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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

Oto-Rhino-Laryngolog
Chirurgie-Cardi@sculaire
Anatomie

Chirurgie Thaxique
Physiolag

Feumo-phtisiologie
Pédiat

Neurochirurgie
Rhumagpé
Cardiologie

Neurochirurgie
Radltérapie
Médecine Interne
Anesthésigéanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

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

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



Décembre 1988

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

BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
DAFIRI Rachida

FAIK Mohamed

HERMAS Mohamed

TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

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

ADNAOUI Mohamed

AOUNI Mohamed

BENAMEUR Mohamed*
BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
CHAD Bouziane

CHKOFF Rachid

KHARBACH Aicha

MANSOURI Fatima
OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
SEDRATI Omar*

TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

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

79.Pr.
80.Pr.

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*

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

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOQOUI Layachi

CHANA El Houssaine*
CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

OUAALINE Mohammed*

SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Chirurgie Pédiatuig

Radiologie

Urologie
Traumatologi¢h©pédie
Médecine Intern

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

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

Pharmacie galéeiq
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgi@énérale

Pédiatrie
Anesthésie-Réaniorat
Médecine Pratige, Santé Publique

et Hygiene

Pharmacologie
Chimie thérapeutique



Décembre 1992

81.Pr. AHALLAT Mohamed

82.Pr. BENOUDA Amina

83.Pr. BENSOUDA Adil

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

87.Pr. DAOUDI Rajae

88.Pr. DEHAYNI Mohamed*

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

92.Pr. GHAFIR Driss*

93.Pr. JIDDANE Mohamed

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

96.Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

97.Pr. AGNAOU Lahcen

98.Pr. AL BAROUDI Saad

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

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

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

117.Pr. JELTHI Ahmed

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

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réaniima

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
AnesthésieaRiénation

Neurochgier

Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologieb&tétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

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



121.Pr.
122.Pr.

RHRAB Brahim
SENOUCI Karima ép. BELKHADIR

123. Pr. SLAOUI Anas

Mars 1994

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

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

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

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina

137. Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

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

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

DIMOU M’barek*

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

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

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

SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Gynécologie —Obstétrique
Derrofigie
Chirurgie Cardio-Vasculaire

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

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



Décembre 1996

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

AMIL Touriya*

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

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

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

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

ERREIMI Naima

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

OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

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

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

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

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

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



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

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

Novembre 1998

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

BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

2000

Janvier

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

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan
BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

BOURKADI Jamal-Eddine
CHAQUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

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

Novembre 2000

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

AIDI Saadia

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

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*

Chirurgie Générale
Oncologie Méxdic
Néphrologie
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologi
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie

Pneumo-piaiogie

Ophtalmologie

Chirurgie Géads
Chirurgie Geale
Pneumo-phtisiologie

Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthé&eéanimation

Traumatologietipédie
Gastro-étntogie

Anesthésie-BAimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine &rhe

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réartioma

Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie

Urologie

Rhumatologie



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

GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LACHKAR Azzouz

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

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

ABABOU Adil

AOUAD Aicha

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

CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*

Endocrinologie etddees Métaboliques

Anesthésie-Réaaiion
Urologie
Traumatologie Orfétie
Neurochirurgie
Anatomie Pathgique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgiexila-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réamition
Ophtalmologie
Neurologie

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

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique



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

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

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

Décembre 2002

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

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

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

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

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

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

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

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

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pérnpdnge
Pédiatrie

Urologie

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



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

MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah
RACHID Khalid *

RAISS Mohamed
RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES:

Janvier 2004

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

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

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
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L.

INTRODUCTION :
En pathologie humaine, les levures du gebamdidasont les agents étiologiques les plus

fréquents d’infections fongiques invasives (IFl).geht commensal de la peau ou
desmuqueuses humaines, elles sont habituellemenpaogenes chez l'individu sain,
mais peuvent provoquer des infections fongiquesiggames selon le terrain du patient,
enassociation avec certains facteurs de risques.

Depuis le début des années 1980, on observe uneeatggion de lincidence de ces
mycosesprofondes, principalement chez les patiemtsunodéprimés et les patients en
service deréanimationCandida albicansest de loin I'espéce la plus fréquemment
retrouvée, mais l'incidence d€andidanon albicanscommeC. glabratg C. parapsilosis
et C. tropicalisestcroissante dans les prélevements cliniques.

Les modifications récentes de I'épidémiologie samtiltifactorielles : changement de
profil des patients a risque, utilisation grandmead’antifongiques, etc. Le rdle des
antifongiques sur ces modifications épidémiologgjn&est pas clairement établi, méme si
I'’émergence de certaines especes a déja été eaéldilisation de certains antifongiques.
Les molécules récentes comme les échinocandinéssonouveaux triazolés enrichissent
I'arsenal thérapeutique, mais leur impact surdesiles reste peu étudié.

Des résistances croisées vis-a-vis de I'ensemideadtéfongiques ont été décrites p&ur
albicans C.glabrataet C.tropicalisaux USA.

AussiC.glabrata considérée comme moins virulente guialbicansprésente une difficulté
thérapeutique particuliere car elle peut étre risgquement résistance aux antifongiques
triazolés ou peut acquérir cette résistance apes mkriodes relativement courtes
d’exposition a ces médicaments.

Ce phénoméne a évidemment soulevé un intérét gsardi pour la mise en ceuvre de tests
de détermination de la sensibilité des levumegitro dans le but d’identifier I'antifongique

de choix pour traiter une infection fongique donnée
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II. POBLEMATIQUE

Avec ['utilisation intensive des antifongiques, désistances sont apparues. Depuis quelques
années, des especes fongigues naturellement pesiblesna certains antifongiques ont
eémergées. Certaines souches naturellement sensitilasquis des résistances.

A la lumiére de ces éléments, il s’est avéré istant de mettre en place une étude de
surveillance de résistance aux antifongiques dagsssérvices de Réanimation de I'Hopital
Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat (HMIMVCette étude nous permettra de
mieux cerner le profil de sensibilité des souchesCdndida aux différents antifongiques
systémiques.

Dans une premiére partie, nous aborderons certag@séralités concernant notre
problématique, afin de donner les éléments nécessah la compréhension de
I'étude.Secondairement, nous avons recherché lesélations éventuelles entre la
consommation d’antifongiques, I'épidémiologie et IEoncentrations Minimales Inhibitrices
(CMI).Dans une derniére partie les principaux radsl seront rappelés et discutés. Une

conclusiongénérale achévera ce travail de thése.
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III. MATERIELS ET METHODES

II1.1 Lieu et période d’étude :
Il s’agit d’'une étude prospective qui s’est déroalé sein du service de parasitologie et de
mycologie de 'THMIMV sur une durée de 7mois (JanZ@12 — Juillet 2012).

II1.2 Criteres d’inclusion :
Toutes les souches @andidaisolées dans les services de réanimation du CHRalmt de

Rabat, apartir d'une hémoculture ou d’un site corppériphérique.

I11.3 Méthodologie :
1) Prélévement :
Hémoculture : le sang est ensemencé directement sur un milieultdee Mycosis. Le
volume du sang est de 10 ml.
Sites périphériques :sont utilisés pour la détermination de I'indexcddonisation. Les
prélevements a pratiquer sont : I'écouvillonnagalaendo-buccal, nasal, vaginal,

auriculaire, axillaire et le prélevement urinaire.

