et Ravuconazole Wdicrosporum et trichophyton %! | et Terbinafine et
Naftifine vs Microsporum Epidermophytonet Trichophytoni®!.Les résultats de ces études
en général suggerent un degré acceptable de dmmnétntre la diffusion des disques et les

dosages de la méthode de dilution de référencd &@i.C

Cependant, la méthode de référence de diffusioridgsies peut parfois donner des résultats
qui différent de ceux obtenus par la méthode detidit en bouillor** 3 4" certains isolats

qui sont sensibles au Fluconazole peuvent étresédasomme résistants par le Test de
diffusion des disques. De plus, ce test peut ne difi€rencier les isolats résistants au
Fluconazole de ceux sensibles dose dépendants. ilfumtant encore, certains isolats
résistants au Fluconazole peuvent étre classés emensibles par un test de diffusion des
disques. La méthode de référence de dilution enllboueste le gold standard pour la

catégorisation correcte de la sensibilité, en @arér lorsque I'étude de résistance aux

antifongiques est effectuée a des fins de routipeer guider le traitement antifongiqid.

-Méthode de diffusion des comprimés Néo-sensita}s : Il s’agit d’un test de diffusion qui
utilise des comprimés d’antifongiques commercialiaé lieu des disques. Cette méthode a
été étudiée en comparaison avec le test de régmm diffusion du CLSI. Jusqgu'ici, elle a
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donné des taux acceptables d’accord avec la méttmdédfusion des disques de référence et
les méthodes de dilution en bouillon, dans desiessa le fluconazole, le voriconazole, et la
caspofungine contr€andidaou C.neoformans®® “°! Cette technique est utilisée aussi pour
tester certains imidazolés dont le kétoconazolecHax du milieu a utiliser et I'interprétation
des points finaux sont les difficultés rencontrgesir cette technique. La plupart des
utilisateurs ont amélioré les performances de ¢etienique par modification de I'agar RPMI
qui est complété avec 0,2% de glucose et I'adopdies directives de base du CLSI pour
rendre ce test plus standardisé.Des études récemtesitilisé I'agar Mueller Hinton
additionné de 2% de glucose et de 0,5ug/ml deddeméthylene comme milieu, et un lecteur
de plaques Biomic qui permet une lecture électiomigt une interprétation des 16 zones
d'inhibition 1,

Antifongiques : La liste des agents antifongiques disponiblesiidele ler janvier 2009 pour

la technique de Néo-sensitabs est représentédeltaideau ci-dessolid’.

Tableau 28 :Antifongiques a tester par le Néo-Sensitabs

Ref N° Produit Code Puissance (ug)
81012N Amphotericin B AMPHO 10
82412N Caspofungin CASP5 5
For research use only
81112N Ciclopiroxolamine CICLO 50
81212N Clotrimazole CTRIM 10
81312N Econazole ECONZ 10
82512N Fluconazole FLUCZ 25
81512N Fluorocytosine 1 g FLU.1 1
81612N Fluorocytosine 10 ug 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

53



Mode opératoire®™ : A partir d’une culture fraiche de 24h, quelqaefnies sont prélevées

pour préparer une suspension de levures. La demsiténoculum préparé doit étre de 0.5
McFarland. Avec un écouvillon stérile, la boite tarant le milieu agar de Mueller- Hinton
complété par du glucose a 2% et 0.5ug/ml de bleméihylene doit étre ensemencée sur
toute la surface. Les boites sont ensuite inculze&y°C pendant 24 a 48 heures pour
Candida PourCryptococcusl’incubation se fait a 30°C pendant 42 a 48 hgukine durée
d’incubation plus longue peut entrainer une fauésistance contre les imidazolés notamment
le kétoconazole. Les boites doivent toujours étarenées apres une incubation d’'une nuit et
si les zones d’inhibition sont visibles, elles doiv étre mesurées. Si la croissance n’est pas

encore visible, les plagues peuvent étre remis@sceation pendant 24 heures de plus.

Lecture des résultats®™ : Pour les polyénes (amphotéricine B, nystatineddne claire sans
croissance visible est mesurée. Les colonies &tigur de la zone d’inhibition doivent étre

considérées comme des mutants résistants.

Pour les azolés, caspofungine et terbinafldandidg, les zones doivent étre mesurées a la
hauteur de colonies de taille normale. Il y a sotivene zone de croissance des colonies
partiellement inhibées (plus petites) a la limieeld zone réelle, ces colonies ne doivent pas

étre considérées comme des mutants résistants.

Pour la fluorocytosine, elle ne peut pas étre éestéec le milieu Muller Hinton (glucose
+bleu de méthyléne) en raison de la présence djanistes dans le milieu. Les milieux
utilisés doivent étre sans antagonistes tel quenileeu 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 CLSI Lors de l'utilisation de la procédure recommangar le

CLSI pour le test de diffusion (gélose MH + 2% diecgse + 0.5 pg/ml de bleu de méthylene

et inoculum de 0.5 McR§" 333552531 'interprétation sera comme suit :
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MH Glucese Methylene Blue Agar
Inoculum MeFarland 0.5 undiluted
MIC breakpoints according to CLSI (M44-A)

Zone diameter Break-points
in mm MIC pgiml
MEQ-SENSITABS POTENCY CODE 3 I R S R
Amphotericin B 10 pg AMPHO =15 14-10 = 10 =1 =12
Caspofungin S ng CASPs =15 14-12 =11 =2 =2
Fluconazole * 25 pg FLUCZ =19 18-15 (DD < 14 <8 =64
[traconazole (50) 8 g ITRAC =23 22-14@DDy =13 < 0.12 =1
Ketoconazole 15 ng KETOC =28 27-21 <2 = 0.12 =0.5
Posaconazole (52) 5 pg POSAC 217 16-14 =13 =1 =4
Vonconazole l pg VOR.1 =17 16-14 =13 =1 >4

. Erusei should always be reported as resistant 1o floconazole (no martter the zone size).

*Selon les valeurs seuils de 'EUCAS : EUCAST travaille sur I'harmonisation des vale

seuils, cependant, il n’existe aucun accord aveo/#éeursseuils du CLSI. Dans les étis

comparanties méthodes, les erreurs d’interprétat des catégories peuvent étre dues

différences dans les valeurs seuils des % %]

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 10 ug AMPHO > 18 17-13 <12 <0.25 >2
Fluconazole * 25 ug FLUCZ > 28 27-23 <22 <2 =4
Itraconazole (50) 8 ug ITRAC =23 22-14 <13 <0.12 >1
Ketoconazole 15 ng KETOC =30 29-23 <22 <0.12 >1
Posaconazole (52) 5 g POSAC >22 21-16 <15 <0.25 =2
Voriconazole 1 pug VOR.1 =22 21-16 <15 <0.25 =2

All MIC breakpoints from EUCAST are tentative

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

Avantages: Le NéoSensitabs est une méthode facile a mettre en pta@ein potentiel pot

le dépistage d'un grand nombre de souches résst”,
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Inconvénients: Il existe une mauvaise corrélation entre le dimmde la zone d’inhibition et
la CMI, il faut signaler aussi ces diamétres nenpatent pas de différencier entre souche
sensible et souche sensible dose dépendante. @'estison pour laquelle les souches

résistantes doivent étre confirmées en utilisastmgthodologie appropriée de la CL38)
3. Méthode par dilution-affusion :
Il s’agit de la méthode diE-Test®.

Principe : L’E-Test est une technique quantitative pour ladétnation sur milieu gélosé de

la concentration minimale inhibitrice des agentsfamgiques vis-a-vis des champignons, et

pour la détection des mécanismes de résistanaeesillbasée sur l'utilisation de bandelettes
imprégnées d’'un gradient exponentiel prédéfini ‘datifongique a étudier sur une face, et
une échelle de lecture sur I'une autre face. Lowsgubandelette E-Test est appliquée sur la
surface d’'une gélose ensemenceée, le gradient enpelngréformé de I'agent antifongique est
immédiatement transféré dans la matrice de I'agamgradient de concentration, continue et
prédéfini, établi le long de la bandelette restblst pendant une longue période de temps.
Apres une incubation d’une nuit ou plus, une eligdnhibition symétrique centrée le long
de la bandelette et form&8.

Antifongiques : le gradient d’antifongique couvre des valeurs téésndues de 0,016 a
256pug/ml pour le fluconazole et de 0.002 a 32 ugholir le 5-FC, le kétoconazole,
I'amphotéricine B et l'itraconazol€. Par ailleurs, la gamme d’antifongiques disporsit#st
en cours d'élargissement pour les médicaments agg@mment bénéficiés d'une AMM
(Voriconazole, Caspofungine, Anidulafungine).

Mode opératoire : La préparation de l'inoculum (densité de 0,5McHatlase fait en

émulsionnant dans un bouillon adapté (3ml de Na@Glnhombre adéquat de colonies bien
isolées a partir d’'une culture pure de 24h. Enstgiesemencement se fait a I'aide d’un
ecouvillon stérile. Toute la surface de la gélastedeouvillonnée dans les trois directions. Les

bandelettes sont appliquées ensuite a la surfada gélose en s’assurant que I'échelle de
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CMI soit positionnée correctement (vers soi). Liibation des boites s’effect par position

sur le caivercle dans les conditions appropriées pour chaticorganisme étud!®®.

Figure 3C: Différentes étapes du mode opératoire du E-Test

Lecture des CMI et interprétation des résultat : La lecture de la CMI d'une soucl

donnée est déterminée par le point d'intersecteallipse d’inhibition avec la bandelet
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imprégnée d’antifongique sur laquelle est portée @ohelle de lecture exprimée en pc
permettant une interprétatiommédiate

Figure 31: Lecturedes résultats de I'E-test

L'interprétation se fait selon les guidelines dewuiment du NCCLS MZz-A.

Tableau 29 :Détermination de la sensibilité par la méthor- test selof?”!

Fluconazole <8 16 — 32 - >64
Itraconazole <0,125 0,25-0,5 - >1
Flucytosine <4 - 8-16 >32
Amphotéricine B <0,5 >2
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X

C. albicans - Inhibition nette,

Candida spp. - Tenir compte des
(M= 0,047 mg/L detraine avec micracolonies, microcolanies, lire & 80% microcolonies, (M= 0,25 mg/L macrocolonies dans ellipse,
(CMI= 0,125 mglL d’inhibition, CMi= 0,19 mg/L (potantiel hétéroTésistance),
CMI=1 mglL

Figure 32: Fiche de lecture des résultats de I'E- test pesinzolés. BioMérieux

Avantages: La méthode est standardisée et des souches ttéleajualité sont définies. Des
études récentes montrent une bonne corrélation laveicrométhode du NCCLS. Une tres
bonne concordance>46%) avec la méthode de référence (NCCLS) a éténabt pour
Candida sp®”! et pour les filamenteuR?). L'avantage particulier de I'E-Test est sa cagacit
de détecter les isolats résistants a 'amphotéri@mencontrés notamment ch@4usitaniae
B9 et chez des espéceddpergillusnonfumigatus®.

Inconvénients: Le principal inconvénient repose sur certaingicdltés de lecture, surtout
pour les azolés dont le kétoconazole bien évidemneenraison de la présence possible de
micro ou macrocolonies dans I'ellipse d’inhibitidhs’agit d’'un phénoméne de traine qui est
observé chez 30 & 40% des souches de lellires
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4. Latechnologie Vitek® :

Les méthodes traditionnelles de test de sensilailité antifongiques sont lentes et requié
beaucoup de travail. De nouvelles méthodes a fitide des laboratoires cliniques si
maintenant disponiblé&”. Grace & la technologie Vitek 2, I'antifciigramme est automatis
standardisé et rapide. Avec la technologie Viteleg, résultats sont disponibles en 13 he

seulement?.

Figure 3Bysteme automatisé Vit 2, bioMérieux®!

Principe ®: Cette technique permet de déterminer la sensibilie Candida et de

Cryptococcus neoformarmgix antifongiques en milieu se-liquide.

La carte Vitek comprend 64 cupules réactionnelt@aprenant quatre antifongiques a qu.

concentrations différentes.

La lecture s'effectue a 660 nm. L'analyse du taexcebissance est effectuée toutes le:
minutes en cinétique. Puis, pour chaque antiforggigm algorithme spécifique convertit
valeurs brutes (RTU) en CMI calculée. Pccalculer les CMI, l'automate contréle
remplissage des cupules, puis vérifie les valeurgeb. Ensuite, il détermine la dui

d’'incubation de la carte. Dans la cupule contribléyalue la vitesse de croissance du gel
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La lecture s’arrétera si la croissance dans taupléts est suffisante. Celle-ci sera considérée
comme la plus haute pouvant étre mesurée poumtiébragique. Pour finir, les résultats de
CMI sont interprétés en S-I-R en fonction des catregions critiques spécifiques des

différents comités.

Matériel : Le Vitek 2® dispose d’'un systeme automatisé blpde traiter la majorité des
tests de routine avec un rendu des résultats fietbtapide. Il détecte des résistances méme
faiblement exprimées. Cet appareil est composéffigahts éléments essentiels :

= La station Compacte Satellite (SCS) :
Il s’agit d’'un petit ordinateur destiné a récupéles données suivantes : code a barre des
différentes cartes, nom du germe, code a barra@avyement ou numéro du prélévement, et
identité du technicien ayant effectué I'analysenpettant d’assurer une bonne tracabilite.

* |La cassette :
La cassette comporte une puce mémoire utilisée qganuraitre le contenu de la cassette. Cette
derniere sert également au support des cartes.ite& se charge automatiquement de la
dilution a effectuer.

= La carte Vitek AST-YS01 ®:
La carte Vitek AST-YSOl®comprend 64 cupules réactionnelles comprenant e@uatr
antifongiques dont le fluconazole, le voriconazdke,flucytosine et 'amphotéricine B a
quatre concentrations différentes. Les cartesisoctlées avec les diverses suspensions avec
un module de remplissage qui utilise une chamhrideé& et une pompe. Cette carte miniature
préte a I'emploi permet d’améliorer la productivithi laboratoire par un haut niveau
d’automatisme assuré par le concept original datte, aucun réactif ajouté, une carte scellée
pour une sécurité maximale et un code-barre prénumndopour une plus grande tracabilité.
Elle permet aussi de réduire le temps/délai deltedgpar une lecture cinétique toutes les 15
minutes et un délai moyen de résultat en 6 a 8els&lir
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Figure 34 : Carte Vitek AST-YSO01 [bioMérieux]
Antifongiques : Les antifogiques disponibles pour ce test :: le fluconazole, I
voriconazole, la 5 flucytosine et 'amphotéricind®l,
Mode opératoire: A partir d’'une culture fraich une suspension d’opacité de 2 McFarl
est préparée en prélevant et dissolvant quelcolonies a I'aide d’un écouvillon stéridans
environ 3 ml de NaCl 0.45%. Ensuite, le tube coat¢ra suspension est alors placé st
portoir sur la station satellite. Le code barrdadearte AS-YSO1®est scanné, puis la ca
est introduite dans lbe. Un tube vide est ajouté a coté du tube cantda suspension. L
Vitek2® se charge automatiquement de la dilutioeffectuer avec du NaCl.45%. Il
homogénéise la suspéms par aspiration et refoulement, puis il inoclgle cartes. Pour fini
les cartes sont isolées de I'extérieur et 'analy@@mence. Il n’ a ainsi pas de risque
contamination pour le personnel. BioMérieux® asglge résultats dans les 13 heures |
lesCandidaet 20 heures pour lCryptococcus neoformarffé.
Lecture des résultats et interprétatior : Dans la cupule contrdle, 'automate évalue
vitesse de croissance du germe. L’analyse du taugraissance est effectuée toutes le:
minutes en cinétique. La lecture s’effectue a 660et s’arréter si la croissance ns tous les
puits est suffisante. Pour calculer les CMI, I'ant&de contrble le remplissage des cupt
puis vérifie les valeurs brutes. Ensuite, il déieenla durée d’incubation de la carte. P
chaque antifongique, un algorithme spécifique cditvles valeurs brutes (RTU) en CI
calculée. Pour finir, les résultats de CMI sonteiptétés en -I-R en fonction de
concentrations critiques spécifiques des différeatsitést®.
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Ci-dessous, voici un rapport de laboratoire. Noogons qu’il s’agit d’'unCandida albicans

et qu'il est sensible aux quatre antifongiques. Noemarquons également les différentes
CML. Pour finir, lautomate interprete les résuttatlous constatons également que l'analyse a
duré environ 13 heures.

W Clian! ahériax = f’!rlr.lﬂrT du laboratolra Imprmd & acdtl 2008 0312 CEBT
Refrence g sysliime Imprassion aulomalkgue
MNom du pathent I du patient

Groepe d'isolats 406148151

Garme salectionng - Gandila abicans

Commeantaines I Bl
|1|Fu|-+‘|mllui':=rul Fradzilifialivne /\
Candida slbicans
Germe sélectionng T e r \\ -
Entrit e i Gacil 2008 1423 Cf:by Par: Syelame
Commentaire sur |'ident. ;
11 2008 13:0:0
WN‘dEIDt: 281103230 |Pearempti sihigla
Resultats Antibiogramme/————
g E< Tarminee 6 acdif 2008 0318 EI‘-\‘I ; Flaal Heure de 19 76" Fasii e \’
Mg © CEST A ; iy ‘analyse ; et ~
Antibiotique M T prataticn Antibiotique CM nterpretation
Fluconazohs == 5 amphoténcing B 0.5 s
Vorconazole i <= 012 5 Flucylosing == 5
b= Amibintique dédist *= Modificafion AES "= Modification Uifisateur
- R 23 |ulv 2008 1728
Restltats AES Derniére modification : C,zg.:.' : Normes/Phénotype 1 1CHY

Niveau de fiabilite | |Exparise non exgcutés

Figure 35 :rapport de laboratoire et résultat de 'automatekd [ICHV, laboratoire de
bactériologie, Sion]

Avantages: I'antifongigramme automatisé présente plusieawantages : sa préparation est

simple et rapide. Le code barre individuel permet teconnaissance du type de carte, une
tracabilité, et un rejet d'une carte périmée parsysteme automatiquement. Les temps

d’incubation prescrits sont plus ou moins corrguigr toutes les espéces @andidaainsi

que pour leCryptococcus neoformange contenu du kit est de 20 cartes et la date de

péremption est de 14 mois, ce qui rend la méthddptée a la consommation en routine.
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De plus, grace a I'automatisation, les résultaidedtification s'obtiennent dans la journée et
contribuent ainsi a une meilleure prise en charge patients, puisque les résultats sont
rapidement disponibles. C’est une méthode stansizgdet automatisée qui présente une
reproductibilité excellent®,

Inconvénients: I'inconvénient majeur de I'antifongigramme auttieé reste le prix éleve.