2) Culture et identification

Hémoculture : la culture se fait dans des flacons Mycosis-I@&#&ant pour I'hémoculture
aérobie. lls sont principalement utilisés avecadppareils BACTEC. L’échantillon sanguin
a analyser est ensemencé dans un ou plusieursndlagoi sont placés ensuite dans
I'appareil BACTEC de la série a fluorescence pawcubation et lecture périodique.
Chaque flacon contient un senseur chimique qui gétécter 'augmentation de la teneur
en CQ produit par la croissance des microorganismeseseur est lu par I'appareil toute
les 10 min avec recherche d’augmentation de saefigence qui est proportionnelle a la
quantité du C@présent. Une lecture positive se traduisant paigmal sonore indique une
présence possible de microorganismes viables ddtecbn.

A partir du flacon positif, I'échantillon est enwiensemencé sur milieu chromogene

Candiselect 4", Il s'agit d'un milieu de primo-isolement pernmit lisolement et




I'identification directe deC.albicans espece d€andidala plus fréquemment isolée, ainsi que
I'identification présomptive deC.tropicalis C.glabrata et C.kruseiLa lecture est effectuée
apres une incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.
Sites périphériques :'ensemencement des écouvillons ayant servi auley@ments se
fait sur milieu chromogéne Candiselec¥4La lecture est effectuée aprés une incubation &
37°C pendant 24 a 48 heures.
3) Lecture des résultats:
L’identification de Candidaalbicansse fait directement a la couleur de la colonie,rdes
autres levures, des examens complémentaires sceggagres pour identifier I'espéce en cause.
Elle se fait comme suit :
Colonies de couleur rose a violC.albicans
Colonies turquoises, brillantes, plates a contoégsiliers — morphotype lisse (9)C.glabrata
= RTT Glabrata
Colonies turquoises trés intenses, bombées, a wsnt@guliers — morphotype lisse (S)
=>C.tropicalis
Colonies turquoises, d'aspect sec, a contours uligrg — morphotype rugueux (R®
C kruser»KruseiColor
Colonies blanche® autres espéces de levum®sgalerie biochimique d’identification API




L -
Figure 1 : Ensemencement et incubation des milieux de cu]Rimetos du laboratoire de

parasitologie mycologie de 'lHMIMV de Rabat




Candida tropicalis Candida alicans

Candida glabrata

Figure 2 : Identification des especes candidasur le milieu chromogénique. [Photos
laboratoire de parasitologie mycologie de 'THMIM¥ &abal
4) Antifongigramme
L’antifongigramme a pour but d’étudier la senstBiin vitro des levures du genCandidaaux
antifongiques, ce qui permet de déterminer la catngeBon minimale inhibitrice (CMI) d’'un
souche fongique vis-ais de divers agents antifongiques. La CMI est las ppetite
concentration d’antifongique capable de joquer une inhibition compléte de la croissa
d’'une souche apres une période d’'incuba
Intérét clinique : Les disques d’antifongigramme permettent de détemia sensibilité de
levures du genr€andidaaux agents antifongiques par une méthode ffusion en milieu
gélosé. Celle méthode suit une procédure standargisbliée par le CLSI/NCCL
Notre étude a bénéficiéle I'utilisation de sept molécules d’antifongiq: Fluconazole,
Voriconazole, Kétoconazole, Miconazole, Econaz@lefrimazole ela 5-Flucytosine.
Principe : Des disques de papier imprégnés avec une condentd#iterminée d’antifongiqt
sont déposeés a la surface du milieu MHGBM (M+Hinton + 2% de glucose + 0,5 pg/mL
bleu de méthyléne) préalablement ensemencé avamanlum calibré, préparé a partir d’ul
culture pure de la levure a tester. Un gradientaleentration d’antifongique s’établit autc

des disques dans la gélose. Apres incubation,dmétre des zones d’inhibition observ




autour des disques permet de dre les concentrations minimum inhibitrices (CMI)
I'antifongique testé pour la souche testée et tégmisation cliniqu: Résistant (R), Sensib
Dose Dépendant (SDD), Sensible (

Mode opératoire : le référenciel du CLSI/ NCCLS recommande l'uation du milieu

MHGBM pour la réalisation de I'antifongigramn

Milieu Muller Hinton est un milieu solide standardisé pour I'étude desdasibilité de

microorganismes aux agents antimicrobiens par thodé de la diffusion en gélo

Le milieu MH est unproduit de la société BI-RAD, fournit sous forme de milieu prét
I'emploi dans des flacons de 200r(figure 3. Au moment de I'utilisation, la gélose MH ¢
fondue dans un baimarie bouillant puis additionnée de 2% de glucafe d’enrichir le
milieu et de 0,5ug/mL de bleu méthyléne reconnue ponre$i@t antibactérien. Ensuite |
flacons sont stérilisés dans l'autoclave pendanmnia5a 121°C et a 1lbar de pressi
Finalement le milieu est coulé dans des boites BétBOmm pres du bec benzéner éviter
les contaminations.

Aprés solidification pendant 15min a 37°C, les&®Pétri sont conservées entre 4 et 2

Figure 3: Flacons du milieu Muller Hinton fournit par lacsété BIC-RAD




| Agditlon de £% de glutﬂiﬁ
1 Milieu MH dans le bain-marie | 0.5ug/mL de bleu méthyléne
LI ory hlﬂ - 1 -

i T
Al 1 Autoclavage do miliey MHEEM J

L

=

1 Miliau stérilizé coulé dans les ]
s.*

Figure4 Préparation du milieu Muller Hinton
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Présentation des disques d’antifongique: ils sontfabiqués a partir de papier absorbant

qualité supérieure ont 6,5 mm de diametre et somprégnés d’antifongiques a c
concentrations précises.

Ces disques sont clairement identifiés par un syenbomportant 3 lettres, suivi de la cha
exprimée en pgmprimé de chaque c6té du disque (table

Les disques Bidrad sont présentés en cartouche de 50 disquestioonds en containe

étanches contenant un déshydrat

Figure 5: Cartouches des disques d'antifongiques
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Tableau 1 : Caractéristiques des disques des antifgiques

Antifongique Charge du disque Symbole Conditionnement
Fluconazole 25 g ~ FCA25  1x50disques |
Voriconazole 1ug VCz1 1x50 disques
Kétoconazole 50 ug KET 50 1x50 disques
Miconazole 50 ug MCZ 50 1x50 disques
Econazole 50 g EC 50 1x50 disques
Clotrimazole 50 g CTR 50 1x50 disques
5-Fluorocytosine 1ug 5FC 1 1x50 disques

Ensemencement I'inoculum est préparé a partir d’'une culture pdeelevureandidaédgées

de 24 heures sur milieu Sabouraud Chloramphénieokuspension des levures est préparée
par mise en suspension de l'équivalence de 5 cdodiien isolées dans du sérum
physiologique stérile. Aprés homogénéisation daukpension au vortex, I'opacité est ajustée a
0,5McFarland afin de généraliser une concentratioque pour les différentes suspensions.
Dans le cas de l'antifongigramme I'ensemencemerfaiepar écouvillonnage, dans les 15
minutes qui suivent on plonge I'écouvillon dansslaspension ainsi préparée en tournant
plusieurs fois. L’excés du liquide est éliminé eagsant I'écouvillon fortement contre la paroi
du tube. La totalité de la boite est ensemencéd’daruvillon selon la méthode standard,
I'ensemencement par I'écouvillon est répété plusidois en tournant la boite de 60° dans le
but d’assurer une homogeénéité de la répartitiohimteculum sur toute la surface de la boite y
compris les bords.

La boite ainsi ensemencée est laissée ouverteapeBda 5 minutes afin de laisser absorber
I'exces d’humidité avant d’appliquer les disqueardifongiques a I'aide d’'une pince stérile.
Les boites sont incubées a 35+/-2°C pendant 24eheur
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Dépot des disques d'antifongiques Ensemencement de la totalité de la
sur les boites ensemencées boite par |'écouvillon

Figure 6: Ensemencement de l'antifongigramme et dépot idgsies des antifongiques

Lecture et interprétation des résultats :la lecture des boites est faite aprés 24h d’in¢abat

si la culture est insuffisante la boite est ré-m@e pendant 24h supplémentaire. La lecture des
boites consiste a déterminer les diamétres desszdighibition, pour ceci les boites sont
placées sur un fond noir non réfléchissant.La nee|st faite jusqu’aux colonies de type
normales, car il’ est possible d’observer des dekde petite taille qui ne doivent pas étre pris

en compte.
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Les diametres des zones d’inhibition sont exprier@snillimétre, la correspondance diametre
concentration minimum inhibitrice (CMI) et catégaiion clinique est résumée dans le tableau

suivant :

Antifongique  Charg Symbole

Diametre de la Z zone Concentration minimum inhibitrice
d’inhibition en mm En pg/mL

R SDD S R SDD
S
Fluconazole| 25ug | FCA <=14 15-18 >=19 >=64 16-32 <=8
25
lpug | VCZ <=12 14-16 >=17 >=4 2 <=1
Voriconazole 1
50pug | KET 10 10-20 20 >=6,4 1,56-6,4 <=1,56
Kétoconazole 50
Miconazole 50 ug | MCz 10 10-20 20 >=6,4 1,56-6,4 <=1,56
50
Econazole 50 nug EC 10 10-20 20 >=6,4 1,56-6,4 <=1,56
50
Clotrimazole | 50 ug | CTR 10 10-20 20 >=6,4 1,56-6,4 <=1,56
50
5- 1ug 5FC 10 >10 -
Fluorocytosine 1

Tableau 2Résumé de la correspondance diametre, catégorisatiglinique et CMI
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Figure 7 : Souche sensible aux antifongiques mais résistanoggtain

Figure 8 Souche ésistante a tous les antifongiques
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IV. RESULTATS
Durant une période d’étudie sept mo, 52 souches déandidap sont isolées deservices de

réanimation de 'HMIM Vde Rabat, dont 24 souches sont isolées a partihé@®esculture,

alors que 28 souches proviennent des différerds piriphérique

Tableau 3 Types des prélévements et leurs pourcen

Type de prélevement Nombre Pourcentage (% \

Hémocultures 24 46,1
Sites périphériques 28 53,9
= Hémoculture
m Sites périphériques

Figure 9: Graphique dda répartition des différents prélevements realikgant cette étuc

IV. 1 Répartition des especes isolé :

La répartition des especes mol une prédominance @andidanonalbicans33 souches) part

rapport acandida albican&l9)




Tableau 4: Propotion des espéecealbicansetnonalbicangdans les prélevements effect

Espece Nombre Pourcentage
C.albican: 19 36,5
C.non albican: 33 63,5
Totale 52 100

W C.non albicans

Figure 10 : Graphique des proportions Candida albican®tnon albican

Notre collecton de souche nous a permis d’isoler 6 espéecegatitiss deCandidg dont la
prédominance revient@andida albican par 19 souches, suivie @andida glabrataCandida
tropicalis, puis Candida kruseiCandida parapsilosi®t finalementandida dublinienss. La
répartitiondes souches isolées est illustrée dans le tab :
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Tableau 5Proportion des différentes espéce:Candidaisolée:

Espéce Nombre Pourcentage (%
C.albican: 19 36,5
C.glabrate 15 28,8
C.tropicalis 10 19,3

C.kruse 6 11,6

C.parapsilosi 1 1,9
C.dubliniensis 1 1,9
Totale 52 100

M C.krusei
m C.parapsilosis

1 C.dubliniensis

Figure 11 Graphique de la distribution des différentes esp@eCandida
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IV. 2 Répartition des especes selon le type de préléverhe
Hémocultures : L’hémoculturea servit pour l'isolement de 5 especes différeneCandida

avec une prédominance @andida glabratapar 10 souches sur 24 prélévements suivi
Candida albicanguisles autres espéc du genreCandida La répartition des especes du ge
Candidaisolées a partir des hémocultures est résumée dartddaw6.

Tableau 6: Proportion des différentes espece Candidaisolées a partir des hémocultt

Espéce Nombre Pourcentage (%
C.albicans 8 33,3
C.glabrata 10 41,7

C.tropicalis 2 8,3
C.krusei 3 12,5
C.dubliniensis 1 4.2
Total 24 100

.~ C.tropicalis
m C.krusei

m C.dubliniensis

Figure 12: Graphique de la distribution des différentes espéleCandidz isolées a partir des
hémocultures
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Sites périphériques A cb6té des hémocultures, des sites périphériquiesemi a I'isolement de
plusieurs especes deandida Sur les prélevements positifs, 5 especes ontisélées.A
I'inverse des hémocultures, c’éSandida albicangjui est majoritairement représentée avec un
pourcentage de 39,3% suivie @andida tropicalis Candida glabrata occupe la troisieme
place puis le&Candida kruseet dernierement I€andida parapsilosigtableau 7).

Tableau 7: Proportion des difféerentes espece€dadidaisolées a partir des sites
périphériques

Espéces Nombre Pourcentage (%)
~ C.albicans 11 39,3
C.glabrata 5 17,9
C.tropicalis 8 28,6
C.krusei 3 10,7
C.parapsilosis 1 3,6
Total 28 100

(=)



W C.krusei

I C.parapsilosis

Figure 13: Graphique de la distribution des différentes espale Candida isolées a partir
sites périphériques

IV.3 Sensibilité in vitro des espéces isolées-a-vis les antifongiques étudi€ :

Le diametre des zones d’inhibition obsees autour des disqudss antifongiques emesuré

avec précision, les diametres sont exprimés en taont résumés dans lI'annex

Sur la base des diamétres des zones bition, la catégorisation clinique des souches

effectuée et résumée dans le tableau st :
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Tableau 8: Catégorisation clinique des souchegCa@adidaisolées sur la base des diametres
des zones d'inhibition.

S1 R R S R S I I
S2 R R S R S I I
S3 S S S S R S S
S4 R R S S S S S
=) S S S S I S S
S6 R S S S I S S
o7 S S S S I S S
S8 R R R R R R R
S9 R R R R R R R
S10 S S S S R S S
S11 R R S S S S S
S12 R R R R R R R
o158 S S S S R S S
S14 R R S I R I S
S15 R S S S S I S
S16 S S S S S S S
S17 R S S S R S S
S18 R R S I R S S
Sl R R S I R S S
S20 SDD S S S S S R
S21 S S S S R S S
S22 S S S S S S S
5238 S S S S S S S
S24 S S S S S S S
S8 S S S S S S S
S26 R R S S S S S
S27 R R S I S I I
S28 R R I I S I I
S22 S S S S S S S
S30 S S S S S S S
S31 S S S S S S S
S32 S S S I S S S
S33 R S S S R S S
S34 R S S S S S S
S35 S S R S S S S




S36 S S S S R S S
S317 R R R R R R R
S38 R R R R R R R
S39 S S S S S S S
S40 R R R R R R R
S41 R R R R R R R
S42 S S S S S S S
S43 R R R R R R R
S44 R S S I R I S
S45 R R | | S I I
S46 R R R R R R R
S47 R R R R R R R
S48 R R I I R S S
S49 S S S S R S S
S50 R R S S S S S
S51 R R S S S S S
S52 S S S S R I S

Les espéces isolées montrent des sensibilitégalitiEs vis-a-vis des sept antifongiques testés.
Les résultats de la sensibilité des souche€aledidaisolées aux agents antifongiques sont

présentés pour chaque molécule antifongique, puis ghaque espéce

a. Sensibilité au fluconazole :

L’étude de la sensibilitén vitro au fluconazole a démontrée des taux élevés dsanse de
I'ordre de 59,62% (tableau 9), considéré ainsimenhe taux de résistance le plus élevé noté
dans cette étude. La répartition des pourcentaggsdifférentes catégories (R, S et SDD) est

résumée dans le graphique.