On remarque aussi le manque d'itraconapalerapport aux galeries disponibfds

IV. 1.3 Interprétation des résultats de I'antifonggramme::

Malheureusement, de nombreuses difficultés, ericpiier le manque de standardisation des
techniques, rendent difficile linterprétation deésultats. Des différences peuvent étre
considérables d’'un laboratoire a l'autre. L'intéfation des résultats doit donc étre effectuée
avec prudence. De plus concernant les CMI, il s&xpas de valeurs seuils qui définissent
les souches comme sensibles, sensibles dose dépEhda résistantes. Leur interprétation
dépend de la composition des milieux utilisés, Huge la taille de I'inoculum, de la durée et

de la température de I'incubation.

1. Facteurs influengant l'interprétation de la QM1 :
1.1 Le milieu :
Le milieu utilisé dans les tests de déterminatierC#1l ne doit pas contenir de substances qui
interferent avec les antifongiques. Par exempégtibn de la 5-flucytosine peut étre inhibée
par les purines ou les pyrimidines contenues damsins tampons (MOPS-tris : acide
morpholine propane sulfonique), les stérols interieé avec les polyénes. La composition de
I'agar varie en fonction des différents fabricarite. RPMI 1640 tamponnée a pH 7,0 est le
milieu de référence utilisé par le NCCLS. Le mil®thétique HR et le milieu casitone sont

des bonnes alternatives pour évaluer la CMI dwfiazole pour les levuréd,

1.2 LepH:
Le pH du milieu peut influencer la croissance desutes ou modifier l'activité de
I'antifongique. A pH acide, les valeurs de CMI sanggmentées pour 'amphotéricine B et les
azolés, mais diminuées pour la 5-FC. Les variatdm®H sont neutralisées par I'adjonction

de tampor®.
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1.3Ll'inoculum :
L’inoculum peut également influencer les résultaes technique utilisée pour la préparation
de rlinoculum ainsi que sa taille influencent laleem de la CMI. La méthode
spectrophotométrique est la plus standardisableeriible que la taille idéale soit d’environ
0.5 McFarland & 530 nffl.

1.4L’incubation (durée et température) :
La durée dincubation est fonction de la vitesse aleissance de la souche testée.
L’allongement de la durée d’incubation tend a augmela valeur des CMI. Si les CMI de
I'amphotéricine B sont peu modifiées entre 24 ethé8res, les CMI des azolés le sont. Le
NCCLS recommande une incubation de 48 heures pesirCandida L'AB Biodisk
recommande la détermination des CMI a 24 heuredaparéthode E-test. La température
d'incubation idéale est de 35¢¢;

1.5 Les concentrations critiques Les concentrations critiques n'ont été établies que
pour le fluconazole et l'itraconazole vis-a-vis @andida sp a I'exclusion deC. krusej
essentiellement sur la base de candidoses orogjeayrchez les patients positifs au VIH
avant l'avénement des trithérapies et a partir @’'wentaine de cas des candidoses
disséminée§!. Ainsi des points finaux, classant les CMI du @inazole et de I'itraconazole
en sensible (s), sensible dose-dépendante (S-Digyistante (R) ont été établis. En effet, les
valeurs seuils de résistance pour la CMI du fluzoteaet de l'itraconazole ont été établies
respectivement a 64pg/ml et a 1ug/ml. La sengdhdlites antifongiques est indiquée par des
valeurs de CMI maximales de 8ug/ml pour le flucab@zet de 0,125ug/ml pour
I'itraconazole. Entre ces deux valeurs seuils ¢tasice et sensibilité) les valeurs de CMI

indiquent que les souches sont sensibles dose diptes®.

Tableau 29 :guide d’interprétation des CMI pour les tests des##lité in vitro sur
Candidapour le fluconazole et l'itraconazole

Agent antifongique | CMI en pg/ml

S S-DD R
Fluconazole <8 16 - 32 >64
Itraconazole <0,125 0,25-0,5 >1

S: sensible ; S-DD: sensible dose dépendantdy;: résistante.
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D’autre part, concernant la 5 fluocytosine, desnfmifinaux ont été fixés arbitrairement
(S<4mg/l, |1 =8-16mg/l, R>32mg/If¥. Ainsi, les CMI prédictives de succés ou d'échec
thérapeutique vis-a-vis deéandida spsont< 4mg/L pour les souches sensibles, entre 8 et 16
mg/L pour les souches dites sensibles dose dépesdat 32mg/L pour les souches
résistantes®®. Cependant Grillot et Coll. proposent des conegioins critiques pour
I'amphotéricine B (S 0,5ug/ml, 1= 0,5 — 0,8ug/ml,>R0,8ug/ml), et pour le kétoconazole (S
<1 pg/ml, | = 2-4pg/ml, R8ug/ml).

La détermination du point final reste donc la seuntajeure de variation inter-laboratoires
pour les azolés et la 5-FC. La détermination dealeur de la CMI a 80% d’inhibition de
croissance pour la microméthode en milieu liquidenree la détermination la plus

reproductible et la plus concordante avec les nesdél vivo'®.
1.6 L’antifongique :

Les antifongiques sont difficles a évaluer in @jtren raison de leurs caracteres
physicochimiques. Certains ne sont pas solubles Beawu d’ou la nécessité d’employer des
solvants. En conséquence, il est important quéifé&rentes dilutions soient effectuées dans
des solutions adéquates évitant la précipitatiorpduocipe actif. Le NCCLS suggére que
I'amphotéricine B et le kétoconazole soient dissaians le diméthyl sulfoxide. Plus encore,
I'amphotéricine B et les azolés ont tendance aéséridrer quand ils sont stockés sous forme
diluée ou seche dans les disques. La toxicité, de \W’administration, les propriétés
pharmacocinétiques, les interactions médicamengeesenfin la capacité a parvenir sur le
site de l'infection sont autant de paramétres quagiquent toute corrélation in vitro/ in vivo
dans I'analyse des propriétés d’'un antifongiGue

En conclusion, il faut dire que l'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 leslté@ts des tests de sensibilité pour
juger de I'’évolution clinique ;

® La sensibilité ou la résistance in vitro ne sorg pegdictives, respectivement, d’un
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succes ou d’un échec thérapeutique.

IV.1.4 Corrélation in vitro/ in vivo:
1. Particularité de la bonne corrélation invitro/ in vivo:

Une analyse critique de la littérature, montre gudehors de la situation trés particuliére de
la candidose oropharyngée du sidéen, les donnégsad n’ont aucune valeur prédictive de
I'évolution thérapeutique in vivE>". En effet, la sensibilité in vitro n’est pas prilie de
succes thérapeutigue, de méme la résistance o wigst pas prédictive d’'un échec
thérapeutique.

Il existe une excellente corrélation in vitro/irveipour le fluconazole et I'itraconazole chez
les patients infectés par le VIH et présentant caralidose oropharyngée. Des relations ont
pu étre établies, surtout pour les dérives azaage les CMI et le devenir des patients
atteints. Les CMI prédictives de succes ou d'édhécapeutique vis-a-vis déandida sp
sont établie€?.. Il faut signaler, pour l'itraconazole, qu'il edgjalement important de prendre
en compte les dosages sériques chez les patieisgua : on observe en effet des variations
intra- individuelles et inter-individuelles imponizs des concentrations sériques du produit
chez les immunodéprimés),

L’étude de Walmsley, est une des contributions améten évidence une corrélation entre
tests de sensibilité in vitro et évolution clinig@&hez ces patients positifs au VIH ayant une
candidose oropharyngée, le taux d’échec cliniqieagsocié a 61% de souchesCGhindida
résistantes ou sensibles dose dépendantes, aler®mggue les souches causant I'infection
sont sensibles ou sensible dose dépendantesxldgaucces atteint 8695,

Tableau 30 :fluconazole dans le traitement de la candidoset@gmgée chez des
patients VIH : Corrélations in vitro et in vivo

Candida albicans Echec clinique n = 23 Succés thérapeutique n = 49
R/S-DD 61%
S/S-DD 86%
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2. Probléme de mauvaise corrélation in vitro/ in wo :

Il existe d'importants problemes d’interprétatides CMI, voire une mauvaise corrélation in
vitro/in vivo dans les autres infections fongiqueair le fluconazole et I'itraconazole. Citons
a titre d’exemple que les résistances a 'amphot&iB sont difficilement évaluables (CMI>
1mg/ml). La M27 ne permet pas de les identifierCetlusitaniae montre souvent une
résistance primaire. Les résultats suggérant urrélatbon sont essentiellement historiques et
basés sur des constructions pharmacocinétiguesn Emnfcune donnée clinique n’est

disponible pour 'amphotéricine B ni pour les carei®*,

L’étude de JH Rex et al. Parue en 1995 comparanbfiiazole et amphotéricine B dans le
traitement des candidémies chez les patients eatrapéniques illustre bien I'absence de
corrélation clinique et in vitr”. La sensibilité in vitro a été testée par la méehdICCLS
M27 sur 232 souches dgandida spisolées a partir d’hémoculture de patients tsastgit par
fluconazole (400mg/j) soit par amphotéricine B (h§/kg/j). Les CMI pour 'amphotéricine
B sont trés serrées (0.125 a 1ug/ml) et il n'est pauvé d’isolat résistant in vitro, ni de
corrélation entre 'augmentation des CMI et I'éclukc traitement. Pour le fluconazole, les
CMI vont de 0.125 a plus de 64 pg/ml. Il n'a pas gbuvé la non plus de corrélation entre

'augmentation des CMI et I'échec du traitement.
3. Facteurs compliquant la corrélation in iro/in vivo :

Il est clair que le probleme de corrélation in ofitn vivo est éminemment complexe. Cette
difficulté est liée principalement a la méthodokgiantifongigramme (in vitro), aux facteurs
de I'hGte, aux modeéles animaux et a l'antifongiqugy constituent un ensemble de
particularités compliquant trés sérieusement lalisatgoon des études cliniques et
l'interprétation des résultats de [I'antifongigramm€e qui accentue la complexité

d’extrapolation des résultats obtenus in vitro & situation clinique bien définie.

3.1 La méthodologie:
Opérer en in vitro n’est certainement pas opéreinenvo et une CMI n’est pas une valeur
absolue comme I'est une mesure physique ou chimiQuelle que soit la méthode utilisée,

elle mesure une CMI et non la CMI. En effet, leadiions expérimentales ont une influence
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considérable sur le résultat. En témoignent legmiasions faites au cours du développement
de la méthode du NCCLS, pour les souches donnémsues comme sensibles (S) ou
résistantes (R) d’apres des modeles animaux, lesirgade CMI obtenues peuvent étre
multipliées par un facteur de 2 a 16 selon le milet les conditions expérimentales
déterminéed”. L'objectif serait donc de corriger les défautssetvés pour aboutir & une
méthode fiable qu’on pourra considérer comme unthode@ de CMI capable de donner une
probabilité d’échec thérapeutique.

3.2 Les essais cliniques :

Outre les paramétres strictement liés a la soucfextante, de nombreux facteurs liés a
I'héte, ont un retentissement majeur en termes decés ou d'échec thérapeutique.
Malheureusement, ils sont suffisamment pris en t¢engans les études cliniques. Ces
facteurs sont liés :

» A l'hote : maladie sous-jacente, immunodépressian....

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

» A la pharmacocinétique de [I'antifongigramme employgosologie inadaptée,
pénétration insuffisante au site de l'infectiontenaction médicamenteuse, mauvaise
observance....

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

Par conséquent, face a une situation d’échec thétigpe, en particulier dans les traitements
impliquant le fluconazole, une analyse précise fieteurs a prendre en compte pour
documenter une éventuelle résistance doit étrectafie. Cette approche constitue le seul
moyen d’établir une corrélation in vitro/ in vivd de progresser dans la définition des
concentrations critiquée¥.

3.3Les modeles animaux

Pour pallier au probleme des interférences liéegpatient et lorsqu’'on veut corréler les
résultats in vitro a I'évolution in vivo, la réaditon de modéles expérimentaux constituent la
solution. Néanmoins, méme dans les modéles animaes résultats sont parfois

contradictoires, et ceci pourrait évidemment étrergument pour nier toute corrélation entre
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CMI et issue thérapeutique. Etant donné la comfdedé la physiopathologie de I'invasion
fongique, force est de reconnaitre que les modatémaux ne reproduisent que trés
imparfaitement linfection humaine. Par ailleurg@scmodeles peuvent étre éminemment
complexes par les différences de pharmacodynamiedest pharmacocinétique des
antifongiques chez 'animal pouvant rendre difédiladaptation des doses. Malgré cela, cette
approche peut donner des données initiales tréss (ffi. D’aprés une revue portant sur
17études impliqguant des modeles expérimentaux amima2 montraient une relation
cohérente entre les données obtenues in vitro effichcité thérapeutique, pour
I'amphotéricine B, la flucytosine et divers dérivalés. Les progrés sont encourageiits

3.4L’antifongique :
Pour les antibiotiques, les relations entre donmpd@smacocinétiques et effets obtenues ont
été largement étudiées. Cette approche pourrgtvanir fortement influencer les stratégies
thérapeutiques antifongiques. L’'objectif serait poaque antifongique de définir parmi ces
trois parametres celui qui tend a produire la raeit corrélation clinique pour une souche
donnée :

& Détermination du temps pendant lequel la conceatrate I'antifongique dépasse la

CMI;
% Rapport entre la concentration sérigue maximalkadé&fongique et la CMI ;

& Rapport entre 'aire sous la courbe d’expositidiatifongique (ASC) et la CMI.

Par exemple, dans le cas du fluconazol€a&tdida il apparait que le rapport ASC/ CMI

constitue le meilleur facteur prédictif d’efficagithérapeutiqué!.

IV.1.5 Complexité de la standardisation des techniges d’évaluation de sensibilité des

antifongiques in vitro :

La difficulté d’interprétation des CMI obtenues péntifongigramme n’est pas le seul
probleme qui se heurte a son utilisation et saqurat L’antifongigramme est aussi difficile a
standardiser. En effet, I'absence de reprodudiébdes CMI entre les laboratoires (variation
jusqu’a 50000 fois) a imposé la nécessité dobtaes méthodes standardisées et
reproductibles Y. L'étape de standardisation de I'antifongigramme canstitué un
préliminaire pour le NCCLS, dont le but initialété d’obtenir, pour des souches de levures
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données, des CMI reproductibles non seulemeneBudsun méme laboratoire mais aussi

d’un laboratoire a I'autre.

En dépit des critiques évoquées, les efforts d@peéle par le NCCLS depuis 1985 restent
considérables pour réduire la complexité de c#tirdardisation. Ces travaux ont consisté a
examiner le réle de I'ensemble des variables suikdep d’intervenir dans la reproductibilité
des résultats, notamment pour les antifongiqguesaagui sont particulierement influencés
par les conditions environnementales: densité ’declblum, temps et température
d’incubation, composition du milieu, « endpointCette stratégie a abouti a la publication de
documents définissant les conditions opératoires pes levures (M27-A juin 1997) et qui
servent aujourd'hui de référenéé Cette méthode standard est toutefois lourde, eet d
nouvelles approches ont été proposées :

Utilisation de nouveaux milieux : RPMI et glucosasitoné ;

=
= Méthode de microdilution ;
= E-Test (bonne alternative) ;
=

Milieu antibiotiques 3 pour révéler les résistana¢'amphotéricine B.

Effectivement, comme la méthode M27-A ne fait p#&srement la différence entre les
levures qui sont sensibles et celles qui sontrpie@leiement résistantes a I'amphotéricine B, le
remplacement du bouillon RPMI-1640 standard pamikeu antibiotigue 3 a été suggéré

pour la détermination de la CMI de I'amphotéricid&i

Pour le NCCLS l'objectif n’était pas de proposereuméthode destinée a étre utilisée en
pratique courante au laboratoire, mais le but ppscétait, outre I'obtention de résultats
reproductibles et la définition de souches congdlde constituer une référence pour
I'évaluation des autres méthodes existantes. Laen#thode initiale devant ensuite évoluer
vers une trousse de routine avec un format en dilatmn plus pratiqué”. Par ailleurs

divers problemes ont surgi tels que les phénomdadsaine. Ces problemes devraient étre

corrigeés et faire I'objet de nouvelles recommaratetidu NCCLS.
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IV.1.6 moyen d’étude de la sensibilité des assodmis d’antifongiques :

La méthode la plus simple d’évaluation in vitro cs associations d’antifongiques est la
méthode de I'échiquier qui permet de déterminendéx FIC (Fractional Inhibitory
Concentration). Différentes techniques sont déxrdans la littérature, de la diffusion en
milieu solide a la méthode de dilution en miliequide avec définition du FIC index. Cet
index représente la valeur la plus utilisée pouiindéou décrire les interactions entre
médicaments, néanmoins il n'est pas toujours optpoar les antifongiques en raison des
difficultés a définir les CMI. Le FIC index exprinie niveau d’interaction d’'un antifongique
A avec un antifongique B. Il est calculé par lanfate suivante ou CMI associée et CMI seule
correspondent respectivement aux CMI des antifarggdA et B en association et lorsqu’ ils

sont testés seuls.

CMI A associée CMI B associée

FIC index = +
CMI A seule CMI B seule

En théorie, un index FIC<1 indique une synergiectibm, un index FIC =1 une additivité

d’action, un index FIC>1 un antagonisme d’action.

Selon les recommandations de la société américkamaicrobiologie, en pratique, avec une
variabilité de £1 log de dilution, un index K®.5 correspond a une synergie, un FIC> 0.5 et

<4 & une additivité ou indifférence et un index ¥4G un antagonisn&’.

Les figures ci-aprés sont un exemple d’étude desdieiation antifongique amphotéricine B

+5 flucytosine par la méthode de I'E-Test
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Association
- Dépébt de la bandelette du premier antifongique:

=
—
=
=
hid
—
-

Appliquer la technique classique du Etest®

Transfert du gradient d’antifongique dans la gélose (60 min.,
température ambiante)

— Préparation et repérage:

Repérer PRECISEMENT sur I’envers de la boite la position de la
premiére bandelette
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— Retirer la premiére bandelette :

Dépébt de la bandelette du deuxiéme

— antifongique

Déposer la deuxiéme bandelette en superposant les
gradients maximum

ATTENTION : La gamme de concentration des bandelettes
peut étre différente suivant 'antifongique

Incuber 24-48h a 35°C
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_ Lecture des CMI

IV.1.7 Evaluation de la pratique de I'antifongigramme :

Le développement de nouveaux antifongiques élangiskes possibilités thérapeutiques
I'’émergence de résistances aux antifongiques ofd ane demande accrue des test
sensibilité de la part des cliniciens. Cela a redrlisrdre du jour, les queions de fiabilité, de
pertinence et de modalités de réalisation de famgigramme. De plus, du fait de I'exister
de plusieurs méthodes, commercialisées ou non,gbemh de réaliser un antifongigramr
le choix d’'une méthode de routine et fiable a part des biologistes s’est compliq

Ainsi les microbiologistes du College de Bacténiuo Virologie Hygiéne (ColBVH) on
souhaité engager une réflexion sur ce theme eiseéalne évaluation de la pratique
I'antifongigramme au sein du groul’®. Plusieurs études ont été menée: ce centre visant
a faciliter lechoix d’'une méthode de routine fiable d’antifongigyme, face a une demar
de plus en plus fréquente des cliniciens (notamrentréanimateurs) en ce qui conce
I'identification rapide de la souche isolée et de sensibilité vi-a-vis des principau:

antifongiques utilisés.
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Le ColBVH est un réseau de 213 biologistes, répatiins 193 hopitaux non universitaires
couvrant géographiquement I'ensemble du territfia@cais. Une enquéte rétrospective au
moyen d’un guestionnaire, portant sur 'année 2@02t{é proposée aux membres du réseau
afin d'évaluer [l'activitt de mycologie au sein dea Imicrobiologie, la quantité
d’antifongigrammes réalisés, leurs indications, neithodes utilisées, les molécules testées,
I'interprétation des résultats, les difficultésles attentes des microbiologistes concernant

cette partie de leur activite.