Tableau 9: Résumé de la sensibilité des soucheSaladidaisolées vis a vis du Fluconazole

Catégorie clinique Nombre Pourcentage
R 31 59,62
S 20 38,46
SDD 1 1,90
Total 52 100
[ 5 )




Figure 14: Graphique des proportions des souches résisiaaiesibles et sensibles selol
dose vis-a-vis du fluconazole.

b. Sensibilité au voriconazc

L’évaluation de la sensibilité vitro du voriconazole illustre une fréquence souches
résistates élevée égale a 46,2%, alors que 53,8% debemisnlées sont sensibles

voriconazole (tableau 10).

Tableau 10:Résumé de la sensibilité des souches de Candiéassas a vis du voriconaz:

Catégorie clinique Nombre Pourcentage
(%)
R 24 46,2
S 28 53,8
Total 52 100
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Figure 15: Graphique des proportions des souches résistaetesiples et sensibles selol
dose vis-a-vis du voriconazole

c. Sensibilité au kétoconaz!

L'étude de la sensibilité vitro au kétoconazole montre un taux faibkerésistance de I'ord
de 21,2%alors que 73,1% des souche«Candidaisolées sont sensible a cet ac

antifongique (tableau 11).

Tableau 11: Résumé de la sensibilité des soucheCandidaisolées vis a vis du kétoconaz

Catégorie Nombre Pourcentage (%
R 11 21,2
S 38 73,1
I 3 5,8
Total 52 100
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Figure 16: Graphique des proportions des souches résistaatesiples et sensibles selot
dose vis-a-vis du kétoconazole

d. Sensibilité au miconazc :

Les résultats de la sensibilité vitro au miconazole révélent que 59,6% des saidkl
Candida testées sont sensibles au nazole tandis que seulement 23,1% des sou

résistent au miconazol&bleau 2).

Tableau 12: Résumé de la sensibilité des soucheCandidaisolées vis «vis du miconazole

Catégorie Nombre Pourcentage (% \
R 12 23,1
S 31 59,6
I 9 17,3
Total 52 100
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Figure 17: Graphique des proportions des souches résistaetesiples et sensibles selor
dose vis-a-vis du miconazole

e. Sensibilité au F-lucytosine :

L'étude de la sensibilitin vitro a la 5flucytosine indique que 46,2% des souches te:
résistent, alors que 48,1%les souches sont sensibles a la 5FC et 5,8% sensalehe:

intermédiaires (tableau 13)

Tableau 13 Résumé de la sensibil des souches dgéandidaisolées vis a vis de lz-

flucytosine
Catégorie Nombre Pourcentage J
[ R 24 46,2
S 25 48,1
I 3 5,8
Total 52 100

Figure 18: Graphique des proportions des souches résistaatesiples et sensibles selon la dos-
a-vis de la “flucvtosine

( 1
1 2 )




f. Sensibilité a 'éconazc :

Les résultats des tests de sensilin vitroa I'éconazole montrent qu&3,5% des souches
Candida testées sont sensibles a I'éconazole%l9¢&istent & I'EC et 17,3% sont (

intermédiaires (tableau 14).

Tableau 14:Résumé de la sensibilité des soucheCandidaisolées vis a vis de I'éconaz

Catégorie Nombre Pourcentage (9
R 10 19,2
S 33 63,5
I 9 17,3
Total 52 100

Figure 19 Graphique des proportions des souches résisiaaiesibles et sensibles selol
dose vis-a-vis de I'éconazol

g. Sensibilité au clotrimazol

Concernant le clotrimazole, | essultats démontrent que 69,2% des souches isolgu:
sensibles 21,2% sont des résistantes et 9,6% desheso deCandid: testées sont des

intermédiaires (tableau 15).
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Tableau 15:Résumé de la sensibilité des souches de Candiédassas a vis du clciimazole

Total 52 100

Figure 20: Graphique des proportions des souches résistaatesiples et sensibles selot
dose vis-a-vis du clotrimazole

h. Sensibilité des souches iscs vis-avis de tous les antifongiques te: :

L’étude de la sensibilitéh vitro des souches déandidaisolées des services de réanima
vis-avis des sept antifongiques disponibles permed’évaluer la fréquence de résistal
pour chaque moléculdia de comparer leurs activités. Le tableau 20 mésia répartition de

différentes catégories visys des sept antifongiqur
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Tableau 16:Résumé de la sensibilité des souches de Candiédassas a vis de
antifongiques utilisés

R 59,6 46,2 21,2 23,1 46,2 19,2 21,2

S 48,5 53,8 73 59,6 48 63,5 69,2
| ou 19 0 5,8 17,3 5,8 17,3 9,6
SDD

“ louSDD
10
0 -
&® ® & o® N &® ®
Y ¥ Y Y & Y v
Q OQ 00 o(\ & 00 &
. C & O
<<\° o«\(: p \,00 @\g Q\Q « \C’)\'
A N & C

Figure21: Graphique des proportions des souches résistaetesibles esensibles selon la
dose vi-a-vis des sept antifongiques utilisés

Les résultats de la catggsation clinique des souchsort présentés selon I'espece
Candiddestée.




IV.4 Sensibilité selon les espec :
Candida albicans :

L’espece d&€Candida albican est la plus frequemment isolée, elle est retroglades 19 isolat
parmi les 52 souches @andidz, cette espéce présente des sensibilités varial-a-vis des
antifongiques testés, la catégorisation cliniquedésumé dans le table suivant

Tableau 17:Sensibilité des souches de Candida albicans viis @eg sept antifongiqu
utilisés

R 42,11 26,32 15,79 15,79 57,89 15,79 15,79
S 57,89 73,68 84,21 73,68 26,32 68,42 84,21
I 0,00 0,00 0,00 10,53 15,79 15,79 0,00
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Figure 22: Graphique des proportions des souches de Canlfidarss résistantes, sensible:
sensibles selon la dose-a-vis des sept antifongiques utili:




Candida glabrata

Cette espéce ocpa la deuxiéme place en fréquence dans la répartigs especes du ge
Candida elle est retrouvée dans 15 isolats sur les 5ehesudeCandidaspg. De méme que les
autres espéces, @& glabrat: est testé vis-ais des antifongiques dont les résis sont
présentés dans le tableau 18.

Tableau 18 Sensibilité des souches de Candida glabratavis @es sept antifongiqu:
utilisés

R 60,00 60,00 26,67 26,67 33,33 26,67 33,33
S 33,33 40,00 66,67 46,67 66,67 60,00 53,33
| ou 6,67 0,00 6,67 26,67 0,00 13,33 13,33
SDD
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 - ER
20,00 - ms
10,00 - = |louSDD
0,00 -1 T T T T T T T
'S"o\z 'b"'o\e &o\‘?/ 'b"’o\e oé’\(\0 fb"'&z 'b"'&z
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& Ny oM W O % &
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Figure 23: Graphique des proportions des souches de Canldibieata résistantes, sensible
sensibles selon la dose-a-vis des sept antifoigues utilisé




Candida tropicalis

L’étude du profil de sensibili in vitro des souches de. tropicalisaux antifongiquemontrent
les résultats résumés dans le tableau st :

Tableau 19 Sensibilité des souches Candida tropicalisvis a vis des s¢ antifongiques
utilisés

| ou 0 0 10 10 0 20 20
SDD

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

ER

mS

= 1ouSDD

Figure 24: Graphique des proportions des souche:Candida tropicaligésistantes, sensibles
et sensibles selon la dose-a-vis des sept antifongiques utilis
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Candida krusei

L’étude de la sensibilitén vitro des souches de. kruseiaux agents antifongiques perme
catégorisation clinique des souches dte espece en souches résistantes, sensib
intermédiaires (tableau 20) :

Tableau 20:Sensibilité des souches Candida krusevis a vis des sept antifongiques utili

R 100 SO 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0

S 0 66,7 83,3 66,7 50,0 66,7 83,3
| ou 0 0,0 16,7 33,3 0,0 33,3 16,7
SDD

“ louSDD

10

0

e 2 e e 2
o o o o O N N
v Y v v % v v
S N & I N I &
& RS R ((-\\c, Y «© o'é\
AN \\0 \{‘_Q, (}

Figure 25: Graphique des proportions des souche:Candida kruserésistantes, sensibles
sensibles selon la dose-a-vis des sept afingiques utilisé:
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V. DISCUSSION

V.1 Les antifongiques

V.1.1 Généralités

Ce sont des médicamentsutilisés pour lutter col@seinfectionslocales ou profondes a
champignons microscopiques, ils se répartissenieer catégories : les antifongiques naturels
et de synthése qui, eux-mémes, sedécomposent ifongitfues locaux et systémiques. De
nombreuses classes agissent sur la synthesergiestérol, un constituant essentiel de la paroi
des champignons.

Quatre familles d’antifongiques a usage systémgpre disponibles et généralement utilisées
pour le traitement des infections fongiques invesiv les polyénes, les azolés, les analogues
des pyrimidines et les échinocandines. Denouvell@i€cules sont attendues dans les années a
venir.

Une efficacité des traitements est conditionnéel'mmement de I'agent pathogéne.En effet,
tousles antifongiques n'ont pas le méme spectm@ialhia certains ont essentiellement une
activité anti dermatophytique, alors que d'autoeg surtout deanti-candidas.

Parmi les agents pathogenes d'un méme groupen¢opiesentent pas la méme sensibilité aux
antifongiques. Par exempl&richophytonrubrumest souvent difficile a éradiquer, surtout chez
certains patients immunodéprimés

Les indications des traitements antifongiques faradulées en fonction de I'agent pathogéne
et de I'état immunitaire du patient, mais égaleneentonction de la localisation et de I'étendue

des lésions.

V.1.2 Classification, Pharmacodynamie et Pharmacacétique

Les principaux aspects sur [utilisation des amifigues dans les infections
fongiquesprofondes seront détaillés dans ce cleapitiontairement non exhaustif. Il reprend
le mode d’action, le spectre d’activité, la pharo@eétique, les indications et contre
indications, les effets indésirables des antifqngs utilisés dans les infections fongiques

invasives et les principaux interactionsmédicamesds entre les autres médicaments.
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Le tableau ci-dessous résume le spectre d'actionedemolécules et les différentes cibles
cellulaires des antifongiques.

Tableau 21: le spectre d’action de ces molécules et |démifites cibles cellulaires des
antifongiques.

AMB 5FC FCz 1Tz VCZ POS CAS  ANI MIC
C.albicans + +/- + + + o+ + + +
C. glabrata + + +/- +/- + o+ + + +
C.parapsilosis + +/- + + + o+ +/- +/- +/-
C.tropicalis + + + + + + o a +
C.krusei + + - +- + o+ + + +
C.lusitaniae +/- + + + + + +/- + +/-
C.guillermendii  + + +/- + + o+ +/- +/- +/-

+: actif ; - : inactif ; +/- : intermédiairefpngicide; fongistatique.
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V.1.2.1 Les antifongiques agissant sur la membrane

Inhibiteurs de I'ergostérol

Figure 26 : Cibles des antifongiques au niveau de la bioswathé
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a. Polyénes
Depuis son introduction dans les années 1950, hanépicine B est considéré comme

I'antifongique de référence par son activité sutarge spectre fongique et par son mécanisme

d’action fongicide unique.

Mécanismes d’action :
Les polyénes sont des macrolides comportant ure ¢gctone et une chaine carbonée avec des
doubles liaisons conjuguées. lls agissent au nideala membrane fongique en s’intercalant
dans la couche phospholipidique par interactionc a&lergostérol, altérant la perméabilité

cellulaire puis entrainant la mort de la cellulad@ue.

SIS IS S

o )
i
HO 3
3 ain
Fa

Amphotéricine B

Figure 27Structure chimique de I'amphotéricine B

Spectre antifongique
La plupart des antifongiques systémiques sont sactifir les infections a Candida.
L’amphotéricine B présente un spectre large, cotapbren particulier les levures et les
champignons filamenteux, comme€andida Blastomyces, Histoplasma capsulatuet
Aspergillus
L’amphotericine B n'a aucune action antidermatoijgfoyt. Par voie intraveineuse,elle est
utilisée pour traiter les mycoses profondes. Lesé&s ausage local sont actives sur toutes les

levures du genr€andida
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Pharmacocinétique :

» Par voie orale, 'amphotéricine B n'est pratiquenpas absorbée par le tube digestif
chezl'hnomme.

* Lademi-vie est de 24 a 48 heures.

» Forte liaison aux protéines plasmatiques (90 a 95%)

» La diffusion dans le liquide céphalorachidien (LG#} faible, pourtant les méningitesa
cryptocoquesont vu leur mortalité passer de 100 a 25 % lorsl'akdisation de
I'amphotéricine B.

« Elimination: 20 % de la dose totale passent aiassdes selles

Indications :
e Mycoses systémiques opportunist€aiidida, Aspergillus, Cryptococcus,) exotique
(histoplasmoses...).
* Méningo-encéphalite amibienne primitive subaigué.
* Leishmanioses stibio-résistantes.
Contre Indications :
» Hypersensibilité connue au produit.
* Femme enceinte au début de grossesse
Effets indésirables :
* Reéactions cutanés et anaphylactiquespouvant étreequs par administration de
corticoides ou d’antihistaminiques,
Phlébites, Céphalées, douleurs généralisées, fi€are/ulsions
* Anémie
« Diminution des fonctions rénales, avec une insaiffc® rénale aigue
C’est cette toxicité rénale qui a motivé le déepplementultérieur de formes galéniques moins
toxiques, comme les bandelettes lipidiques(ABELCET®@®u les formes liposomales

(AMBISOME®), formes qui possédent, de plus, unvadude distribution plus important.
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Interactions medicamenteuses

L’amphotéricine B désoxycholate ne présente pastetactionsignificative avec les autres
médicaments : les risquesd’interactions sont liésedfets néphrotoxiques,hypokaliémiques et

hématotoxiques de I'amphotéricine Belle-méme. La&sepription d’amphotéricine B est

alorsdéconseillée avec d’autres médicaments népliqoes,avec les digitaliques et avec les
diurétiques hypokaliémants.