Parmi les hopitaux du ColBVH, 32% ont répondu ad@éte, ce qui représente environ un
nombre de 40 000 lits. L'activité mycologique eatiable d’'un centre a l'autre. En moyenne,
les isolements fongiques représentent 10,8% dedenismts microbiens, et les
antifongigrammes représentent 2% des études désighsl’antifongigramme est pratiqué
dans 11,3 % des cas, contre 68,4 % des cas pauibiGramme, soit en moyenne 82
antifongigramme par hoépital en 2002. 38% des répotsd ne réalisent pas
d’antifongigramme dans leur laboratoire: 26 % Iesi$mettent a un laboratoire spécialisé,
12 % n’en pratiquent jamais. Les principales rass@voquées pour la non pratique de

I'antifongigramme sont :

% Un manque de recrutement en mycologie (56%) ;

% La notion d’absence de technique validée en ro&aeo) ;
% L’absence d'indications cliniques (53%) ;
%

Le sentiment dincompétence pour le choix de la hoé¢ a utiliser et des
antifongiques a tester (17% et 9% respectivement) ;

% Les indications et I'interprétation de I'antifongagnme (13% et 4% respectivement) ;
% Le colt en matériel ou en personnel (9%).

Parmi les 88 % de répondants qui pratiquent owstnattent au moins un antifongigramme
par an, les espéces testées appartiennent edeemtil au genre Candida
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L’antifongigramme est effectué en fonction de déveritéres biologiques ou cliniques variés,

souvent a la demande du clinicien.

Concernant les indications de I'antifongigrammaernhie les sept laboratoires qui, quelle que
soit I'indication potentielle, ne font pas et nartsmettent aucun antifongigramme au moment
de l'enquéte, la décision de réaliser I'antifongigme est globalement fondée sur un
ensemble de critéres intégrant a la fois I'espéeeCdndida impliquée, la nature du

prélevement, des criteres microbiologiques et fgade clinique (76% des cas), mais aussi la
demande du clinicien (23% des cas). Aucun laboetoie réalise systématiquement

I'antifongigramme.

L’espéceCandida n’est pas un critére décisionnel dans 27% desetlaspeut constituer un
critere décisionnel, en association au contextas d@% des cas et constitue le seul critere
décisionnel dans 25 % des cas. Dans ces deux derngituations, @Qlabrata (37%),

C krusei(33%), Calbicans(32%), Ctropicalis (26%),C.dubliniensig7%), C.lusitaniae(7%)

et Cparapsilosis(7%) sont citées.

La nature du prélevement intervient dans le cheixd@hlisation de I'antifongigramme. Il est
toujours realisé sur 74% des hémocultures, 48%itkes stériles autres que les hémocultures,
23% des cathéters. Il n’est jamais réalisé sur 8%ocathéters, 19% des urines, 20% des sites
non stériles autres que cutanés et 50% des pré#ntsroutanés.

Les méthodes les plus utilisées sont Fungus® bimuer(56%) et le E-test® AB Biodisk

(41%), ou une combinaison de deux ou plusieurs odéth (38%), conditionnant le choix des
antifongiques testés en premiére intention : anglute B dans 93% des cas, fluconazole
dans 49% des cas. Les résultats sont interprétésraible, intermédiaire, résistant dans 98%
des cas. Un contrdle de qualité est utilisé, arvaties réguliers, par 3% des laboratoires.

Seules les souches issues d’hémocultures sontreéesegoar la majorité des centres.

Le choix méthodologique de la technique d’antifgngmme a utiliser découle de :
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% Un choix fréqguemment inapproprié des antifongigtestés, puisque la plupart des
systémes commercialisés ne permettent pas de tegisemble des antifongiques

d’action systémique.

& La nécessité fréquente d’associer au moins deunigaees afin de pallier 'absence

de certaines molécules dans les galeries commie&aal

& Une catégorisation clinique de type sensible, mésliaire, résistant, quasi-
systématique, fondée sur les recommandations dwmifseur, et ce méme en
I'absence de seuils de sensibilité définis et éaigour un certain nombre de couples
champignon/antifongique et de situations clinigté$® ™!

Concernant les attitudes des cliniciens face aitargigramme, plus de 80% des participants
ressentent un sentiment d'incompétence totale diefp@ que ce soit en ce qui concerne les
indications, le choix de la méthode d’antifongigrag) le choix des antifongiques a tester, la
réalisation technique, la lecture, ou linterpriggatde I'antifongigramme. Enfin, 95% des

répondants sont fortement demandeurs de recomniamslatonsensuelles concernant les

indications, la réalisation et l'interprétation ltentifongigramme.

De cette enquéte, on sent clairement une incompétans-a-vis de la pratique de
I'antifongigramme, ce qui limite sans doute sorligdtion dans les hépitaux. De plus, une
connaissance insuffisante des méthodes disporgblde leur validité est mise en évidence.
La diffusion de recommandations simples, plébissitgar les biologistes serait sans doute le
moyen a travers lequel ils pourront choisir la teghe appropriée pour I'évaluation in vitro
de la sensibilité aux antifongiques. Des évolutid@shniques et un certain nombre de
recommandations sont disponibles depuis la pédedeette enquéte, mais I'antifongigramme

est un sujet qui retient toujours l'intérét deddgistes et des cliniciens.

Dans une autre étude épidémiologique multicentrfqamcaise conduite par le méme collége
(colBVH), en octobre 2004, le but était de facilite choix pour les biologistes d’'une
méthode de routine d'antifongigramme pour @endida sp!’®. La susceptibilité in vitro &
I'amphotéricine B, a la 5-fluocytosine, au fluconkeg a I'itraconazole, au voriconazole et a la

caspofungine a été déterminée sur 46 isolatsCdaedida sp.Les souches isolées
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comportaient 2Z.albicans 12 C.glabratg 5 Ctropicalis, 3 Cparapsilosis un Ckrusei un
C.kefyret unC.guillermondii Les CMI ont été mesurées par la méthode M27, ARIC et

deux méthodes commerciales : le Etest et ATB fu@gus

Pour savoir si les quatre méthodes ont donné ustaldition de CM semblable, le test de
Friedman et le test des signes ont été employés.résultats de I'étude montrent qu’ils
peuvent étre considérés comme équivalents pouar tiessensibilité dé€.glabratavis-a-vis
de Il'amphotéricine B, deC.albicans vis-a-vis du fluconazole, deC.parapsilosis ou
C.tropicalis vis-a-vis du voriconazole ou le fluconazole. Dafiautres cas complexes,
seulement trois méthodes ont donné une distribudgprivalente des CMI. Elles concernent
C.albicans et I'amphotéricine B (CLSI/EUCAST/ATB FUNGUS2)C.parapsilosis et
amphotéricine B (CLSI EUCAST/E TESTY,.albicanset 5-flucytosine (CLSI/ E-TEST/
ATB FUNGUS2).

On en conclut que la distribution des intervalles@MI obtenues par certaines techniques
differe de celle obtenue par les autres techniqupsurrait ne pas étre recommandé d'’utiliser
ces techniques dans les cas suivants: le E test @albicans et amphotéricine B ou
voriconazole, EUCAST pourC.albicans et 5 flucytosine, CLSI pourC.tropicalis et
amphotéricine B, et ATB FUNGUS 2 poGrparapsilosiset amphotéricine B. La distribution
des CMI obtenues differe sensiblement entre lesrguaéthodes pou€.glabrata et 5

flucytosine.

Dans une autre étude menée par le ColBVH dans phané en 200873, le but était de
savoir quelles étaient les techniques utiliséeslgmtaboratoires de biologie hospitaliere et
guelles étaient les conclusions émanant de I'étialudes résultats obtenus.

Concernant la pratique de 'antifongigramme parlédsratoires participant a I'étude, 29%
des laboratoires n'ont pas réalisé d’'antifongigrani#il% ont testé au moins une molécule,
17% ont testé seulement quatre molécules : amptiogB, 5 fluorocytosine, fluconazole et

itraconazole.

Quant aux méthodes utilisées par les laboratoiresr pétude de la sensibilité aux
antifongiques, 46% des laboratoires ont utilisé TBA FUNGUS bioMérieux®, 25% le
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FUNGITEST bioRad®, 16% le Etest, et 6% les disgHaro bio®. La comparaison en
les CMI obtenues par rapport aux CMI des deux sesicte référence (kruseiATCC 6258
et C.parapsilosisATCC 22019) déterminées par la microméthode du NE@lsouligné un

grande variabilité des CMI obserns.

Aux termes de ces études, une nécessité de recaiatitars consensuelles sur le choix
techniques considérées comme vées en routine ainsque sur leur interprétation e

revendiquée.
IV.2 Kétoconazole :
IV.2.1 Chimie :

# Structure :

Le kétoconazole est un antifongique systémiqueydehése qui fait partie de la famille ¢
azolés, et de facon plus précise des imidazolés aorirouve un noyau azolé pentagc
contenant deux atomes d'azol tels que le clotrimazole, le miconaz I'éconazole et
I'isoconazole), avec la présence de deux cycles aromatiquest lrésent sous forme

suspension buvable et comprimés 20 Nizoral®, de shampoings antipelliculaires, de cre

2% et de gel moussant 2&toderm@!’* 1,

Figure

36 : Structure chimique du Kétoconazole
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% Relation structure-activité :

Son appartenance aux azolés lui confére un speciti®ngique large qui s’étend aux

bactéries Graim Il est indiqué dans les mycoses superficielleprefondes.
Il est utilisé sous forme de base ou de sel nitrate

L'existence du noyau imidazolé le rend fortemerdtabolisé, c’est pourquoi il a été
remplacé plus récemment par le cycle triazolé dfaméliorer I'activité donnant naissance
aux antifongiques triazolés de premiere génératione part (Fluconazole et Itraconazole) et

de deuxieme génération d’autre part (VoriconazbRosaconazole).

Le substituant N-3 du cycle imidazolé lui confenge interaction avec I'atome de fer du
cytochrome P-450, d'ou découle son mécanisme diacjui s’étend a d’autres stéroides en
particulier aux hormones, ce qui explique les seffehdésirables, les interactions
médicamenteuses et I'hépatotoxicité, ce qui engendalheureusement une limitation

importante du traitement avec ce produit.

La présence d’'un noyau aromatique sur le subatifNél le rend un puissant inhibiteur de la
170 hydroxylase et la 17,20-lyase des testicules etsderénales, et inhibe aussi les activités
de l'aromatase du placenta et de l'ovaire et auesymes, pouvant avoir ainsi un
réle potentiel dans le traitement de l'ostéoporesétre utilement exploités dans les essais
cliniues dont les situations nécessitant l'infobitde la production d'androgenes comme
dans le cancer de prostate et 'HBP [I'hyperplaéiggne de la prostate], la puberté précoce et

I'hirsutisme ; ou l'inhibition de la biosynthésesd®strogenes comme dans le cancer du sein
[75]

IV.2.2 Activités pharmacologiques :
#% Mode d’action :

Le mécanisme d'action du kétoconazole, miconazeleclotrimazole a fait I'objet de
nombreux travaux. Les données morphologiques ernostopie électronique suggerent que

le site primaire d'action de ces imidazolés estmiambrane plasmatique avec atteinte
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simultanée du systéme vacuolaire central, et fmatdé une désorganisation interne des
organelles conduisant a la mort des cellules faregg Les modifications au niveau du
métabolisme oxydatif et peroxydatif aménent unaiadation du peroxyde d’hydrogene qui
asphyxie la cellule fongique. Mais a la lumiere desniers travaux c'est l'inhibition de la
synthese de l'ergostérol constituant majeur naaesa la formation de la membrane de la
cellule cytoplasmique fongique. Cette inhibition gigthése est obtenue par inhibition de la
14 alpha-déméthylase ou CYP51, enzyme du cytoahi4b0 nécessaire a la conversion du
lanostérol en ergostérol, ceci engendre une impigrtaccumulation de C-14 méthylstérols
qui altere la perméabilité cellulaire, tandis geecholestérol des cellules de I'organisme hote
n'‘est pas modifié. Des travaux japonais récentmtment que I'inhibition de la biosynthese
de l'ergostérol peut étre une conséquence de irtattdonctionnelle respiratoire des
mitochondries altérées par le kétoconazole (Kcz)otpgue le transport des électrons de la
chaine respiratoire dé. albicansdans des conditions d'aérobiose sur divers substoabtme

le NADH ou le succinate ; une interaction entreKkez et le cytochrome C oxydase a été
observée. Le Kcz, le plus puissant des dérives anuids, interféere a de trés faibles
concentrations (I8M) avec le cytochrome P450 des microsomes dontrdffee systéme
lanostérol 14-déméthylase aboutissant a I'accumulation des 1Ays&rols. Pour ce méme
mécanisme, a de fortes doses le Kcz bloque la agatdes stéroides des surrénales et du
testostesterone chez les malades ou chez le ratran d'ou les répercussions développées
comme effets secondaires ou comme possibilitésapeétiques en cancérologie et

endocrinologié®.
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# Spectre antifongique:

Ainsi que les autres dérivés imidazolés, le Kétazofe est caractérisé par un large spectre
antifongique avec une phase de latence de quelspigss avant l'effet fongistatique, dont la
concentration minimale inhibitrice (CMI) sur le meill complexe casitone a pH 6,6 ou 7 est
beaucoup plus basse pour la majorité des champgétrdiés que celle obtenue sur les
milieux conventionnels comme les milieux synthégigjcontenant I'isopentényl diphosphate

(IPP) , le bouillon d'extrait de levure et mannifdMB) ou solidifié avec 15g/l d’agar
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(YMA) + glucose + asparagine (Difco) ou le milieglgsé glucosé de Sabouraud ; milieux
qui sont tous a des pH acides (5-5, 6). Le rolplduacide masquant l'activité fongistatique
des imidazolés comme I'éconazole et le miconazse plus frappant pour le kétoconazole.
Le Kcz inhibe particulierement la forme (agressimg)célienne deCandida albicans ales
concentrations extrémement basses (0,018 pg/njlicexplique les résultats thérapeutiques
spectaculaires dans les candidoses muco-cutanémsqies ou dans le dermie albicansse
présente sous forme mycélienne, ou dans les casafickepticémiques cutanées disséminées
chez des héroinomanes dont les cheveux sont engahites filaments mycéliens. Dans
aucun des cas de candidoses traités nous n'avangsuyer des souches @ albicansdont

la CMI soit supérieure a 1,56 pg/ml sur le milieasitone liquide ou gélosé sur
I'antibiogramme en gélose, les zones d'inhibiti@s disques de kétoconazole (50 pug de

charge) sont plus nettes que sur les autres milieux

Ce milieu nous a servi également pour I'évaluaties taux de Kétoconazole dans le sérum et
les autres liquides biologiques avec une senshilé dosage assez grande pour déceler des
concentrations de 0,04 pg/ml. Les autres champmgnevuriformes(Torulopsis glabrata,
Trichosporom capitatuml. cutaneum, Cryptococcus neoformasagiit également sensibles.
Les CMI obtenues sur divers inoculum (spores, spgermeées, myceliumj'Aspergillus
fumigatusdonnent des résultats similaires d'apres Viviani@torano, mais ces CMI méme
dans les conditions les plus favorables, commaeniéisux synthétiques ramenés a pH 7, et
surtout le milieu casitone, sont plus élevées gpport a celles obtenues pdliralbicansDe
nombreuses souchelAspergillus(environ 62,5% d'aprées nos données) ont des CHKié en
12.5 et 25 pg ce qui explique partiellement lesillitass médiocres obtenus chez les malades
ayant un aspergillome pulmonaire ; mais ces soustiségalement peu sensibles aux autres
antifongiques systémiques (amphotéricine B, 5-FC).

Des CMI suffisamment basses pour un effet théraguemitont été observées avec des
champignons filamenteux commeAlternaria alternata, Chaetomium globoSum,
Scedosporium (Monosporiumapiospermumet sa forme parfaiteAllescheria boydii,
Phialophora parasitica ; toutefois les effets thérapeutiques chez des dwrala
immunodéprimés atteints par ces champignons opmuetés ont été discutables pour certains
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d'entre eux. Il en fut de méme pour certains agedgs chromoblastomycoses ou
phéohyphomycose¢Exophiala jeansel-meiWangiella dermatitidis)ce qui explique les
difficultés d'obtention rapide et prolongée degsfthérapeutiques qui nécessitent des doses
de Kétoconazole beaucoup plus élevées que cellesiblides. Des agents de mycétomes et
entomophthoromycoséBasidiobolus haptosporus, Conidiobolus coronatm)t sensibles a
des CMI inférieures a 1 pg/ml, ce qui explique ésultats thérapeutiques favorables

observés.

Une souche deSporothrix schenckiid'un cas de sporotrichose qui a été traité par le
Kétoconazole s'est montrée relativement peu sengibMI 6.25ug) ce qui explique les
récidives observées dans ce cas, ainsi que daumsegd'&as observés par divers auteurs. Par
contre, les autres champignons dimorphiquesstoplasma capsulatumH. duboisii,
Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioidesasiliensis, Coccidioidomyces immitispnt
particulierement sensibles (CMI de 0.02 a 1,56 ()g/bes dermatophytes sont également
sensibles comme Van Cutsem I'a montré ; sur leemitiasitone les CMI sont inférieures a
0.78 pg/ml pouif. violaceunet T. schoenleince qui explique les excellents résultats chez 11
enfants teigneux, un seul dont la CMI était 6.2Blgyant récidivé®.

IV.2.3 Pharmacologie:

1. Posologie et administration

Le kétoconazole (dans le traitement des mycose®rmigues) n’est disponible que sous
forme de comprimés dosés a 200 mg. La posologie dar200 a 400 mg/j a prendre au cours
des repas, en deux prises. Chez I'enfant, la pgsolest de 5 a 7 mg/kg, avec une forme

liquide (Img/gouttel.
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Au lieu de la posologie de un comprimé par jourcaurs du repas, posologie utilisée par la
plupart des expérimentateurs américains et recom@gapar prudence par les laboratoires
Janssen au début des essais cliniques, nous aslomsigiré 2 x 200 mg chez l'adulte, un
comprimé matin et soir (5-7 mg/kg/24 h chez I'emfain fonction des taux sériques et/ou de
I'efficacité clinique, cette posologie a été augi@era 2 comprimés le matin et le soir (8 a 10
mg/kg posologie recommandée chez l'enfant) et aixoam®ellement a 3 comprimés matin et
soir (10 a 15 mg/kg) ce qui nous a permis d'aves effets thérapeutiques plus rapides et plus
efficaces dans les mycoses profondes plus pagremtient. Tous les malades traités pour une
mycose systémique et une partie de ceux traités poel mycose superficielle ont eu des
dosages sériques de Kétoconazole 1,2, 4 et 6 heprés la prise matinale de 1 ou 2
comprimés. La durée du traitement a été de quelgues a 1 an selon la chronicité de

linfection en causk!.
2. Taux sériques:

La pharmacocinétique du kétoconazole est dose daptn Les taux plasmatiques maxima
sont atteints en 1 a 2 heures, selon la dose iagées valeurs de cette concentration
maximale montrent une grande variabilité intra reefindividuelle pour une méme forme
pharmaceutique : elles sont comprises entre 018 gtg/ml pour la suspension et entre 0,9 et
10 pg/ml pour les comprimés apres administratiomquen de 200 mg. La demi-vie
d'élimination est de 8,1 et 9,6 heures pour desslmesspectives de 200 et 400 mg. La courbe
d'élimination est biphasique avec une premiereg@hagside (T1/2) puis une phase plus lente
(11/23). La premiere phase correspond a un phénoméne detgatuau premier passage
hépatique. Cet effet se traduit par un accroissenebiodisponibilité en fonction de la dose,
c'est a dire une progression géomeétrique et nonnagtique des taux plasmatiques lorsqu'on
augmente la posologie. Il n'y a pas de diminuties thux au cours des traitements ultérieurs
méme s'ils sont prolongés durant des mois et, d@nmiombreux cas, on a été obligé
d'augmenter la posologie pour avoir des taux gpasggent 1ug (ceci est une concentration
qui a été arbitrairement choisie) lorsque la desé g n'est pas atteinte. Avec une posologie
a la carte on a pu obtenir (Tableau |) des conatiatrs décelables dans des liquides ou le
Kétoconazole passe assez mal, comme les urine3 §,0,80 pg/ml en 6 h) le liquide
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articulaire (0,20 a 0,30 pg/ml), le liquide pleura liquide péritonéal ; avec une posologie
efficace, on peut avoir du Kcz qui traverse surtieupéritoine inflammatoire et qui peut
pénétrer aussi dans I'humeur vitrée (0,04 pg/mlijlans la chambre antérieure comme dans
des cas de candidoses oculaires chez les héroieemadas concentrations dans le liquide
céphalorachidien sont de l'ordre de 1 a 2% deserdrations sériques et témoignent de la
faible pénétration dans ce milieu, ce qui nous amanne pas utiliser le Kcz dans les
meéningitesa C. neoformansurtout queplusieurs échecs ayant été signalés. Les recherches
effectuées avec un Kcz marqué montrent que chamed la distribution du cet antifongique
se fait non seulement dans les organes profonds emsi dans les organes superficiels
comme la peau, les poils et les glandes sébacéeg.lBomme des travaux récents de Artis
et Coll. montrent que le Kcz passe dans la suede ¢ sueur il peut y avoir une absorption
cutanée. La liaison aux protéines plasmatiquesiest4% du Kcz circulant (la liaison est
largement préférentielle pour I'albumine a 99%¥6lést lié aux cellules sanguines et 1% est
sous forme libre. Le Kcz est métabolisé par le.fdieexiste un phénomeéne de premier

passage hépatique saturable aprés absorfition.

TABLEAL I

Taux ca hd ke dar lag liqusides hislogiques chez "'adubin. 46 cas : moyenne d'ige 36 sns = 16 ans
Doses Mombro de cas Tar JOLIR 5 - Téme JOUR 1 MOIs 25 MBS
Q0 g A Haoraire Oh 1h 2h 4h Bh Oh Th 2h 4h Bh Ok 2h Ok 2h
200 mg P.M Tous limitg a 1.72 1.8 1.22 0.5 049 1.27 1.14 1.0% 1,189 {1k ] 188 0.5D z3
par four 0.3 poa 10.0% . 10.02-  (D.0E - a4 . i0-  20-  d000-  (0od- 18] oo - o6&
7l gLl 1) 3} 28] 3.8 L1111 =l -1} 1,261 B 1.2E} 51
Augmenaion des 2 = Z00 myg Ak 1.B4 4.0 T.65 3.78 .68 LE -] T 1.8 TR
doses T ras 200 mg P.M [{uR:3] 0.6 0B - [ - 105 - [ I .8 L1 B3] [{=N-1

.51 o 1o 20 10 2.4) 1 2.0 101

AUTRES LIQUIDES BIOLOGIQUEE : URINEE : 0 -8 b ; 0003 - Dofd Lgimi
& - 2d h ;0,00 - 0,30 Ugimi

LIQUIDE ARTICULAIRE - 0.20 - 3,30 Mgim! ; LCA 1 0.07 Wgsml ; 08 : 26 [gienl
LIOQUIDE PLEURAL @ 0.04 a'mil ; CHAMBRE AMTERIEURME DE L'QEIL : 0004 Lig/mi

LIQUIDE PERITOMEAL @ 0.04 Ug'ml | HUMEUR VITREE : 0.04 [iiel

3. Taux sériques chez les immunodéprimeés

Au cours d'une étude en collaboration avec I'éqdipde.Gluckman sur la prophylaxie des
mycoses par le Kétoconazole (Kcz) chez les tranggdade moelle osseuse, on a vu des 1981
qu'environ 30% des malades soumis & ce traitenvargre un taux nul ou inférieur al pg/ml,
raison pour laquelle depuis tous les malades $raité été soumis a un contrdle sérique au

cours de la transplantation. Les taux sériquesemttance a diminuer aprés la transplantation
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(Tableau IlI) sans toutefois que ces différencesergoistatistiguement significatives.
Néanmoins la moyenne des pics reste faible mais enlimites des effets théoriquement
thérapeutiques a I'exception des greffes avec urgrédeimportant de rejet
(degré 1l et 1V). Les Tableaux Il et Ill illustrérces résultats. D'autres auteurs ont confirmé
ces taux bas chez les immunodéprimés d'ou l'intdeésuivre les taux sériques chez ces
malades a grand risque de mycoses a champignoostapigtes afin de corriger la posologie
du Kcz. Les taux nuls ou faibles de l'antifongigele question chez les immunodéprimeés
peuvent s'expliquer en dehors de la prise de pargsngastriques antiacides, cimétidine,
etc... par des troubles d'absorption digestive deszmalades, ainsi que par les médications
associées. On a souvent eu une interférence avefamapicine et dernierement avec D-

penicillamine interférence qui fera I'objet d'urted® détaillé&’!.

Taux sériques de kétoconazole avant et aprés la transplantatiu:::?nt!-lg.A:r::marquer la dimension des pics sériques aprés la transplantation
Intervai. Nb. de mesures Nb. de pics Nb. de pics conc. Nb. de pics % des pics - Moyenne du pic
conc. 0-0,50 mg/l 0,51-1,00 mg/l conc. > 1,00 mg/l conc. == 1,00 mg/l conc. (mg/l)

Avant transplan- 25 2 3 20 80 4.8
tation |

Jour 1 - jour 25 24 5 3 16 67 3.1

Jour 26 - jour 50 10 2 0 8 80 2.6

Jour 51 ou plus 15 3 2 10 67 2.8

Total 74 12 8 54 73 3.5
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TABLEAU Nl
Concentration sérique de kétoconazole aprés transplantation
en fonction de différent degré de rejet de greffe

Degré de Nb. de Nb. de pics % des con- Pic moyen
rejet de malades conc. centrations tauXx sérique
greffe > 1.0mg/l > 1 mg/l {mg/)
0 g8 7 BB% 3.0
1 13 10 T7% 3.9
2 20 15 T5% 2.0
3-4 B 2 25% 0.8
Total 49 34 6% 2.9

4. Pharmacocinétique :

» Absorption :

La biodisponibilité des azolés est élevée. Ellenesgbrée par la prise au cours des repas pour
le kétoconazole en gélule, ainsi que par l'augn&mtede la dose unitaire, en raison de la

saturation de I'effet de premier passage hépatique.

Vu que le kétoconazole est plus soluble en miéieide et riche en graisse, on voit son
absorption réduite lors d'une achlorhydie ou loesde pH gastrique est éleV® par
exemple par la prise d’antiacides ( réduction d&opQ d’antihistaminique Htels que la
cimétidine et la ranitidine , ce qui nécessite dancécart d’au moins deux heures entre les
prises, d’inhibiteurs de la pompe a protons, odidanosine dont la formulation est fortement
tamponnée, ou par l'influence de certaines pathetogomme le sida. Le kétoconazole ne
doit pas donc étre utilisé en premiéere intentioazcle sidéen. Le kcz voit son disponibilité
réduite de 80 & 90% par certains inducteurs enzgaegtcomme la rifampicine, la rifabutine,

le phénobarbital et la phénytoitte
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La possibilité d'une mauvaise absorption est tnégortante parce que, souvent, il a été
observé des concentrations nulles, en particupeyr les malades immunodéprimés qui
avaient des meédications immunosuppressives ou @escations antiacides ; ainsi il a été
constaté dans certaines unités traitant des makal@®is a des immunosuppresseurs un
pourcentage de 20 a 30% de taux négatifs ce qligeepque dans certains cas, il n'y avait
absolument aucun effet thérapeutique ; ceci pepligrer également certains échecs qui ont

éte présentés au cours du récent Colloque de lat8daancaise de Mycologie Médicale.

Sans déterminer le taux sérique du Kétoconazoleeqreut pas parler d'échec clinique. Il faut
aussi tenir compte que des cas exceptionnels raggpoomme des échecs au Kcz sont ou
peuvent étre également des échecs aux autresrigifies systémiques (amphotericineB, 5-
FC) quand la défense immunologique est totalemznpcomise™.

» Concentrations plasmatiques :

Le kétoconazole est une base faible, lipophile, guble dans I'eau, fortement métabolisée
selon un processus saturable qui lui confere umétigue dose-dépendante et temps-
dépendant. La liaison du kétoconazole aux protés@{mues est de plus de 90%, son
métabolisme est saturable et responsable d'une entgtion supra-proportionnelle des
concentrations plasmatiques par rapport aux dafesetrées. La saturation du métabolisme
entraine une baisse de la clairance et donc umgdloent de la demi-vie lorsque la dose
augmente mais également a la répétition des admaitii;is. Ces phénomenes de non
linéarité rendent trés difficile la prédiction desncentrations plasmatiques a I'équilibre,
lorsque la dose ou lintervalle posologique sontdifiés. La mesure des concentrations
plasmatiques résiduelles est nécessaire en cavatmaement de posologie ou en cas de
modification importante de la fonction hépatiquediyestive.

> Distribution tissulaire :

Le kétoconazole est fortement lié aux protéindsufaine) et ceci est de I'ordre de 85%, mais
son volume de distribution est faible, ce qui indiqune liaison restrictive qui empéche

partiellement la pénétration tissulaire, les cotraions tissulaires sont au mieux de I'ordre
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de la moitié de celles observées dans le plasnalestsont trés basses dans I'os, le LCR et
I'ceil M,

> Elimination :

Le kétoconazole est métabolisé dans le foie pawytechrome o 3A4, et excrété sous
forme inactive, essentiellement dans la Bile13% du produit sont éliminés dans les urines,
dont 2 & 4% du produit sous forme active, le rdates les feces. Sa demi-vie terminale est de
8 heures. Il n'est pas nécessaire d'adapter ldggesahez I'insuffisant rénal comme c'est le
cas pour la 5-FC, du fait que cette éliminatioratérest extrémement faible. Il y a aussi un
probléme de l'administration de ce produit lordqu'e dysfonctionnement hépatique, des
rares cas d'hépatite ayant été observes. L'absénterférence avec l'insuffisance rénale est
un grand avantage parce que les mycoses en ptitad candidoses, surviennent souvent
chez les insuffisants rénaux. Il n'y a pas de ncatibn des activités des enzymes des
microsomes ce qui fait la différence avec le prenmadazolé que I'on a administré par voie
orale, le clotrimazole. La seule interférence magewous parait étre celle avec la ciclosporine
chez les immunodéprimés ; une néphrotoxicité ingme de cet immunodépresseur qui
s'accumule dans le sang a été observée chez fessgte moelle osseuse par E. Gluckman et
Coll. & I'Hépital St Louis, observation confirméarpd'autres auteurs. Une réduction ou
remplacement de la ciclosporine s'impose lorsqueteconazole doit étre administré chez

ces malade4.

» Facteurs de variations :

En cas d'insuffisance rénale sévere, la demi-viekéioconazole ne change pas et donc

aucune adaptation n’est nécessaire dans cetté@itua

En cas de cirrhose hépatique grave, la demi-vigadoconazole est multipliée par deux, ce
qui impose, ici encore, d’allonger l'intervalle mbsgique dans le méme rapport. Cependant,
la prédiction des concentrations étant trés aléatbans cette pathologie, il est recommandé

de mesurer les concentrations plasmatiques rékduel

Chez les patients cancéreux neutropéniques, einnodat en cas d’'allogreffe de moelle, la
biodisponibilité du kétoconazole est réduite, etlsmi-vie est diminuée d’'un facteur 3. Ces
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modifications aménent a administrer des doses degis fois plus élevées pour conserver
les concentrations plasmatiques usuelles, maigricore la mesure de ces concentrations

semble indispensable pour ajuster la posoldyie
5. Interactions médicamenteuse® :

Depuis l'apparition des dérives azolés utilisés rptaurs propriétés antifongiques, de
nombreux effets indésirables sont survenus lorssd@ations médicamenteuses. La plupart
des azolés sont de puissants inhibiteurs des aytoes Rso 3A4, et cette propriété est la
cause majeure des interactions d'ordre pharmadimireé rencontrées avec cette classe
thérapeutique. Trois approches de ces interacsoms possibles : les études in vitro sur
microsomes hépatiques humains, les études cliniqoegolées et les cas rapportés. Nous
nous limiterons aux deux derniéres approches, lies gignificatives a prendre en compte
pour la prescription d’antifongiques de cette féanil

Les enzymes mises en jeu causant ces interactmms Ies cytochromes P450 et la P-
glycoprotéine (PGP) :

Les cytochromes P450 (Cyt) constituent une supéfftamd’hémoprotéines catalysant les
biotransformations de nombreuses substances ergfgein exogenes. Les cytochromes
humains sont concentrés dans le réticulum endopdagntiisse au niveau du foie, mais aussi
a un moindre degré au niveau des poumons, des, ménlintestin et du cerveau. Trois
familles principales sont décrites : cytochrome® &t 3. Les antifongiques azolés sont des
inhibiteurs de ces cytochromes avec des potemtitfésents selon les isoformes concernés.
La P-glycoprotéine (PGP) est une protéine d'efféXP-dépendante. Elle présente des
similitudes avec le Cytochrome 3A et joue un ré@ef@s majeur dans la biodisponibilité des
médicaments. Elle est localisée au niveau de $tirte(surface apicale des cellules), de la
barriere hématoméningée et dans de nombreux tis®xqression de cette molécule a pour
conséquence une diminution de pénétration dueffiukegénéré, ce qui entraine notamment
une diminution des quantités absorbées.

De trés nombreuses interactions d’ordre pharmaétqure ont été décrites dans la littérature
et certaines impliquent des précautions d'utilmatides associations déconseillées ou des

contre-indications formelles.
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Médicament

Effets de l'interaction

Recommandation

immunosuppresseurs :

Tacrolimus, Sirolimus

Augmentation de la biodisponibilitéUtilisation concomitante

orale en inhibant les mécanismes

premier passage hépatique,

prolongation de l'intervalle QT.

dentre-indiquée.

et

Antihistaminique H1 :

Anomalies de la repolarisation

dtilisation concomitante

H1 : Loratadine

Astémisole I'électrocardiogramme se traduisardgontre-indiquée.
par la survenue de torsades de
pointes.
Autre  antihistaminique augmentation de sa concentration Association déconseillée

réduction de sa clairance de 75%.

v

Benzodiazépines et
substances apparentées :
triazolam, diazépam,

midazolam, alprazolam

Augmentation de fagon majeure
leur demi-vie pouvant conduire a

effet amnésique augmenteé.

dassociation déconseillé

usauf contre-indicatior

—

pour le triazolam.

Alcool

Effet antabuse (chaleur,
rougeurs,vomissements,tachycard

174

Association déconseillég
e).

Inhibiteurs de 'HMG CoA
réductase :Atrovastatine,
Simvastatine,

Cérivastatine

Risque majoré de rhabdomyolys€ontre-indication

par diminution du métabolisme de

I’'hypocholestérolémiant.

Anti-arythmiques :
Amiodarone, Quinidine,

Lidocaine

Augmentation de leur concentratior
de 3,4 fois avec élargissement de
I'espace QT.

1
Association déconseillée.

Antagonistes calciques :
Nisoldipine (non
commercialisée en France

Augmentation de la surface sous lg

courbe et du Cmax pouvant donnefr

une hypotension systolique et
diastolique.

| Précaution d’empiloi
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Antipsychotique :
I'Halopéridol, Clozapine,

Pimozide

Interaction faible possible avec
I'Halopéridol et le Clozapine, tandis
gu’avec lePimozide on remarque u

allongement de I'espace QT pouvant

générer de graves torsades de poit

Précaution d’emploi sau
contre-indication pour le
nPimozide.

tes.

Anticancéreux (agent
alkylant) : Cisapride

Risque majoré de troubles de rythn
notamment une arythmie
ventriculaire fatale avec torsades d
pointes.

ne
Contre-indication
e

Antivitamine K ( AVK)

Risque de surdosage deAVK

pouvant générer une hémorragie.

Précaution d’emploi ave
surveillance de
I'efficacité et de
I'absence de surdosage

I AVK .