Les modificateurs du transit intestinal, les parseis digestifs et d'une maniére généraletous
les agents pouvant isoler la muqueuse de l'actionpdncipe actif pendant la durée

dutraitement, doivent étre évités

Tableau 22: Interactions médicamenteuses de I'amphotéricinet Ble la flucytosine (CI :

contre-indication] : augmentation| : baisse, [c] : concentration)

Association

Conséquence

Mesure

+ zidovudine

1 toxicité hématologique

Précaution d'emploi : NFS
fréquentes




Tableau 23 : Interactions médicamenteuses de I'amphotérici€B: contre-indication :

augmentation| : baisse, [c] : concentratipn

Association Conséquence Mesure

Aciclovir Risque accru de néphrotoxicité A prendre en compte
Acide clodronique
Acide zolédronique
Adéfovir
Adriamycine
Adriblastine

AINS

Aminosides
Cidofovir
Ciclosporine
Foscarnet
Ganciclovir
Ifosfamide

Lithium
Méthotrexate
Opacifiants iodés
Organoplatines
Pentamidine
Tacrolimus
Targocid

Ténofovir
Vancomycine
+diurétiques Risque majoré d'hypokaliémie (adductif) Précaution d'emploi

hypokaliémants, surveillance kaliémie




laxatifs,
glucocorticoides,

tétracosactide

+ digitaliques

+ zidovudine

+ sultopride

Anti-arythmiques

classe la

Anti-arythmiques

classe Il

Certains
neuroleptiques
Bépridil
Cisapride
Diphémanil
Eryhtromycine IV
Halofantrine
Mizolastine

Moxifloxacine

1 toxicité des digitaliques par
1 I'hypokaliémie.

toxicité hématologique

Risque majoré troubles du rythme

ventriculaire avec torsades de pointes

Risque majoré troubles du rythme

ventriculaire avec torsades de pointes
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+ si besoin correction

Précaution d'emploi
surveillance
kaliémie + ECG

Précaution d'emploi

NFS fréquentes

Déconseillée

Précaution d'emploi

corriger avant

I'hypoK+

Surveillance  clinique,
[K+] et ECG

Surveillance  clinique,
[K+] et ECG
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Pentamidine
Spiramycine IV

Vincamine IV

Médicaments actuellement disponibles

Parmi la famille des polyénes, I'amphotéricine B{§zone®) a été le médicament « phare
pendant plusde 50 ans pour toutes les infectiongidoes invasives. Son utilisation est
malheureusement génée par sa néphrotoxicitéélbwésrses tentatives ont été conduites dans
lebut de réduire la toxicité de I'amphotéricine Butt en luiconservant ses propriétés
antifongiques. Trois formulationslipidiques ont étéveloppées dans le but d’améliorer
latolérance en termes de néphrotoxicité :

I'amphotéricine B liposomale (AmBisome®) ;

amphotéricine B en complexe lipidique (Abelcet®) ;

amphotéricine B en dispersion colloidale, non didpeen France (Amphocil® ou

Amphotec®) [3].
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Amphotéricine B
FUNGIZONE

*injectable

FL.50 mg (poudre) a diluer Perfusion IV en 2 a 6
exclusivement dans un soluté de heures et a
G5 ayant un ph sup 4.2 dose trés progressive
dose-test de
1 mg en 30 min.
Puis 0.1 a 0.3 mg/kg/jour

puis par
paliers jusqua 0.5 a 1
mg/kg/jour

(Amphotéricine B

liposomale)AMBISOME *  exclusivement dans un soluté de minutes :
Conserverde +2°Ca+8°C. Gb5. dose-testde 1 mg en 15

10 f1.100 mg/20 ml a diluer Perfusion IV en 30 a 60

minutes, 3mg/kg/jour.

Voies d’administration

Voie locale

- pommades et comprimés gynécologiques

- traitement : candidose de la peau, des onglesadss

muqueuses en particulier candidose vaginale.
- peut étre utilisée pour le traitement de candidas rhino-
pharyngienne

et oculaire.

Voie - traitement de candidoses rhino-pharyngienne @hoe
Injectable
Voie orale - la nystatine n’est pas résorbée

- traitement : candidoses digestives : muguet,Uanwire,
angine et gastrite a candida. (2a5mul/j)
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b. Azolés (triazolés et imidazolés)

Cette classe médicamenteuse fongistatigue complenfluconazole, [litraconazole, le

voriconazole, et le posaconazole. Les triazoléseléide I'imidazole ou du triazole.

N

HO
r{\ “*[j Itraconazole /Cn (»”J N
MJ_G_ ) _O_ 3\\1' @ Fluco F

™

Posaconazole L
r@\_r@ﬁvf U

Figure 28 Structure chimique de [litraconazole, du flucomlez du posaconazole et du

voriconazole

Mécanismes d’action :
lIs agissent sur la synthése de I'ergostérol, caapbindispensable de la membrane fongique,
par inhibition de la 14 deméthylase, lors de [I'étape lanostéret 14-deméthyl
lanostérol.L’action fongistatique résulte de laskai de concentration en ergostérol mais aussi
de I'accumulation de composés précurseurs en adeolat chaine de synthese.
lIs alterent ainsi la structure et la perméabiigéla membrane des champignons. Cemécanisme
s'étend a d’autres stéroides en particulier auxboes, ce qui explique les effetsindésirables,

les interactions médicamenteuses et I'hépato texie ces produits.
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» Imidazolés :

Spectre antifongique :

-Candida, Cryptococcus, Pityrosporum

- Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides
- Epidermophyton;agents des mycoses so!

cutanées

Especes inconstamment sensibles - Aspergillus ( fumigatus, flavys
- Trichophyton, Microsporum.

Pharmacocinétique :
Des formes a usage topique :

* Passage systémique peu probable mais non exclu asn déapplication sur des
surfacesétendues, sur peau lésée et chez le isourris

» Utilisation répété sur le cuire chevelu n’entrgiias de passage systémiques

» Résorption systémique négligeable.

Des formes a usage systémique :

L'absorption: La prise du ketoconazole au coursndiepas augmente I'absorption
dumédicament du fait de la lipophilie de la molécul

« La diffusion tissulaire est bonne, excepté pountésinges et les urines.

* Temps de demi-vie : 8heures

* FPP:84%

» L'élimination est surtout biliaire sous forme deidés inactifs et 20 % du médicamentsont

retrouvés inchangés dans les selles. L'éliminatioraire est faible

Indications :
Des formes a usage topique :

« Dermatophytes, Candidose cutané, Pityriasis vdmieoDermite séborrhéique del’adulte
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Des formes a usage systémique :

* Mycoses systémiques ou viscérales a germes sensible
* Les infections cutanéo-muqueuses tres étenduesjgient aux traitements locauxou qui
ne peuvent étre traitées localement, en cas djalarla griséofulvine.
* Pour prévenir les mycoses en cas d'immunodépressiayenitale ou acquise.
Contre indications :
* Hypersensibilité connue aux produits (exceptiom)ell
* Antécédent hépatique.
* Ne pas appliguer la lotion sur la muqueuse buqgaler la forme Topique)

Effets indésirables :

Des formes a usage topique :

Eruption cutanée, irritation, sensation de brllueel lieu d’application. Eczéma,
desséchementcutané.

Des formes a usage systémique :

Toxicité hépatique, Gynécomastie
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Médicaments actuellement disponibles :

Usage topique

Ketoconazole

Usage
systémique

Ketoconazole

KETODERM?* gel p. appl. Locale

KETODERM 2 % Créme Tube de 1 Candidose :

g

KETOLIUM 1 % Shampooing Flaco

de 100 ml

NIZORAL* Cps

1 appl./j.
Lésion de la peau et de
mugqueuses (de 8 a 15j)
Onyxis et périonyxis( 2 mois a
moins)

Dermatophyties :

Lésions de la peau (2 a

semaines.), Intertrigos des ortei

(2a6
semaines.) , Onyxis (1a 18mois
Pityriasis Versicolor (2semaine

Dose usuelles : 200mg/j
Pour les mycoses profonde gra

S

N

ve

: 400mg /.