)

de

La majorité de ces interactions pharmacocinétiqgdes dérivés azolés sont d'origine

métabolique et résultent de linhibition des cytamches P450 3A. Le kétoconazole est

I'inhibiteur le plus puissant de la famille des E=ovis-a-vis des Cytochrome 3A4, suivi par

l'itraconazole. lls sont sans action sur les Cytoote 1A2, 2D6 et 2C9. Le rdle plus

récemment découvert de I'inhibition de la PGP njes a négliger.

Quels que soient les mécanismes de l'interactimhibition des cytochromes hépatiques ou

intestinaux réduisant le métabolisme, ou inhibitittnla PGP facilitant ainsi I'absorption, les

conséquences de l'interaction sont toujours cellies surdosage de la molécule cible.

Quelques interactions inverses, aboutissant afficaeité des dérivés azolés, ont également

été décrite$’®. Le tableau | résume les observations rappor@edonction de I'attitude a

adopter en termes de prescription.
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Interactions non

Absence diintéraction |0 icatives| Précautions d'utilisation mgm mm“:t:::”
LY . ] Kil Kl Kil K|l
Antipyrine XX CF.(.J?_apine X Anti-vitarmines K V {Alcool éthylique v Atorvastatine ViV
Azelastine X Désipramine X Carbamazépine V | Alfentanyl X Cerivastating ViV
Caféine X | X | Diazépam X | Ciclosporine V | V |Alprazolam X [ Cisapride ViV
Clomipramine X | Fentany! X | Didanosine V | Amiodarone X | X | Efavirenz vV
Clozapine _[ X | Imipramine X Digoxine V {Buspirone V | Névirapine v
Fluvastatine | X | Indinavir ? Dihydropyridines V | Chiordiazepoxide | X Pimazide VIV
Levocabastine X Nelfinavir ? | ? | Hydroguinindine V |Lidocaine XX Slilmva statin;a “;‘I
Losartan X | X | Prednisclone X Isoniazide v Loratidine X Tacrolimus ViV
Nortriptyline X | X | Prednisone X Phénobarbital V | Méthylprednisolone) X | X | Triazolam Vv
Pravastatine X | Ritonawir ? | ? | Primidone V |Midazolam V|V
Suliaméthoxazole | X Saquinavir 7 Ritampicine V | V |Quinidine XV
Temazépam X | Sulfentanil i} X | Sildénafil V | V |Rifabutine X[ X
Théophyliine X | X | Taxol X Topiques gastriques | V Tacrolimus v
Zalpidem X Zolpidem A Talbutamide X
Tolterodine v
| Vinca-alcaloides v

K @ ketoconazole, | traconazole, X © d'aprés les données de la térature, V @ d'aprés le dictionnare Vidal" ; 7 @ insuffisamment documents.

» Azolés en tant que cibles:

Les azolés sont évidemment eux-mémes la cible pellende ces interactions. lls sont par
exemple trés sensibles aux inducteurs ou inhilgtetnées puissants comme sont
respectivement la rifampicine et le ritonavir, mé&naose infrathérapeutique dans I'utilisation

intentionnelle de ce dernier comme booster du noéitabe d’autres antiprotéases associées.

Il s’agit dans ce cas d’interactions médicamenteuéeiproques opposées entre kétoconazole
et rifampicine par exemple ou entre phénytoineégb¢onazole au niveau du CYP 3A4.

Il est également envisageable que les azolés pwiske/elopper une inhibition croisée
réciproque, devant faire s’interroger sur la penice du maintien de la dose de charge lors du

relais entre azolés.
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Le pH gastro-intestinal affecte I'absorption dudagtnazole et de l'itraconazole, sensibles aux
antiacides qui diminuent leur absorption. Il estoramandé de préférer dans le cas d'une
augmentation du pH gastrique la forme suspensioar ptvaconazole. Au contraire,
voriconazole et fluconazole ne sont sensibles riantiacides ni aux pansements minéraux
(Mg et Al).

La situation des azolés vis-a-vis de la nourriteise dominée par la possibilité de modifier
I'absorption des plus lipophiles. Quelle que sat fecommandation qui en découle
(kétoconazole, itraconazole forme orale solidgp@taconazole pendant le repas et/ou en
augmentant le fractionnement des prises pour ceiader voriconazole en-dehors), il est
important de maintenir les modalités d’administmasi les plus constantes possibles dans le
temps. Enfin, pour mémoire, les formulations intiaeuses de voriconazole et kétoconazole
peuvent faire l'objet d’incompatibilités physiconfigues et doivent étre administrées

séparément en perfusion lente.

Médicament Effet de l'interaction Recommandation

Antihistaminiques H2 : Diminution de [I'absorption Précaution d’emploi
Cimetidine, Ranitidine digestive du kétoconazole par
augmentation du pH intra-

gastrique par lI'antisécrétoire.

Topiques gastro-intestinaux|:Diminution de I'absorption | Précaution d’emploi : prendie
sels, oxydes et hydroxydes | digestive du kétoconazole paces topiques a distance du
de Mg, d’Al, de Ca élévation du pH gastrique. | kétoconazole (plus de |2
heures).

Puissants  inducteurs  duAccélération du catabolismePrécaution d’emploi.

CYP450 : Carbamazépine et réduction significative des
i ) ] o concentrations plasmatiques
Phénobarbital, Rifanpicine du kétoconazole.

et phénytoine
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Antirétroviraux : Interactions réciproques entr€ontre-indication pour les
le kétoconazole et ce
antirétroviraux :  pour le
névirapine, on remarque ung
augmentation de la
concentration de celui-ci et
du kcz tandis que pour
l'Efavirenz , il y'a une
augmentation de ce dernier|et
une baisse du Kcz.

Névirapine , 'Efavirenz *Yeux antirétroviraux.

Antituberculeux et  puissaninhibition du catabolisme avePrécaution d’emploi
inhibiteur du  CYP450:augmentation significative des
Isoniazide concentrations  plasmatiques

du kétoconazole.

» Conduite a tenir devant ces interactions

La stratégie de la conduite a tenir devant uneract®on meédicamenteuse repose sur sa
classification. Le raisonnement porte sur le nivdaudocumentation scientifique permettant
de distinguer les interactions établies donc cosneie prévisibles de celles simplement
suspectées par extrapolation ou reposant sur urbneotimité d’informations ; sur son

mécanisme d’action pharmacodynamique mettant endgsucibles d’effet communes, ou

pharmacocinétique médié par une variation des carat®ns et donc directement accessible
a une adaptation de la posologie ; et bien entenniule caractére de gravité et donc la

pertinence clinique.

La conduite a tenir est d’exercer une action cairrecvoire préventive lors de la prescription
d’'une interaction médicamenteuse connue de risg@uers conduisant a l'aggravation de
I'état du patient : s'il s’agit d’'une interaction égicamenteuse pharmacocinétique en
modifiant la dose, idéalement en s’appuyant sursuivi pharmacologique thérapeutique
(STP) par mesure des concentrations circulantesragicaments impliqués, tandis qu’en
présence d’une interaction pharmacodynamique,decate la nature de la co-prescription ne

doit étre maintenu qu’aprés évaluation individuggisle son rapport bénéfice/risque. Dans le

98



cas d'interaction médicamenteuse a risque modém@noplement suspecté, un renforcement
de la surveillance est suffisant. Cependant deterantions médicamenteuses d’intensité
modérée mais de méme mécanisme peuvent résulter effiet majeur en cas de prescription
simultanée. Toute substance exercant une modditatdu transit gastro-intestinal est

susceptible de retentir sur I'absorption orale al@ses principes actifs administrés en méme
temps. Enfin, la prudence doit étre de régle pawolprescription d’'un médicament nouveau,

surtout s’il présente un fort métabolisme oxydatif.

L’appréciation de ces trois criteres (imputabilitdyécanisme et séveérité) conduit a
I'attribution de niveaux de contrainte réglemerdsir associés aux co-prescriptions
médicamenteuses. La contre-indication et I'assiociatéconseillée relevent de I'interdiction
prenant en compte le risque clinique et la difféul’adaptation, tandis que la précaution
d’emploi et la mention « a prendre en compte » so@ niveaux plus permissifs

d’information.

6. Indications thérapeutiques :

Les infections fongiqgues humaines se répartissgmdrsatiguement en deux catégories : les
mycoses viscérales profondes qui peuvent menaceprdaostic vital, et les mycoses
superficielles qui sont beaucoup plus fréquentes @i regle bénignes. Certaines mycoses
viscérales ont une répartition géographique pdidiei telle les histoplasmoses, la
blastomycose ou la coccidioidomycose. Elles reptés¢ un probleme de santé publique
dans leur zone d'endémie lorsque leur incidenceélestte. D'autres mycoses viscérales
posent un probleme dimportance grandissante,aditsdes infections opportunistes en
particulier aCandidaou aAspergillus.Elles surviennent en général en milieu hospitaher,
plus fort d'une immunodépression d'origine thértigpea. Les malades cancéreux et
leucémiques paient le plus lourd tribut a ces ifd@s souvent iatrogénes, et que l'on peut
qualifier de pathologie des protocoles. Le traitetm#e ces mycoses doit faire appel a des
antifongiques dits systémiques, c'est-a-dire dedicagments qui, administrés par voie orale
ou parentérale diffusent dans l'organisme et sapaliles de guérir des mycoses viscérales.
Les antifongiques systémiques sont en nombre nest@e groupe comprend essentiellement

I'amphotéricine B administrée par voie 1.V, la fftmsine administrée par voie orale ou 1.V,
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les imidazolés dont le kétoconazole administréuee orale et le miconazole nous parait
d'intérét limité par voie orale ; il existe unerfa@ galénique utilisable par voie intraveineuse
ou locale intrathécale en particulier, et plus néeent les triazolés puis les candines. Les
principaux parametres qui guident le choix entsetteis premiers antifongiques sont exposés

dans le tableau I.

TABLEAU I
Principales caractéristiques des trois antifongigques systémiques

AMPHO 5—FC KETO
Fongicide invivoe . . . . . . = —_ -
Bonne diffusion viscérale, . ++ +4+ +4
Diffusion L.C.R. .. .. .. + -+ *
Diffusion urinaire. . . . . . + T 6.5
ToxlcHs . o coww i emes R 4+ +
Absence de mutants
résistants. . « - - & « -« it +++ — +++
Prix faible . . . . . . e 4 - + a ++
Disponible per oset [.V. . . non™* oui non
— : non,
+ : gquantifie une réponse affimative,
* : rmmais hospitalisation nécassaire,
x¥x : forme orale inadéguate pour traiter les mycoses viscérales,

On voit que l'antifongique idéal reste a découwnais que chaque molécule apporte des
propriétés originales. Les indications, la posaogla durée des traitements par le
kétoconazole commencent a mieux se définir, carsaiimdications sont encore incertaines ou

discutables. Dans I'évaluation de I'effet curatifkétoconazole, il nous parait important de ne
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retenir que les observations ou le diagnostic etindns fongiques est formel, ou le
kétoconazole est utilisé seul et ou les taux sésgle I'antifongique ont été mesurés. En effet
certains sujets ont des taux sériques nuls : c#i@tion et ses causes connues ont éte

envisagées dans une précédente communicafion

L’expérience clinique nous conduit a estimer qimseérique d'au moins 1 mcg/ml doit étre

obtenu.

- Traitement des Candidoses

Les cas rapportés de septicémies ou de localisafisnérales profondes candidosiques avec

diagnostic prouvé, et traités uniqguement par kétazole sont peu nombreux (tableau II).

TABLEAU Il
Candidoses et aspergilloses viscérales ou septicdmiques traitées en hérapie par le ké e
Réf. Champignon Localisation Posologie Durée Age Terrain Evolution
mg/24 h.
C. albicans Sept.+ poumon NP, 3 mois adulte héroinomane guérison
C. albicans Poumon 200 — 400 5 mois 10 ans G.S.F. échec
7 Candida Vertébre 1600 7 mois adulte héroinomane guérison
10 C. albicans Hanche 200 12 mois adulte héroinomane guérison
12 C. tropicalis Genou 800 28 jours adulte cancer gquérison
12 C. albicans Genou 400 13 jours adulte cancer échec
14 C. albicans Péritonite 3.5 70 jours prématuré post. opér. guérison
20 C. albicans Disséminées 400 15 jours adulte alimentation décés
parentérale

11 A. fumigatus Prothéses vasc. 200 4 mois 15 ans post. opér. guérison
15 Aspergiflus Cote 100 & vie 10 ans G.5.F. favorable
18 A. fumigatus Poumon 400 5 mois adulte pneumopathie guérison

bactérienne®

NP : non précisé.
GSF : granulomatose septique familiale.
* : surinfection aspergillaire,

L’expérience dans ce domaine concerne les infezttandidosiques de I'héroinomane. Parmi
38 malades présentant de telles localisations nare métastatiques, 23 ont été traités par le
kétoconazole seul pour 31 localisations dont 18#étacutanées, 6 oculaires et 7 ostéo-
articulaires, La posologie adaptée en fonctiontdes sériques et de la gravité initiale a été de

200 mg matin et soir pendant 15 a 30 jours pouatisntes cutanées, et de 600 a 800 mg par
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jour pendant 0,5 a 4 mois pour autres localisatibas taux de guérison ont été de 15/18 pour
les localisations cutanées, 6/6 pour les ophtalmiede 4/7 pour les ostéo-arthrites (tableau
[ll). Le kétoconazole associé a la flucytosine & atilisé d'emblée avec succes chez 3
malades. Chez 3 ostéo-arthrites ne répondant pkétaconazole I'adjonction de flucytosine

a apporté la guérison pour un seul d'entre-eux.

TABLEAU 11

Evolution de 371 localisations candidosigues métastatiques
chez 23 héroinomanes traités par le seul kétoconazole.

Localisations Mombre Résulitat
Guérison [nsuffisant
ou échec

Cutanée

-cut. isolée, , ., .. ... .. 11 9 2

- cUt. + oculaire. . . .. . . G 5 [

- cut. + ostéo-art. . . .. . 1 1 Q

Oculaire . . . .. ... ... L+ 0

Ostéo-articulaire. . . . . . . 7 4 3

TOTAL 31 25 G
(80,6 %) {19,232 %%}

Ces résultats montrent que le kétoconazole va@ssdciation kétoconazole + flucytosine est
une alternative possible a I'association classejwsans doute la meilleure : amphotéricine B
+ flucytosine. Toutefois, on ne peut pas extrapaolee situation de ce type dans laquelle
l'infection candidosiqgue ne menace pas le pronadtit a court terme et ou les moyens de
défense sont grossierement conservés, a la siuddidimmunodéprimé, et particulierement

de l'agranulocytaire, ou les conditions sont in@erQuand on sait que le kétoconazole ne
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stérilise pas les organes dans l'infection aninealeérimentale et que les polynucléaires
jouent un réle fondamental dans la défense, on genit des doutes sur | ‘efficacité de ce
médicament dans la candidose du grand immunodép@e® réserves et leurs implications
sur le plan de I'éthique expliquent probablemenirgaoi il y a tres peu de tels malades traités

par le seul kétoconazole.

Au cours de bréves levurémies telles que cellsscides a un cathéter, la plupart des auteurs
conseillent, aprés retrait du cathéter, un traitgnoeurt par I'amphotéricine B en raison du
risque d'apparition secondaire d'ophtalmie ou é&ssthrite candidosique. Dans cette

indication le kétoconazole nous parait une alt@éraahtéressante a étudier.

La prophylaxie digestive des candidoses chez l'imodéprimé est actuellement I'objet
d'études. Il n'est pas certain que la diminutiorpdrtasitisme buccal ou fécal qui est souvent
le paramétre considéré, soit I'élément fondameiitalpit étre couplé a I'étude anatomo-
pathologique des malades décédés, afin de reclmarnbecandidose viscérale et d'apprécier
sa responsabilité dans le déces. Il est possiblexsmple que la stérilisation digestive ne soit
pas obtenue, mais que l'action du kétoconazoleedatfilamentation, c'est-a-dire contre la
forme invasive du champignon, empéche la disséinimavtiscérale. De telles études
comparées avec des placebos et avec des polyepress&ssurant que le kétoconazole est
bien présent dans le sérum, donc bien absorbé,esomburs. Les résultats déja obtenus
montrent que chez l'adulte la dose de 400 mg par gemble plus efficace que 200 mg,
I'action du kétoconazole sur la flore levuriquealécest voisine ou inférieure a celle de
I'amphotéricine B per os et peut privilégier la genéce deTorulopsis dont la moindre
sensibilité au kétoconazole est connue. Pour LY gfféventif sur l'infection, le kétoconazole
semble supérieur aux polyenes - amphotéricine Bystatine - per os sauf chez le transplanté
de moelle ou il y a peu de différence entre cedyits. Toutefois sur ce terrain on sait que les
taux sériques de kétoconazole peuvent étre base vuils, a certaines périodes de

l'immunodépression.

Certains muguets rencontrés chez les nouveau aééstrpar des antibiotiques et qui
persistent curieusement malgré l'application locdée polyénes peuvent disparaitre sous
kétoconazole de fagon spectaculaire ; c'est doagassibilité qu'il faut garder en réserve.
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Les vaginites rebelles récidivantes sont une itidicague nous pensons bonne. Certaines
jeunes femmes, malgré des traitements locaux ademgpelyene ou d'imidazolé et malgré la
suppression des classiques facteurs favorisarég pathologie, se plaignent de récidive de
vaginite pratiqguement chaque mois ou, pire enabeeyaginite permanente. Dans ces cas le
kétoconazole peut apporter une suppression spéaitacudes symptomes et espacer
considérablement ou supprimer les récidives. Il yacuellement une étude en cours
comportant 3 cures successives de 7 al0 jourstdedmazole espacées d'un mois avec une
franche efficacité pour 14 (70 %) des 20 femmegi®a. En raison du risque tératogene tout
risque de grossesse doit étre exclu pendant cenrant. On pense que l'efficacité trés
supérieure d'un traitement systémique par rapporaatifongiques topiques pourrait étre due
a deux facteurs : la suppression de formes fongidguiga-muqueuses et l'inhibition de la

filamentation, forme invasive des levures.

Le traitement des onyxis candidosiques est uneation discutable. Toutefois il est assez
difficile de guérir cette affection avec les moyeriassiques. Malgré la suppression des
facteurs favorisants et l'application prolongéepadéyénes locaux, I'onyxis peut persister,
d'autant plus génant sur le plan esthétique qi¢desen regle aux mains, et sur le plan
fonctionnel qu'il est volontiers douloureux. On genqu'il s'agit alors d'une excellente
indication du kétoconazole avec une surveillangeatgue réguliere. C'est un traitement de

plusieurs mois, qui malheureusement est onéreux.

Les candidoses muco-cutanées chroniques (C.M.CsOnt certes rares mais elles
représentent un classique modeéle pour tester lgforagiques systémiques, les produits
topiques étant inefficaces. Autrefois seule I'ant@hoine B I.V. apportait le blanchiment des
Lésions et la rémission clinique. La maladie estieserare mais c'est un des exemples les plus
démonstratifs de l'efficacité du kétoconazole. dmble que dans cette indication une
posologie faible telle que 3 mg/kg en une prisetigienne soit suffisante. Il s'agit d'un
progres considérable, un traitement oral et ambuéatemplace une longue hospitalisation
avec des perfusions d'amphotéricine B. Un des gnod$ importants est celui de la durée du
traitement : il apparait logique de poursuivre julagres guérison clinique totale. En raison de
I'atteinte quasi constante des ongles le traitenaeit étre prolongé jusqu'a leur repousse
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saine compléte soit au minimum 4 a 6 mois. Ensgigepose le probleme d'un traitement
d'entretien. Certains donnent un traitement disoanine a deux fois par semaine. On préféere
surveiller cliniquement et mycologiquement cesquds et prescrire le kétoconazole, par cure
de 15 jours a un mois en cas de muguet buccalomsiitue le premier signe de rechute et qui
est facile a observer par le malade ou le médéa@steaisément confirmé par un préléevement.
Curieusement certains malades ne rechutent pas,le'eas pour 4 parmi les 8 malades
traités avec un recul de 2 a 3 ans aprés arrétethcdnazole. L'amphotéricine B doit étre
gardée en deuxiéme choix car bien qu'égalemeneffiesce, elle est d'un maniement plus
lourd et nécessite I'hospitalisation, ce qui nfess le cas pour le kétoconazole. Dans ces
traitements au long cours et éventuellement iférain risque théorique est I'apparition d'une
souche résistante. Dans la littérature concernanprobléme au cours des CMCC deux
souches ont été trouvées avec une C.M.l. élevés djiret 23 mois de traitement a I'occasion
d'une rechute ne répondant pas au kétoconazolen@apt les premiers isolements n‘ayant
pas été gardés, la comparaison des C.M.l est inip@speut-étre méme s'agit-il d'une
réinfection avec une souche peu sensible et nare ahwtation. On n’a jamais pu obtenir au

laboratoire de mutants stables résistants au késaotel’ ",

Cette forme sévere de candidose granulomateusaiequour sa résistance aux traitements
antifongiques, véritable modéle pour I'évaluatiert@ute nouvelle thérapeutique antifongique
s'est montrée particulierement sensible au trai¢impar le kétoconazole. Aux 4 premiers cas
traités avec succes par l'antifongique en questdaoncours des années 1978-1979, sans
récidive depuis, s'est ajouté un 5eme avec syndammBuckley (IgE 2000 U, eosinophilie,
pyodermite aStaphylococcusureus)et 3 nouveaux cas évoluant depuis de nombreuses
années. Le dernier, agé de 21 ans, avait présentéesl premiers mois de sa naissance une
candidose mucocutanée chronique qui avait étééravec succes par I'amphotéricine B
intraveineuse, mais 3 ans apres il a récidivé etuévprogressivement, aboutissant a des
lésions granulomateuses monstrueuses du visagayidahevelu et des mains. Les troubles
immunologiques (présence d'antigéne circulant itéib du TTL a la candidine, I'IDR a la
candidine positive a 30 mn, négative a 48 h, étexé de précipitines, etc...) sont disparus et

les tests redevenus normaux (Tableau 1V), le maféalgpas rechuté au cours de 3 ans de
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surveillance. L'importance de la suppression detilane candidosique par une

chimiothérapie puissante est soulignée pour leasBqui ont répondu favorablement avec
restauration de I'immunité aprés guérison par tedanazole. Les doses orales journalieres
ont varié entre 100 et 400 mg/jour en 2 prises @gnag 8 mg/kg) pendant 3 a 12 mois

(moyenne 6 mois}’.

TABLEAU IV
Reco ion de I ité cellulaire défectueuse envers I"antigéne de C. albicans chez des malades
atteints de CMICC aprés traitement par le kétoconazole

. Circulant inhibiteur Avant Ktz IDR candidine Aprés Ktz IDR candidine Test de transf ion lymphocytaire

Patient avant :(tz aprés Ktz 30" 48 h 30 48 h C. albicans PHA - CON A
avant Ktz aprés Ktz avant Ktz aprés Ktz

1GH. =+ - + - + + _ + + e
28.G.7 - i - s + E s £ + +
IAN. -+ - + i + + = + T I
4B.C. * — ++ - + + - + + +
5 G.F. + - + - + - + -+ +
&6 L.F. =3 o =+ - + + _ + 5 £

* Ce malade, un enfant de 7 ans n'a pas eu de récidive de CMCC pendant 3 ans aprés I'arrét du kétoconazole, mais il a deéveloppé une anémie
hémolytique autoimmune & la suite d'une infection pulmonaire traitée par Bactrim ; sous corticothérapie il a développé une aspergillose bron-
cho-pulmonaire et des complications bactériennes entrainant sa mort. | est le seul 3 ne pas avoir restauré son Immunité envers € albicans

-Traitement des mycoses profondes a champignonsaiihenteux:

+ Aspergilloses

Les infections aspergillaires représentent une diffisultés majeures de la thérapeutique
antifongique. Le réle du kétoconazole parait magleBtans la prévention de l'aspergillose
chez I'immunodéprimé, des études sont en cours padois des résultats contradictoires,
mais dans I'ensemble plutét favorables. Ces étadeslongues et sont parfois biaisées par
des facteurs tels que l'installation de chambréexalaminaires qui semblent jouer un réle
décisif dans la prévention de linfection aspeagédl. Dans I'aspergillose invasive de
I'immunodéprimé, I'intérét du kétoconazole n'est gamontré. De telles infections peuvent
méme survenir chez les sujets prenant du kétoctmaziitre prophylactique. Une exception

toutefois est représentée par la granulomatosegeepthronique. Dans ce déficit de la

106



phagocytose les infections aspergillaires sont zadséquentes et l'effet bénéfique du
kétoconazole est parfois évident bien que non eonst

De rares cas de guérison par le kétoconazole djkpse invasive chez le non

immunodéprimé existent, mais ils ne permettent g@ggénéraliser, et jusqu'a preuve du
contraire, 'amphotéricine B reste la molécule éférence bien que son efficacité ne soit pas
constante. Pour les aspergillomes sur cavité pisdaene, pas plus le kétoconazole que les
autres antifongiques, n'a fait preuve d'efficadiéiscutable, le traitement idéal reste

chirurgicalt””.

D'aprés cette expérience, chez des malades dotaubesériques ont été contrblés et lorsque
les souches'Aspergillusont été isolées, les CMI du kétoconazole évalu€dsl (noyenne
géomeétrique 5.6 pug/ml avec les extrémes de 0,8 1ag2%l), les résultats thérapeutiques ont
été décevants dans les formes localisées d'adpergjlmais relativement favorables dans les
formes plus ou moins diffuses. Sur 11 malades ptéase un aspergillome pulmonaire,
seulement 2 ont été ameéliorés malgré des traitenm® a 7 mois a une posologie de 400
mg/jour. Une sinusite maxillaire aspergillaire pas répondu a un traitement de 3 mois, mais
par contre, une otomycose A. flavusa été guérie. Deux malades ayant une aspergillose
bronchopulmonaire allergique persistante et réaittie ont répondu favorablement avec un
recul de 1 an, mais pour 2 autres malades ave@tentableau clinique, on a observé des
récidives ; chez un de ces derniers malades ayanples une pleurésie aspergillaire,
l'association de 5-FC et d'amphotéricineB a échégalement. Par contre, un épisode
d'aspergillose pulmonaire diffuse chez un adoldsdenl7 ans ayant une granulomatose
septique familiale a bénéficié d'une guérison gliei, mycologique et sérologique apres 7
mois de kétoconazole a 400 mg/kg, apres un échéx 8i¢-C et de I'éconazole per os. Une
aspergillose aortiqua Aspergilus. nigerapres une intervention chirurgicale chez un enfant
de 2 ans a bénéficié du traitement par le kétocmeafd7,5 mg/kg/jour) pendant 3 mois
amenant la négativation des anticorps précipité@rcs en électrosynérese), la chute de la
fievre, de I'éosinophilie, de la sédimentation et thux des transaminases. Dans 2

observations rapportées par Koenig et al. I'asBoni&-FC et kétoconazole s'avere efficace,
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mais des études approfondies et plus nombreusesiéoessaires pour une évaluation exacte

de I'efficacité du kétoconazole dans les aspesgit.
+ Alternarioses, phéohyphomycoses et autres hyphomysms:

Diverses infections dues a dédternaria , Wangiella dermatitidis, Phialophora parasitica
chez des malades immunodéprimés deatsouches étaient relativement sensibles in vitro
n‘ont pas pu bénéficier du traitement malgré tdes sériques de kétoconazole dépassant la
dose arbitraire dé& pg/ml ; il est a remarquer toutefois que les GdMales de ces souches
sont situées entre 1-10 ug, ti@eux sérique maximal étant difficilement attectiez ces
malades soumis a des traitements assoiwétidine, immunodépresseurs) pouvant
diminuerl'absorption du kétoconaole. Par contre, une a&tBicedosporium (Monosporium)
apiospermunthez un garcon de 9 ans a été guérie d'une fggEetaculaire par un traitement
de 5 mois et ¥a 200 mg/jour et une spondylodiscitelrechsleralongirostrata; dans ce
dernier cas, l'atteinterés grave aboutissant a la destruction de troitelees malgré des
traitements uniques succesgifamphotéricine B I.V. et de kétoconazole, n'aépe arrétéee
que par l'association de kétoconazole et d'amphwiérB qui a permis la guérison définitive
sans rechute durant 3 ans de contrdle. Malgré&digtih marquée des transaminases au début
du traitement/'administration de I'imidazolé en question a éb@tnuée eprogressivement
avec l|'évolution favorable, les transaminasest revenues a la normale. Une libératies
toxines fongiques pourrait expliquer ce@®vation transitoire des transaminases observée
chez un certain nombre de malades (10-1%%)cas d’'une phéohyphomycose du genou due
a unedématiée encquise par un frangais au cours d'un traumatismsed'une partie de
chasse en Afrique, a été guéaigrés 400 mg puis 600 mg/jour pendant 3 ragic un recul

de 3 and’.

+ Entomophthoromycoses

Apres les 3 premiers cas signalant la réussiteraitement par le kétoconazole quon a
rapporté, deux nouveaux cas ont été signalés uetdrnierement un autre cas a bénéficié
également du traitement par le kétoconazole, ceagéne a un total de 6 cas ayant bénéficié
d'une fagcon spectaculaire de ce traitement ;glitste 2 cas de phycomycose sous-cutanée a
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Basidiobolus haptosporuset d'un cas de rhinoentomophthoromycoseCanidiobolus
coronatusaméliorés dés les premiers jours du traitemerguétis sans rechute avec des
traitements de kcz a des doses de 200 mg (un eddahins), 400 et 600 mg/jour pendant 2 a

4 mois avec un recul de 3 ans pour 4'¢as

-Traitement des Cryptococcoses

La faible diffusion du kétoconazole dans le LCR aloses usuelles doit faire exclure ce
produit du traitement des méningitescgyptocoques, méme l'association kétoconazole-
flucytosine ne semble pas recommandable. Avec idesfposologies, c'est-a-dire 800 & 1200
mg en prise unique, des concentrations dans le HER,2 a 1,65 mcg/ml peuvent étre
obtenues, on peut donc imaginer des situationgpéiromelles ou I'emploi du kétoconazole a
tres forte dose serait la derniére chance. Danscigstococcoses non meéningées, le
kétoconazole peut étre une alternative thérapeziaguiraitement classique : amphotéricine B

+ 5FC mais n'est pas un traitement de premier choix

Il n'a pas été insisté sur des mycoses exceptil@snepar exemple : dMonosporium a
Drechslera a Trischoporom a Alternaria ou a d'autres opportunistes. En cas d'échec avec
I'amphotéricine B, il faut penser qu'il existe laspibilité du kétoconazole qui a ainsi a son
actif quelques succeés spectaculaires. Dans les sagcdites exotiques, les indications du
kétoconazole commencent & bien se prédiser

Des essais ont été effectués dans quelques cagpiecoccose méningée mais le traitement a
été arrété tout de suite a cause de l'absencesiage du kétoconazole dans le LCR et
I'absence d'effet thérapeutique : seulement lesdsrextra-méningées peuvent bénéficier d'un

traitement par cet antifongiqu®.

-Traitement d’autres infections a champignons levuformes :

+ Trichosporom:

Des cas séveres dinfections généraliseesTrchosporom cutaneum(beigelii) et
Trichosporom (Geotrichum) capitatum ont été diagnostiqués récemment, chez des

immunodéprimés, mais malgré la sensibilité dessesiau kétoconazole et des taux sériques
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théoriquement valables a des doses de 400-800 umglgs résultats ont été décevants ;
l'issue a été fatale dans 3 cas, malgré I'assogidi I'amphotéricine B dans un de ces cas ;
dans un 4éme cas d'endocardite rapporté par Mogahedll. Apres les résultats favorables

maintenus pendant 5 mois, l'endocardite aortiqu@mihése a évolué fataleméht

-Traitement des mycoses dues aux champignons dimdrgues systémiques

Le kétoconazole se montre particulierement actif #&s 2 phases parasitaires et
saprophytiques des agents de mycoses profondesnsgaes comme ['histoplasmose, la

paracoccidioidomycose, la blastomycose a Blastogegsatitidis, la coccidioidomyco&®.
+ Histoplasmoses :

L’expérience concerne 9 cas d'histoplasmose impat#frique ou de la Guyane Francaise,
chez des sujets non immunodéprimés. Dans 5 casagissait d'une histoplasmose a
Histoplasmacapsulatum et dans 4 cd$;l. duboisii La dose de kétoconazole a été de 400 mg
a 800 mg/jour pendant 1 & 5 mois. Quatre patieessSdcas d'histoplasmobkke capsulatum
sont guéris sans rechute (recul de 1 1/2 - 4 ans) seul cas, un noir sénégalais atteint
d'histoplasmose laryngée et hépatique, aprés guéapparente, revenant d'Afrique pour
contrble aprés 3 mois de traitement, a présenté opexités arrondies des sommets
pulmonaires (sans preuve d'histoplasmose) qui pastdisparu sous I'amphotéricine B 1.V.
Trois des cas d'histoplasmose africaand. duboisiiprésentant des Iésions cutanées (1 cas) et
pulmonaires (2 cas) ont rechuté 6, 12 et 39 maigsafarrét du traitement. Ces rechutes ont
été guéries avec la reprise du traitement mais dmesées montrent la nécessité d'un
traitement prolongé d'au moins 6 mois pour I'histemose africain@ H. duboisii.Toledo,
Basset et Jelou rapportent la guérison d'une Hastomse cutanéo-muqueuse traitée 4 mois et
demi par 400 mg/jour. Par contre, lorsque la pagelest faible les résultats peuvent paraitre
médiocres alors que le kétoconazole administréeapaisologie adéquate a une remarquable

efficacité dans I'histoplasmo%é
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+ Blastomycose et Coccidioidomycose

L’expérience a montré qu'un cas de blastomycoBéatomyces dermatitidis bénéficié du
traitement par le kétoconazole ainsi qu'un casageidioidomycose inédit, ce qui concorde

avec les résultats obtenus par les auteurs amésiti

Pour les infections a champignons dimorphiques Budies peuvent étre traitées en premiére
intention par le kétoconazole : I'histoplasmose,blastomycose nord-américaine et la
paracoccidioidomycose. Dans I'histoplasmose, osgqn'il faut différencier les formes dues
a H. capsulatungui guérissent bien avec un traitement d'au m®im®is avec une posologie
de 400 & 600 mg/24 h., des formes daebl. duboisii,car ces dernieres aprés gueérison
apparente, peuvent rechuter tardivement surtdus'agjit de formes cavitaires pulmonaires
(tableau IV). Deux rechutes : cas 5 et 8 ont &léés avec 600 a 800 mg/jour pendant un an
avec guérison apparente 10 et 12 mois apres l'dmr&etoconazole. Une durée de traitement
d'environ un an a forte posologie semble nécessmite H. duboisii et représente une
alternative au traitement classique par 'amphatexiB 1.V apportant une dose totale d’au

moins 2 g d’antifongique.
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et de 4 histoplasmoses a M. dubo/sii. Rechutes de

TABLEAU IV
Traitement de 4 histoplasmoses & Histoplasma capsulatum

3 histoplasmoses africaines.

Champignon K.étoconazole Evolution Recu|™
Loecalisations [mois)
posologie taux sériques

mg/fjour {pic :

durée (j) mcg/mil)
Casn% T 400 4,4 guérison 59
M. capsulatum 130 3,8
Muguesuse buccale 1,25
Peau
Cas n™ 2 LTplo] B guérison 50
H. capsulatum 30 1.8
Mugueuse nasale
Larynx
Cas n° 3 600 2.6 guarison 47
M. capsalatum 105 5
Poumons
Cas n< 4 400 1.8 guérison 47
H. capsulatum 135 2,10
Poumons 4.2
Cas n“ 5 400 1,25 rechute 37
H. dubaisii 160 25
Pourmons
Cas n° 6 A 3.5 guErisarn 29
H. dluboisii a00 10
Cotes a6 7
Cas n® 7 AQD 2 rechute 11
H. duboisii 80
Léwvre (cutande)
Langus
Casn® 8 400 3.4 rechute 12
H. alubaisis 135 2.5
Poumons 3.5
Peaau 2,5

* : date de "'évaluation ou de la re
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Dans les formes cutanées de blastomycose, lesatsssemblent trés bons mais les cas traités
sont peu nombreux. De récents travaux montrentiejiétoconazole a la posologie de 400 a
800 mg/24 h pendant 6 mois est un bon traitemestfdenes viscérales profondes sans
atteinte méningée. Dans la paracoccidioidomycesetoconazole a la dose de 200 a 400 mg
par jour pendant 6 & 12 mois semble étre le traterde choix. Les rechutes tardives apres
arrét du traitement sont rares. Dans la coccidioydmse, les résultats obtenus avec le

kétoconazole sont voisins de ceux obtenus avegpliardcine B, c'est-a-dire moyens.

Des essais sont en cours avec de tres fortes posRl@00 a 1200 mg en prise unique, dans
le but d'étre plus efficaces sur les localisatioesirologiques qui représentent un grand
facteur de gravité dans cette maladie. Dans laosficiiose cutanéo-lymphatique, le meilleur
traitement reste l'iodure de potassium. Dans lesnobblastomycoses des améliorations sont
obtenues sous kétoconazole mais les rechutes sgggmataapres I'arrét. Le traitement de cette
maladie reste donc a découvrir. Pour terminer daepathologie exotique, rappelons les
résultats spectaculaires obtenus dans quelqued'@&a®mophthoromycoses. Ces maladies
dues aEntomophtora coronatau aBasidiobolushaptosporusemblent rares, elles réalisent
des déformations monstrueuses par atteinte du gisgs-cutané. On a obtenu une guérison

inespérée pour 4 malades. D'autres auteurs ordragat rapporté des succes thérapeutiques.