Clotrimazole

Autres imidazolés :
CANESTEN*
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» Triazolés :
Spectre antifongique

Les espéces fongiques habituellement sensiblagrinsont les levureJandida

albicans surtout, Cryptococcus neoformans)les dermatophytes et a fortes doses sur

lesmoisissures in vitro.

Les espéeces habituellement résistantes g0ahdida krusei, Aspergillus sp.

« Pharmacocinétique

» Aprés administration orale, le pic de concentrap@smatique obtenu en 1 a 2 heures.

* Sa biodisponibilité de 90 %.

* |l traverse la barriere méningée, avec des tauxs danLCR de 80 % par rapport au
tauxplasmatique (utilisation dans les -cryptococsoseéningées et [histoplasmose,
mémechez les sujets atteints du syndrome de l'imodgéfitience acquise).

» Laliaison aux protéines est faible (environ 12 %).

» La demi-vie d'élimination est d'environ 30 heures.

» L'élimination est surtout rénale et 80 % de la dadministrée se retrouvent dans lesurines
sous forme inchangée, d'ou un effet bénéfique BBnsandidoses rénales.

Indications :

« Candidoses vaginales et périnéales aigue et récitiis.

» Candidose oropharyngée de I'adulte, la dose jaereadst de 50 mg/j pendant 7 a 14jours,
traitement & prolonger en cas d'immunodépressizgresé

« La méningite cryptococcique.

* Indigué en prophylaxie pour réduire la fréquences deandidoses chez les
receveursd'unegreffe de moelle osseuse qui somisauune chimiothérapie cytotoxique

ou a uneradiothérapie.

Contre Indications :
* Hypersensibilité au fluconazole et/ou au autre$észo
» Grossesseet allaitement
« L’administration concomitante de cisapride est mimdiquée chez les patientsrecevant

fluconazole.
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Effets indésirables :
lIs sont habituellement modérés :
* Manifestations gastro-intestinales (nausées, doshhdominales, diarrhées).
* Quelques cas d'hépatites induites ont été décrits

Médicaments actuellement disponibles :

DIFLUCAN* Gél. dosées a Candidoses :
50mg et 150 mg. Vaginales : 150 mg/j
Fluconazole Oropharyngées et buccales :

50mg/j pdt 7 a 14
TRIFLUCAN* Gél. dosées a Urinaire : 100a 200 mg/j

50 mg, 100 mg et & 200 mg Dermo-épidermomycoses :
150mg 1fois/sem. Pdt 2a 4

TRIFLUCAN* solution sem.

injectable pour perfusion Cryptococoses :

~—~t

Trait d’attaque : 400mg/j pc
6a8sem
Trait. d’entretien : 200mglj

(a vie chez les VIH +)

Autres triazolés :
Itraconazole SPORANOX*
Voriconazole V FEND*
Posaconazole NOXAFIL*
Interactions médicamenteuses :
Une des limitations majeures pour les azolés ast peopension a interagir avec d'autres
thérapeutiques. lls augmentent plus ou moins les@EaT justifiant les recommandations avec

les autres médicaments ou les situations indulsaméme anomalie. Leur mode d’action sur
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les cytochromes peut expliquer une augmentatiomadeoncentration plasmatique d’autres
médicaments qui sont métabolisés par le cytochi©Okfe 2C9 et le cytochrome
CYP 3A4 si ceux-ci sont associés aux dérivés azolés
On peut distinguer trois types d’interactions:
inhibition enzymatique compétitive ;
induction enzymatique ;

coexistence de l'inhibition et de I'induction.

Inhibition enzymatique compétitive

L’azolé peut diminuer le métabolisme de certainslica@mentset ainsi augmenter : la demi-vie,
le pic plasmatiqueet/ou l'aire sous la courbe (AFEXemple : azolé +antivitamine K (AVK) =
augmentation de I'internationalratio (INR) et dsque hémorragique. L’enzyme impliquéedans
le métabolisme du voriconazole est le CYP 2C19.[10]

Induction enzymatigue

Certains médicaments augmentent le métabolismeardéngique jusqu’'a rendre sa
concentration plasmatiqueindétectable. Exempléamipicine + voriconazole = diminutionde
la concentration du voriconazole.

Coexistence de l'inhibition compétitive et de I'indtion

Exemple : phénytoine + itraconazole = diminution ldeoncentration de l'itraconazole et
augmentation de la phénytoinémie.

La conférence de consensus commune SFAR-SPILF-$IRLEs prise en charge des
aspergilloses et candidoses del'adulte (2004) ueliqque le suivi des concentrations
plasmatiquesa I'équilibre est pertinent pour léwaazole et levoriconazole. L'enzyme
impliquée dans le métabolisme duvoriconazole esEY® 2C19 [10].Le posaconazole, a la
différence des autres azolés, inhiberaitessentel¢ les enzymes du cytochrome CYP
3A4d’ou, des possibilités d’interactions avec deslivamentsmétabolisés par les isoenzymes
du CYP 3A4.
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Tableau 24: Interactions médicamenteuses communes aux déazélés (Cl : contre-

indication,? : augmentation| : baisse,[c] : concentration

+ cisapride Risque torsade de pointes ClI
+ pimozide
+ halofantrine Risque torsade de pointes Déconseillée

+dérivés de l'ergot de seigle

(ergotamine,

Gynergene®),

dihydroergotamine risque d'ergotisme Cl
(Diergospray®,lkaran®,

Seglor®, Tamik®)

+ ciclosporine, tacrolimus

monitorage de la [c] 1 [c] immunosuppresseurs  PE

de l'immunosuppresseur

Itraconazole + tacrolimus : 1 [c] immunosuppresseurs Déconseillée
1 créatininémie

Phénytoine :+ voriconazole | [c] vorico et itraconazole- Déconseillée
ou 1 [c] de phénytoine
+ [litraconazole le ou +
posaconazole

PE monitorage de la [c]de la
Phénytoine + fluconazole 1 [c] de phénytoine phénytoine
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Tableau 25 :Interactions médicamenteuses propres au flucoad@dl: contre-indicationt :

augmentation| : baisse, [c] : concentration)

Association Conséquences

Mesures

+ théophylline (1 [c] théophylline)

hypoglycémiants

+ anticoagulants 1 effet anticoagulant
oraux

+ nevirapine 1 [c] de la névirapine
+ carbamazépine 1 [c] carbamazépine

+ triazolam 1 effet sédatif

+ losartan | efficacité losartan

+ alfentanil 1 [c] analgésique

+ sulfamides (1 effet hypoglycémiant)

sulfamide
rifampicine | efficacité et [c] des deux antiPE surveillance [c
infectieux fluconazole

PE surveillance [c

théophylline

PE adaptation posolog
triazolam
A prendre en

compteadaptation posologie

Alfentanile
PE surveillance glycémie
adaptationposologie

PE surveillance TP et I'INR

Déconseillée
PE adaptation posolog

carbamazépam

e

e




Tableau 26 :Interactions médicamenteuses propres au voricteéZo: contre-indication :
augmentation| : baisse, [c] : concentration)