-Traitement des mycoses superficielles a dermatoptas:

Il reste donc a aborder le délicat probléme de riesgiption du kétoconazole dans les
mycoses superficielles bénignes, en cas d'éched'iotolérance avec les traitements

classiques.

Les infections a dermatophytes : dermatosds aubrum,teignes et onyxis quel que soit

I'agent relévent de la prescription de griséofidvorale. En cas d'inefficacité prouvée ou
d'intolérance avec éruption cutanée ou céphaléegpjortables, le recours au kétoconazole
peut se discuter en fonction de la géne exprimédepaatient, mais la plus grande prudence
est de mise puisque les rares cas d'hépatite setrdlevenir préférentiellement chez les
sujets de plus de 50 ans, de sexe féminin, attdiotg/xis et venant de prendre depuis moins
d'un mois de la griséofulvine. On peut égalemeet @i titre d'indications discutables les
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grands pityriasis versicolor profus quand les pdsiene veulent plus utiliser le Selsun® et
certains pityriasis seborrhéiques psoriasiformesaméliorés par les traitements loc&lix

I\V.2.6 Efficacité clinique :

Le kétoconazole , dernier né des dérivés d'imidmzoprésente un grand intérét dans la
thérapeutique des mycoses superficielles et pre®mibn seulement grace a une activité
antifongique plusieurs fois supérieure a l'actid&s autres dérivés imidazolés lorsqu'elle est
évaluée dans certaines conditions in vtan vivosur certains modéles expérimentaux , mais
surtout grace aux propriétés pharmacologigues eirnmcocinétiques de sa molécule,

permettant une pénétration dans les tissus profenhdsiperficiels de I'organisme hbéte sans
grande toxicité pour celle-ci et agissant aux cotre¢ions fongistatiques sur les champignons
pathogénes conjointement au systéeme immunitairdéflense ; ceci aboutit a la disparition

des antigenes fongiques qui dans de nombreusessey/poofondes ou chroniques bloquent
I'immunité cellulaire . La remarquable activité tygeutique du Kétoconazole est due a son

profil caractérisé par :

-- un large spectre antifongique a activité inhibérigour la plupart des agents de mycoses

superficielles et profondes,
-- une administration facile par voie orale en 1,Zquises quotidiennes,

-- une bonne tolérance avec peu d'effets secomsd@teune absence de toxicité sauf

exceptionnellement sur le plan hépatique,
-- une absence de résistance induite jusqu'a présent,

-- une administration ambulatoire évitant parfdimspitalisation, élément important dans le
traitement des mycoses surtout pour le traitematifoagique qui doit étre prolongé pour
certaines mycoses profondes ou chronidfties
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IV.2.7 Tolérance du kétoconazole :
1-Effets secondaires hépatiques et endatens:

Pendant ces 6 dernieres années ddjnfi®duction du Kétoconazole 2,5 millions de nuda
ont été traités par voie orale. Des effets secoeslaares n'ont été observés que derniérement

lorsqu’ on a traité des patients sur une plus gr&ctielle.

A part d'exceptionnels signes d'intolérance digeginausées, vomissements), cutanée (prurit,
rash cutané, urticaire) ou céphalées et vertigessaoers, les effets secondaires plus
importants sont d'un cO6té les réactions hépatiqusn autre co6té les réactions
endocriniennes; ces derniéres ont abouti a deenmgluds particulierement intéressantes sur le
mécanisme d'action du kétoconazole sur les sté&radtieles possibilités d'applications du
Kétoconazole et prochainement de molécules anatogeefectionnées en cancérologie
(adénocarcinome prostatique), endocrinologie (symér de Cushing) et virologie (herpes

cataménial récidivant}’.
Dans la catégorie des réactions hépatigumeeconnait :

- un accroissement asymptomatique des transamin@patiques au début du traitement avec
normalisations vers la fin du traitement au mondmta guérison ce qui laisse a penser a un

éventuel effet des toxines fongiques libérées bacison du kétoconazole,

- un accroissement des enzymes hépatigues allapaidavec des symptébmes cliniques de
nature ictériqgue ou non. Jusqu'a aujourd'hui 1attigns hépatiques symptomatiques ont été
rapportées sur un total approximatif de 2,5 milliae sujets traités, ce qui raméne a une
incidence de 1 sur 10 000 patients ; il est a rqoerque les troubles hépatiques de 25% de
ces cas n'avaient pas de rapport avec le kétoclendzes seules vraies hépatites jugées
toxiques ont été observées chez des femmes d'Bn&fo ans (ménopause ou post-

ménopause) atteintes d'une onychomycose a dernyatgphiraitée auparavant par la

griséofulvine et ayant une allergie concomitantéaaitres médicaments.
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Les réactions endocrinienngs manifestent chez des sujets traités par des das¢idiennes
fortes (800 a 2 000 mg, coccidioidomycose, histaplase) et se traduisent par la diminution
de la libido, oligospermie et gynécomastie, symm@érentierement réversibles en rapport
avec la diminution de la production de testostérdre effet, De Felice et Stevens et al ont
observé 4 cas de gynécomastie sans autres tropblesi 90 hommes traités par le
kétoconazole. Du fait de ces observations et desseflu kétoconazole sur la synthése des
stérols aboutissant a l'inhibition de la C-14 déwletion du lanostérol provenant la synthese
de l'ergostérol de la cellule fongique dans une feéble mesure celle du cholestérol de
cellules humaines et animales. Pont et al onti€tlldction du Kétoconazole sur les
hormones stéroides de I'homme. Il a été démontécqtiantifongique inhibe également la
synthese du corticostérone des cellules sémindletes cellules surrénales du rat et de

testostérone chez I'homme.

A la suite de ces recherches on a envisagé I'apiplicen clinique humaine du Kcz comme
inhibiteur de la stéroidogenese dans toute une sEaiffections comme le syndrome de
Cushing, I'hirsutisme, les cancers hormono-dépdad@es travaux récents ont montré que
le Kcz inhibe les enzymes mitochondriales a cytocte P450 des surrénales. Le
Kétoconazole se lie aux récepteurs glucocorticoigiesnontre une activité antagoniste
glucocorticoide avec un déplacement compétitif it dexamethasone dans les cultures de
cellules d'hépatome. Néanmoins, on n'a jamais Egtes signes d'insuffisance surrénalienne
associés a l'administration du Kcz a la posologiiedle mais cette éventualité pourrait
survenir a des doses plus élevées et plus fréqielktaval a trouvé que le Kcz affecte la

stéroidogenése des cultures de cellules tumoralesrtex surrénalien des soufls
2-Prophylaxie antifongique chez les neutropégues (non greffés de moelle) :

Le kétoconazole prévient habituellement la survetiuee candidose oropharyngée, mais ni
le recours a I'amphotéricine B empirique, ni leque de survenue d'une candidose
systémique et la mortalité ne sont diminués. De,plin ne note pas de supériorité nette du
kétoconazole (200 ou 400 mg/j) par rapport a ced#e polyenes oraux. Le kétoconazole
présente par ailleurs d’autres inconvénients pmlsntchez les neutropéniques: son
inefficacité sur lesAspergillus et les mucorales, un risque de sélectionner dpséces
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résistantes, une absorption réduite en cas d'dofda, et le risque de toxicité, notamment
hépatique. Par contre plusieurs études multicardsgqont démontré [l'efficacité du

fluconazole (50 & 400 mg/j) chez I'adulte, commenpiylaxie chez ces patients
3-Synergie avec les cellules responsables défenses de l'organisme :

La synergie du Kétoconazole avec une cultledeucocytes et de macrophages en présence
de C. albicansa été prouvée in vitro ; de tres faiblesncentrations (0,01 pg/ml) de
Kétoconazole éliminentcette levure qui normalement détruit les neutr@gshiét les

macrophages en moins d'une heure péortaation de filaments mycélieff.
4-Résistance

Aucune souche résistante au Kétoconazole n'a é&éuwbin vitro ou chez des malades traités
a I'exception de 3 souches@ealbicansdont 2 isolats chez des malades atteints de caselido
mucocutanée chronique ; toutefois Levine infirméecelonnée, sur ces mémes 3 souches
étudiées sur le milieu casitone, on n’a observé Qkk effectivement élevée que chez une
seule souche. Jusqu'a présent on ne peut pas péustex véritable résistance mais de
variations de sensibilité en fonction surtout desnditions d'évaluation de ['action
antifongique™.

5 Effets indésirables :

Les effets indésirables communs aux divers antifpres azolés sont les troubles gastro-
intestinaux (nausées, douleurs abdominales, diesrhparfois vomissements et constipation),
les réactions allergiques (prurit, rash cutané&,n@ux de téte et I'élévation transitoire des

enzymes hépatiques.

La fréequence de ces effets indésirables dépendadiose journaliere et de la durée de
traitement. Par exemple, avec le kétoconazoletrégements d’'une durée supérieure a 1
semaine génerent I'un ou l'autre des effets indé#s chez 5 a 10% des patients aux doses
usuelles, mais leur frequence n’est que de 2%diilée du traitement est inférieure a 5 jours.

En revanche, a la dose de 1600 mg/j, plus de 5@%pdtients présentent des nausees. Par
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ailleurs, l'incidence des effets indésirables gasttestinaux du kétoconazole est moindre en
cas d’absorption au cours des repas.

Les réactions d’hypersensibilité sont bénignes damsnense majorité des cas. Des cas

d’angio-cedéme ont été observés avec le kétocon&zole

L’hépatotoxicité se traduit par une élévation desymes hépatiques, parfois avec ictere. Elle
est dose-dépendante et fonction de la durée dtertrant. Une élévation modérée des
transaminases survient chez 2 a 5% des patierds, v retour spontané a la normale. Elle
intervient dans un délai tres variable (5 jours9& jours pour le kétoconazole), et elle est
réversible a l'arrét du traitement dans un délait tussi variable. Le traitement doit étre
interrompu dés que le taux de transaminases s'é@édeux ou trois fois le chiffre normal.

L’incidence de I'hépatite symptomatique, pour léokénazole, est de I'ordre de 1/10 000,

toutes indications confondues, mais elle peut vade 1/1500 a 1/50 000 selon les

indications.

Les azolés, en raison de leur mécanisme d’actidribént faiblement la synthese du cortisol
et de la testostérone. Cet effet est nettementrphrsjué pour le kétoconazole que pour les
autres azolés, mais ici encore, il dépend de la dbsffet est faible a 200 mg/j. Elle peut se
traduire par une baisse de la libido. Une gynéctimas une impuissance qui sont réversibles

a l'arrét du traitement.
Le kétoconazole est parfois été associé a une Hooytopénie sévere.

Par ailleurs, le risque de toxicité pour le foetas ansidéré comme faible. Cependant, les
azolés sont contre-indiqués par principe chezrtarfe enceinte.

Les effets secondaires des antifongiques azolésiosont rares, car ces formes galéniques
sont trés peu ou pas résorbées. On peut ceperuever des phénomeénes de sensibilisation
ou d’irritation dus au principe actif ou a I'exapit, en particulier au gaz propulseur des

sprays?.
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V.3 Résistance :

IV.3.1 Résistances aux antifongiques :

La maitrise des mécanismes physiologiques détenmniaarésistance des champignons aux
antifongiques permet de mieux cerner I'épidémiaode ces microorganismes, d’identifier

des cibles pour les nouvelles molécules mais alesficiper les nouvelles résistances.
1. Définition :

La résistance antifongique peut étre définie comaneliminution de la sensibilité a un
antifongique, mesurée in vitro par des méthodesompiges et standardisées. La sensibilité
d’'un champignon est estimée le plus souvent pamésure de la CMI vis-a-vis d'un
antifongique donné. Cette CMI correspond a une eaination d’antifongique inhibant la
croissance de la grande majorité d’'un groupe diisotle la méme espece. La Gt la
CMlgg correspondent a l'inhibition respectivement de 589800% de mémes ou différentes
espéces a une concentration d'antifongique don@é&pendant, une CMI ne peut étre
considérée comme une valeur absolue prédictiveics ou d’échec thérapeutique. En effet,
la mesure in vitro d’'une CMI est tributaire de noeix €léments (température, pH, ......). La
définition des résistances par des valeurs sebiitak points) requiert un consensus et une
collaboration effective pour une standardisati@ngue réalise le NCCL'E".

2. Types de résistances :

-Résistance innée La résistance a un antifongique peut étre ino@st le cas d€.Krusei
au fluconazole. Une résistance innée peut se nsmifpar une apparition des CMI bimodale.
C’est le cas de la résistance a la 5fluocytosin€ dalbicansou sont rencontrés des isolats
ayant une CMI haute et d’autres une CMI baSke
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Résistance innée

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

Champignon C
avec résistance innée

Champignon B
avec résistance innée

+ CMI “moyenne” Distribution de CMI bimodale CMI “moyenne” plus élevée
| A CMI "moyenne” qu'une autre espece
* 1 :
'_g 'é
o A
5 ' °
No]
: -
= -
— s — — L = SRR
Concentration d'antifongique Concentration d'antifongique

Figure 39 résistance innée chC.kruseiau fluconazole &F .albicansa la 5 flucytosin .

-Résistance acquisela résistance acquise se rencontre aprés expodiigertaines souch
aux antifongiques. On assiste a modification de CMI pour une m@& espece ainsi qu
une répartion des CMI dans un plus large spectre de coragortr d’antifongique. C'est |
cas de la résistance Gealbican: au fluconazolé’?.

Résistance acquise

| Ex. : Résistance au fluconazole chez C. albicans

CMI “moyenne”

A
= "Shift” de CMI

ﬁ pour une méme
° espéce
A
&
0
£ /
=]
= /

= — — -

Concentration (;‘antifongiqué
Figure 4Q0résistance acquise chC.albicansau fluconazol&*.

-Multirésistance médiée par les pompes a effli: c’est une résistance acquise par ef
transmembranaires qaiété découverte auparav®®. Lespompes a efflux peuvent donr
lieu a des phénotypes de résistance croisée aesschez les eucaryo que les procaryote
Le mécanisme de ce type de résistance est cortéléuexpression des pompes a efflux

sont des transporteurs membranaires entrainanexerétion de molécules toxiques. En e
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les pompes defflux peuvent étre classées selorsolarce d’énergie nécessaire a leurs
changements de conformation lors du transportnfewsoit par dissipation d’'un gradient de
portons, proton motive force (PMF) ou d’ions Na+tgitspar hydrolyse d’Adénosine
triphosphate (ATPY.
La surexpression des protéines d’efflux est maanemisément caractérisée chez des isolats
cliniques résistants, en particulier, aux antifojugis azolés. L’enjeu de la recherche dans ce
domaine depuis le début des années 2000 permetteaicomprendre les mécanismes
moléculaires a I'origine de la dérégulation de jesssion de ces genes.

2. Causes de résistance a I'antifongique :
Les causes d’'apparition des résistances aux agtifoes sont multiples, a savoir, I'utilisation
abusive des traitements antifongiques disponiblats lagalement 'augmentation de I'effectif
des patients immunodéprimés dans différents sexvi€eutefois, il faut faire la distinction
entre la résistance in vitro d’une espece a uricagiique, et échec thérapeutique clinique d’'un
traitement antifongique. En effet, la résistancel’dspéce a un antifongique est un élément
propre au microorganisme qui est di aux altératggrsetiques. Tandis que I'échec clinique
inclut de nombreux parametres liés :

» Au_champignon responsable son genre et espéce, sa virulence, son niveau de

résistance intrinséque ou acquise ;

» A l'antifongigue utilisé : son choix, les posologies prescrites, ses prgié

pharmacocinétiques et ses interactions meédicamszgqotentielles ;
» A I'héte : son statut immunitaire, le site et la sévéritd'idéection, la pathologie

sous-jacente et la présence ou non d’un catHet&¥.
IV.3.2 Mécanismes de résistance aux antifongiqueg@és :

Bien que depuis quelgues années la fréquence déslstance aux antifongiques azolés
n‘augmente plus en raison de I'amélioration desaghiés antifongiques, le début des années
1990 s’est accompagneé d’'une augmentation consigérdbb nombre d’isolats cliniques

résistants. De méme, si le profil des espéces ntEs s’est modifié depuis ces vingt

dernieres années, c’est en partie en raison dishtion croissante des antifongiques azolés et
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de la sélectionles especes qui leurs sont le moins sensiblesjami & plus forte propensior
développer une résistance a cette classe d’antifoes
Les mécanismes moléculaires a l'origine de la tésce awazolés ont été largement étudiés

peuvent étre répts en quatre catégorif®? :

1. Diminution de I'affinité des azolés pour la cild :

Ainsi, une mutation ponctuelle du géne ERG 11, raduisant par une modification de
séquence en acides aminés de la lanostéra déméthylase, suffit ampéchr la liaison entre
'antifongique et I'enzyme. De nombreuses mutati@me été identifiees, notamment cl

Cryptococcus neoforman@.albican: % etC. tropicalis®*

Import Export

= - =
- =
— Transporteur ABC
r (ATP-Binding Cassette)
[ b ...;f &
ad == |
=

d =d

Lanostérol

il Mutation(s) \

Cytochrome b\
P450 A
Stérols
démeéthylés

' Ergostérol

i Azole —J Ergl1p activée sans azolé -, Erg11p mutante active

(affinité réduite aux azolés)

Figure 41 : Résistance aux azolés par altération de la .

2. Multiplication du nombre de copies de la 14r déméthylase :Dans cette situation, l¢
azolés ne sont pas en quantité suffisante poubentiotalement la conversion du Lanostt
en stérol 14a démeéthylé. Ainsi, la surexpression du gene ERG Jar duplication
chromosomique oumodificatior du promoteur comme l'augmtation de la der-vie des
ARN,,, peut aboutir & la résistan®®.

3. blocage de la voie dealbiosynthese de I'ergostér: Il s’agit d’'un mécanisme moir

fréguemmentobservé chez s isolats cliniques résistants aux antifongiqueslész Il est
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connu que l'effet fongistatique des azolés repasela conversion en stérols toxiques des
intermédiaires 14 méthylés synthétisés suite au blocage de la larasi4 o déméthylase.
Ainsi, une mutation d’un gene responsable de lah&ge de ces intermédiaires toxiques aura
pour conséquence une résistance aux azolés. @Wesnhment le cas pout.albicans chez

qui la mutation du géne ERG 3 aboutit & une résistaux azolé€®,

4. Surexpression des pompes d’efflux La résistance aux azolés a été observée chez des
souches clinigues d€.albicans qui est due a l'efflux du fluconazole par I'expsiEn
constitutive élevée des deux types de transportafux : ATP-ABC codés par les genes
Candidadrug response (CDR) qui utilisent I'adénosinehogphate (ATP) comme source
d’énergie, et les MFS a laquelle appartient muligdrésistance 1 (MDR1) qui utilise un
gradient de protons a travers la membrane comméauce motrice pour le transpdft.. En
effet, un défaut d’accumulation d’azolés a I'inééni de la cellule fongique a été identifié
comme un meécanisme d’'importance des résistancesaznl&s chez des patients positifs au
VIH souffrant de candidoses oropharyngées. Un tisi#&andidapeut devenir résistant aux
azolés par une augmentation d’'efflux liée a unexqnression de transporteurs multidrogues
de deux classes : les transportuers ATP-bindingseatte (ABC) et la famille des major
facilitators (MF). La surexpression des génes cbgdaur ces transporteurs est impliquée dans
ce phénomene. Pour la famille MF, qui ont la cdgade transporter non seulement des
azolés, c’est la protéine CaMDRL1 et la surexpressio gene CaMDR1 qui confére une
résistance d€andida spaux azolés. Mais le role prédominant de la suesgion des genes
codant des transporteurs a efflux concerne lespateurs ABC (CDR 1 et CDR 2) chez
C.albicans La surexpression de ces transporteurs provoqee bamsse de concentration
intracellulaire d’azolés, la cellule continuant simthétiser I'ergostérol et de croitre malgré

une concentration élevée d’azol@s
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Figure 42 : Résistance aux azolés ctC.albicanspar augmentatiod’efflux ",

IV .4 Données épidémiologiqur :
1. Epidémiologie ces résistancede Candida aux antifongiques:

L'augmentation de la fréquence des infections sysjges ¢Candida spla modification de
la répartiton des especes sont accompagnées d'une évolutin résistances al
antifongiques. Si les levures du gerCandida sont quasimentiniformémer sensibles a
I'amphotéricine B, ce n’est pas le cas poul dérives azolés envers lescs le degré de
sensibiité varie d’'une espéece a l'autre et parimémeentre les souches d’'uméme espece.
C. tropicalis C. parapsilosisC.lusitaniag C. glabratg etC. lipolyticapréserent parfois une

sensibilité diminuée aux azol¢C.kruseiest généralement résistante.

Depuis quelques années, i été rapporté que la proportiate souches dCandida non
albicansintrinsequement résistantes aux dérivés triazolaagmenté de facon importal
dans certains centres d’oncohématologans les services de réanima. C’est tout

particulierement le cas po@r.glabrate etC.krusei®® .
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2. Résistance aux azolés chez les patients VIH

L’acquisition de résistance pé&r.albicansest bien décrite chez les patients victimes d’'une
infection a VIH, et elle survient habituellementidades circonstances bien particuliéres : il
s’agit des patients dont le nombre de lymphocytBs &€t généralement inférieur & 50 thm
qui sont exposés a de faibles doses de flucongs6lé&100mg/j) pour le traitement d’'une
candidose oropharyngée ou cesophagienne. La r&sistéinique peut parfois étre vaincue
par une posologie plus élevée, de 400 & 800MiY./Quoi que dans 9%°*% & 13% % des

cas, une résistance clinique apparait.

Bien que la prophylaxie secondaire par le flucot@zoété abandonnée dans les années 90
pour éviter I'émergence d’especes naturellemenistegges au fluconazole comnte.
glabrata et C.krusei®, ceci n'évite pas I'apparition de souches@albicansavec des CMI
augmentées au fluconazole chez des sujet$ Mildnt subi des traitements au coup par coup

de leurs candidoses oropharyngées.

La crainte de résistances au fluconazole dues @rdasion de sélection d’'un traitement
antérieur est cantonnée a ce type de maladesxéuston des autres, notamment non
neutropéniques est élevE®. Ces terrains présentent beaucoup de particidafdérisant

I'apparition de résistance :

» Limmunodépression qui favorise I'hétérogénéité @aue desCandida ce qui
accélere le développement de mutants résistants ;

> Limportance de I'inoculum et la variété des especelonisant la bouch®”, ainsi
que le traitement au long cours et a faibles dd¥es™ augmentent le taux
d’exposition desCandidaaux antifongiques ;

» Enfin, la variété des mécanismes possibles deta@sis aux azolés diminue le nombre

de mutations nécessaires a I'’émergence d’'une agsist

Diverses études vont dans ce sens: certains autir montré de grandes variations
phénotypiques, une grande hétérogénéité généijee une activation de divers mécanismes
de résistancé™d chez les souches isolées des malades atteintsddy albrs que ces

phénomeénes sont exceptionnellement retrouvés @se2andidaisolés de sujets saif¥’.
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Dans I'étude de Sobel portant sur des prélevemanatisx et vaginaux chez 1200 femmes
porteuses ou a risque de sida et traitées au loags @u fluconazol€®, la prévalence de
C.albicansest restée stable aprés deux ans, aussi bienleheZlH" (de 87 a 83%) que
négatifs (82 a 87%). Cela fait douter de I'impodardu réle de I'utilisation de fluconazole
dans I'’émergence d€andida non albicans Trois études prospectives de I'évolution des
prélevements vaginaux chez des femmes traitéesngudours par le fluconazole n’ont pas
mis en évidence 'augmentation du taux de résist8R¢®. Enfin, aucune augmentation des
CMI n’a été constatée dans une étude randomiségcenitique comparant 'amphotéricine

B au fluconazole dans les candidémies chez lesdesitaon neutropénique&”.

Sur une période s’étendant de décembre 1994 &f86, I'acquisition de la résistance aux
azolés deC.albicansau cours de candidose oropharyngée a été étudextmis patients
VIH" au sein du centre hospitalier de Versaifiés Les objectifs étaient d’'une part d'établir
si lors des candidoses qui échappaient cliniqueraertaitement d’abord par le fluconazole
puis par I'itraconazole, les souches isolées étaisistantes in vitro a ces azolés. Pour cela
les CMI étaient mesurés par 'E-T&sD’autre part de vérifier si une seule soucheedait
résistante progressivement in vitro ou si la souékstante était acquise ultérieurement. Pour

cela une analyse génotypique des souches a étemydace.

Sur les trois patients, le premier patient a priEsene vraie résistance clinique. L'échec
thérapeutique ne pouvait pas étre attribué a unevanse compliance du traitement ou a des
posologies insuffisantes, comme cela a été remtamté certains cd®”. Une augmentation
des CMI du fluconazole et de litraconazole desches appartenant au méme pulsotype est
observée chez ce patient au fur et & mesure queeaitesnents par le fluconazole sont regus.
La méme augmentation est constatée pour les soumbgartenant a chacun des deux
pulsotypes du deuxieme patient, toxicomane, podur leg posologies et les durées du

traitement n’ont pas été toujours respectées.

A la lumiere de cette étude deux importantes netmnmt été dégagées, la premiére c’est que la
présence de souches de .albicans résistantes au traitement dans les candidoses
oropharyngées est retrouvée chez les patients ayantle nombreuses cures par les azolés a
petites doses, et chez lesquels le nombre deeSDraible (premier patient). La seconde c’est
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que les souches ayant une CMI élevée parmi la pbtpol d’origine sont celles qui
développeraient une résistance aux azolés (dewpatient)**.

En conclusion, selon le modéle de la résistanci&hbanne aux antibiotiques, les faibles doses
d’azolés seraient responsables de I'apparitionrdsstances. Tandis que les fortes doses
d’azolés administrées durant une période de tenifisante pourraient éviter I'apparition des
résistances. L’association de deux antifongiquesitagleux mécanismes d’action différents
dans le traitement de la candidose oropharyngéelersjet VIH pourrait éviter 'apparition

de résistances.

Dans une autre étude cas/contréle, I'observatiopatients infectés par le VIH, a permis de
constater que la survenue d’une résistance aunfdzmde était liee de facon significative a la
durée du traitement par cet antifongique, au nordbrenédicaments antirétroviraux utilisé et
au statut immunitaire des patients. Globalememnpréxalence de la résistance aux azolés est
de 1 & 3% chez les patients sous traitement HARRT

3. Facteurs de risques d’émergence des résistances amifongiques :

Les hypotheses évoquées pour expliquer le phénomieén@sistance sont I'altération des
défenses de I'hdte secondaires a l'agressivitéssaoie des mesures diagnostiques et
thérapeutiques, et la pression de sélection exgraedutilisation de plus en plus large de

certains antifongiques (particulierement les ajolés

Le statut immunitaire est et le type d'immunodépi@s sont les deux facteurs prédominants.
La persistance de neutropénie profonde ou d’uneapie immunosuppressive joue un role
important, 'immunodépression parait favoriser tdrégénéité génétigue deandida qui
accélere le développement de mutants résistantprdsence de matériels étrangers est un
facteur aboutissant a la pérennisation de linfectsous traitement antifongique par une
mauvaise diffusion de I'antifongique, et aussi piontance de I'inoculum fongique. Enfin, la
compliance du patient vis -a- vis de son traitenreste un facteur important et difficile a

controler®e,
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Les progres thérapeutiques et la mise a disposigsndérivés de I'imidazole, moins toxiques
gue I'amphotéricine B, ont permis le développentdacept de traitement empirique précoce
ou présomptif. Les traitements empiriques, qui ssugceptibles d’améliorer le pronostic,
reposent sur l'identification de I'exposition a useccession de facteurs de risque que le
clinicien doit s’entrainer a reconnaitre. Leur prggion incontrdlée a toutefois était
incriminée dans le développement et/ou la diffusiersouches résistantes, et leur utilisation

doit &tre restreinte & certains groupes de pat@atement identifié§ %%,
4. Intérét de la surveillance :

Depuis ces derniéres années, on note une évoldédrépidémiologie des résistances aux
différents antifongiques, spécialement aux azolés.surveillance de la résistance aux
antifongiques s'est aujourd’hui généralisd®*°?  Plusieurs études sont réalisées
continuellement dans le but d’évaluer la senséities agents fongiques aux antifongiques,
gu’ils soient anciennement mis sur le marché ouve® de commercialisation. Dans le

premier cas, I'étude fournit des données sur I'dppa et le profil de résistance des espéces.
Alors que dans le deuxieme, elle évalue I'actidté nouvel antifongique par rapport aux

autres molécules disponibles sur le marché. L’'mratlon de la prise en charge des patients
nécessite de connaitre I'évolution épidémiologiqies agents pathogénes et de leurs
résistances aux différents antifongiques. Chose spuligne limportance de cette

surveillance et l'intérét majeur de la réaliserréumaniere constante
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V. Conclusion :

Ces deux derniéres décennies ont vu une augmentatiissante des mycoses profondes
chez les patients immunodéprimés, parmi ces imfestiles candidoses invasives constituant
une menace majeure surtout en réanimation. Leutatitéroscille entre 60 et 90%, ce taux
important est principalement dd a la difficulté tdidlissement d’'un diagnostic rapide ce qui
engendre un retard thérapeutique. De plus, les nsoff@rapeutiques eux méme présentent

des limites qui s’illustrent en :

Une famille d’antifongiques cantonnée en quatressa ;
Un spectre antifongique étroit ;

Une toxicité élevée ;

Une absence de forme orale.

Faire face a cette menace nécessite une utilisptisnlarge des antifongiques existants et
incite l'industrie pharmaceutique a rechercher aeivelles molécules afin de mettre a
disposition des professionnels de santé I'antifgugiidéal. Celui-ci devrait avoir un spectre
d’activité large et étre plus ou moins fongicide, pas présenter d’interférences négatives et
étre doué de propriétés pharmacocinétiques falasradt d’'une faible toxicité. lls devraient
en outre étre disponibles tant par voie oralemprevoie intraveineuse. Enfin, il devrait avoir
démontré son efficacité dans des essais randomp@sémnt sur des populations a risque. Le
kétoconazole est un produit ancien sur le marclhéetrouve son succes ces dernieres années
vue ses remarquables propriétés d’'une part ; saingtration orale facile, son large spectre,
sa diffusion rapide dans I'organisme et sa bawoigrance ; et d’une autre part le taux de
résistance des especes @andida a son égard qui; par comparaison avec le taux de

sensibilité ; est presque nul.

La résistance confirmée de certaines souches difgragiques entraine une mise en ceuvre
beaucoup plus méthodique des tests de sensibiitds I'absence actuelle de méthodes
standardisées et fiables ainsi que le manque d@laton in vitro/ in vivo limitent leur

généralisation. Ces tests n'apportent cependantupasréponse infaillible a toutes les
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guestions qui se posent dans le traitement destiofs fongiques, mais ils restent
indispensables. Dans I'état actuel de la questiantifongigramme ne doit pas étre banalisé :
ses indications doivent étre sélectionnées. Ceaitestigation est a réserver aux mycoses

profondes et aux colonisations survenant chez agsnps agressés ou immunodéprifi&s

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, ce qui
limite sans doute son utilisation dans les hopit@e plus, une connaissance insuffisante des
méthodes disponibles et de leur validité est mise évidence. La diffusion de
recommandations simples, plébiscitées par les digtles serait sans doute le moyen a travers
lequel ils pourront choisir la technique appropnir I'évaluation in 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 l'intérét des biologistes et dasakns.

Les modifications dans la fréequence des infectitorgiques, la répartition des espéces
impliquées et I'évolution des résistances aux angjiiques sont des données qui permettent
de cerner géographiguement les tendances épidéjnoks et de sélectionner un grand
nombre de traitements empiriques. Dans ce contixdst de grande utilité de déterminer le

profil de sensibilité d’isolats cliniques locauxxaniveaux antifongiques.

Notre étude de sensibilité au kétoconazole deshesudeCandidaisolées dans 'HMIMV,
nous a permis de générer des informations surdél gle résistance au Kétoconazole de
Candidaau sein de différents services de réanimation. idsgltats prouvent encore une fois
que le kétoconazole constitue I'un des rares meadhoss antifongiques promoteurs dans le
traitement des infections fongiques invasives. Casstatations pourraient constituer des
lignes directrices locales pour le traitement dasdaémies notamment pour le choix de
I'antifongique idéal. L’amélioration de la prise aharge des patients nécessitent de
connaitre I'évolution épidémiologique des agenth@genes et de la résistance aux différents
antifongiques. Chose qui souligne I'importance deslirveillance et l'intérét majeur de la
réaliser d’'une maniére constante. De la sorteengtinde devrait refléter la volonté de notre
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établissement de s’inscrire dans une démarche adeélioration de la connaissance de
I'épidémiologie des résistances aux antifongigues résultats de notre étude devront étre
confirmés par d’autres études complémentaires eipacatives, surtout qu’il s’agit d’une
premiére de son genre a 'THMIMV (Mardcy®.
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RESUME

Titre de la these :Etudede la sensibilité in vitro au Kétoconazole de 8tickes de
levures du genr€andidaisolées au CHU Ibn Sirde Rabat

Auteur de la these:llham MAATOUK
Directeur de these Pr B.E. LMIMOUNI
Mots clés : Genre Candida— Epidémiologie -- Antifongigramme — Kétoconazele

Sensibilitéin vitro -- Surveillance

Objectifs : Etablir le profil de sensibilité phénotypique desishes deCandidaisolées au
kétoconazole, avec une évaluation du taux de adwist et décrire |'épidémiologie des
candidoses invasives dans les services de réanmaii CHU Ibn Sin&abat.

Notre étude prospective de ... a inclut 85 souclegSahdidaissues de prélévements divers
(hémocultures et sites périphériques).

Résultats : Parmi les prélévements effectués, 29,41% étaiemthémocultures et 70,59 %
représentaient des sites périphériquesndida non albicansreprésentait 68,24% alors que
C.albicansne représentait que 31,76%. 5 especes différelet@andidaétaient identifiées.
C.glabrata était la plus fréquente avec 38,82% suivie @albicans avec 31,76%, de
C.tropicalis avec 15,3%, deC.kruseiavec 12,94 % eC.dubliniensisavec 1,18%. Les
hémocultures aCandida glabratareprésentaient le 1/2, alors que cellesCalbicans
représentaient le 1/3. Le kétoconazole avait umanéactivité sur toutes les espéeces de
Candida Plus de 50% étaient sensibles, 26% intermédiages20% résistantes. Le
kétoconazole était plus actif sGralbicansavec une sensibilité de 55,5 %glabrataavec
51,5%. PourC.krusej 7/10 étaient sensibles, et pdbrdubliniensis la seule souche isolée
était sensible. Une sensibilité diminuée était olss® pourCandida tropicalisavec 46%. Les
taux de résistance étaient de 30% pQuiropicalis 22% pourC.albicanset 18% pour
C.glabrata

Conclusion : Nécessité'une surveillance continue surtout des candidérat@.tropicalis
pour laquelle une prudence s'impose lorsqu'on egeisie traiter par le kétoconazole dans
une situation susceptible de générer une résistance



SUMMARY

Title: A prospective study of sensitivity to ketoconazofe85 strains of Candida isolated at
the CHU lbn Sina Rabat over

Author: llham MAATOUK
Supervisor: Prof. B.E. LMIMOUNI

Keywords: Candida- epidemiology - ketoconazole - resistance - anghl susceptibility
testing - surveillance.

Objectives: The aims of our study were to establish the phgriotyusceptibility profile of
isolated strains offandidato ketoconazole with an evaluation of resistaretes and to
describe the epidemiology of invasive candidiasi€HU Ibn Sina Rabat.

Our prospective study included 85andidads strains from various samples (blood and
peripheral sites).

Results: Of the samples taken, 29,41% was representeddoy lultures and 70,59 % was
represented by peripheral sit€zandidanon albicansaccounted 68,24%, whil€.albicans
accounted for only 31,76% . 5 differddandidds species were identifiedC.glaratawas the
most frequent with 38,82% followed l§y.albicanswith 31,76% ,C.tropicalis with 15,3 %
and C.kruseiwith 12,94% andC.dubliniensiswith 1,18% . Blood cultures wit.glabrata
accounted for a half, while those wit@.albicans accounted for only one quarter.
Ketoconazole had a good activity against all sgecf€Candida Over 50% were susceptible,
26% intermediate and 20% resistant. Ketoconazole mvare active orC.albicanswith a
sensitivity of 55,5% an€.glabratawith 51,5%. FoIiC.krusej among the ten strains isolated,
seven were sensitive, and fOrdubliniensisthe only strain isolated was sensitive .Decreased
susceptibility was observed f@andida tropicaliswith 46%. Resistance rates were 30% for
C.tropicalis 22% forC.albicansand 18% forC.glabrata.

Conclusion: The need for continuous epidemiological surveillance adndidiasis.
Meanwhile, a mastery of antifungal susceptibilggting’s techniques is needed. The point is
to put on candidemia witiC.tropicalis for who a caution is imposed when we consider
ketoconazole therapy in a situation susceptiblgetwerate resistance.
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