+ quinidine Torsades de pointe Cl

+ sirolimus 11 [c] sirolimus Cl

+ efavirenz ou + | efficacité voriconazole Déconseillé

névirapine Cl

+ Phénobarbital ou | [c] et efficacité de I'antifongique

+ primidone

+ rifabutine | [c] antifongique PE adaptation posologle
voriconazole

+ rifampicine | [c] voriconazole Cl

+ sulfamides (1 effet hypoglycémiant) PE surveillance glycémie

hypoglycémiants et adaptation posologie
sulfamide

+ anticoagulants 1 effet anticoagulant PE surveillance TP et

oraux I'INR

+ carbamazépine 1 [c] carbamazépine Cl




Tableau 27 Interactions médicamenteuses propres a l'itracaed| : contre-indication :

augmentation| : baisse, [c] : concentratic

Association Conséquence Mesure

+ digoxine 1 [c] digoxine PE surveillance
digoxinémie + ECG
+ dihydropyridines  Risque majoré effets indésirables PE adaptation posologle

dihydropyridine
+ lercanidipine Risque majoré effets indésirables Déconseillée
+ vinca-alcaloides 1 neurotoxicité Déconseillée
+ buspirone 1 [c] buspirone Déconseillée
+ mizolastine Torsades de pointe Cl
+ bépridil Torsade de pointe Cl
+ ébastine : anti-H1 Troubles du rythme ventriculaire ~ Déconseillée
+inhibiteurs 1 [c] avec risque d’'hypotension PE : début traitement a
phosphodiesterase 25/mg/j
de type 5
sildenafil
+ vardenafil 1 [c] avec risque d’'hypotension Déconseillé, ClI > 75
+ tolterodine Risque de surdosage ans
+ antisécrétoires | absorption itraconazole Déconseillée
antihistaminiques a prendre en compte

H2 etinhibiteurs de

la pompe a proton

(IPP):
+ rifampicine | efficacité et [c] des deux
antiinfectieux PE surveillance |[c
+anticoagulants 1 effet anticoagulant itraconazole
[ 5 )



oraux

+ nevirapine

+ carbamazépine ou

+ phénobarbital ou

+ primidone

+inhibiteurs de
I'HMG-CoA
reductase
[simvastatine
(Lodales®),
lovastatine,
atorvastatine
(Tahor®)]

+ rifabutine

+ quinidine

+ triazolam

+ buprénorphine

+ tacrolimus :

| [c] itraconazole

| [c] et efficacité de l'itraconazole

1 des [c] circulants avec risque de

rhabdomyolyse

| [c] itraconazole

Torsades de pointe

1 effet sédatif

1 [c] buprénorphine

T [c] immunosuppresseurs et

créatininémie

PE surveillance TP et
I'INR

Déconseillé

PE surveillance [c]

itraconazole

Cl

PE

Déconseillé

Cl

PE adaptation de la
posologie de la
Buprénorphine
Déconseillée
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Association Conséquence Mesure

+ rifabutine risque uvéite Déconseillé
+ inhibiteurs de 1 des [c] circulantes avec risque de CI
'HMG-CoA rhabdomyolyse

reductase

[Simvastatine,

lovastatine,

atorvastatine

Tableau 28: Interactions médicamenteuses propres au poszaen®| : contre-indication), :

augmentation| : baisse, [c] : concentration

V.1.2.2 les antifongiques intracellulaires :

a. Flucytosine ou 5-fluorocytosineC’est le premier antifongique de synthese

Figure 29Structure chimique de la flucytosine




Spectre d’action :
Possédant une activité fongistatique in vivo ssildeures Candida, Torulopsis,
Cryptococcuy les agents des chromomycoses et a un degré reosut les Aspergillus,
maisutilisé essentiellement en association en maes résistances primaires et acquises
assezfréquentes, sauf dans les chromomycosegpeutiétre utilisé seul.
L’effet fongistatique (plutdt que fongicide) résulie I'inhibition des syntheéses d’ARN,d’ADN
puis des protéines.
Pharmacocinétiques :
» Reésorption digestive a 90%.
» Diffusion excellente y compris dans le LCR (tauxngarables aux taux sériques),’humeur
agueuse, les sécrétions bronchiques.
* Demi-vie de 6 a 8 heures
« FPP:11%
e Elimination urinaire rapide sous forme active (968048 heures)
Indications :
* Mycoses systémiques séveres (candidoses, cryptmses;cchromomycoses,aspergillose)
en association avec I'amphotéricine B injectable
» Usage contre la prolifération des mutants résistantassociation avecl’'amphotericine.
Contre Indications :
* Hypersensibilité au produit
» Grossesse sauf indication vitale (tératogéne aheat)
Effets indésirables :
* Toxicité hématologique dose-dépendante: Leucopémanbopénie, anémie,
risqued’aplasie médullaire
* Troubles digestifs dose-dépendants (4%) nausémshée, plus rarement vomissements,
voire entérocolite sévere.

» Elévation des transaminases (5%)
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Interactions médicamenteuses :
» Toxicité hématologique majorée par les médicamlenisopéniants.

» Association synergique avec I'amphotéricine B, adeliavec le kétoconazole.

V.1.3 Classes des antifongiques utilisés pour leaitement des candidémies et les
référentiels

V.1.3.1 Les différents types de traitement

Différentes stratégies thérapeutiques peuvent @mdsagées, en fonction de I'estimation
durisque d’IFI et du degré de certitude diagnogtiqu
Traitement prophylactique : traitement instauré en prévention, chez un patanssigne
clinique d’infection fongique, qui présente ou quiésentera des facteurs derisques de
développer une candidose invasive.
Traitement préemptif : traitement instauré chez un patient colonisévare, etprésentant
des facteurs de risques.
Traitement probabiliste (= empirique) : traitement instauré chez un patient suspect
deprésenter une candidose invasive, avant touti@roation microbiologique,histologique
ou sérologique.
Traitement curatif : traitement instauré chez un patient dont I'éti@odongique
estprouvée ou probable sur des arguments cliniquadiologiques, histologiques
et/oumicrobiologiques.
Il est a noter que pour certains, le traitemenemmgtif doit étre instauré chez les patients
arisque et colonisés, mais présentant égalementtableau septique. Cette prise en
chargerapproche le traitement préemptif du traitereepirique.

V.1.3.2 Les référentiels
Face aux difficultés diagnostiques et a la gransieadité dans les pratiques thérapeutiques, des

recommandations de prise en charge des infectiongiques invasives ont été émises

pardifférentes sociétés savantes. En France, fteeXxes recommandations émanant de la
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SociétéFrancaise d’Anesthésie Réanimation (SFAR)ladSociété de Pathologie Infectieuse
deLangue Francaise (SPILF) et de la Société deiRétaon de Langue Francaise (SRFL)
Néanmoins ces recommandations datent du 13 mai, 2804t complexes et pas
toujoursrespectées en pratique. L'étude Amarcamal{se et Management en Anesthésie-
Réanimation des candidoses invasives) publiée 88 a0d’ailleurs montré moins de 50% de
conformités entre la pratique et ces recommandation

Au niveau européen, des recommandations pour lge pen charge des infections
fongiqueschez les patients atteints de leucémieagant recu une greffe de cellules
soucheshématopoiétiques, ainsi que chez les matiemt leucémiques, ont été émises par
'ECILen 20009.

Aux Etats-Unis, il existe également des recommaodat datant de 2009 de
I'InfectiousDiseases Society of America (IDSA). Gesommandations semblent actuellement
mieuxconvenir aux différentes situations cliniquetsintégrent les nouveaux antifongiques.
Ellesprennent en compte la gravité du patient amst la neutropénie sous-jacente, et
préconisentfortement le principe de désescaladelgdiuconazole. Les molécules privilégiées

seront leséchinocandines et le fluconazole pluiétiamphotéricine B et le voriconazole.

V.2 Moyens d’étude de sensibilité in vitro aux anfongiques

Antifongigramme :

L’antifongigramme permet de déterminer la sengiilid'une souche de mycéte a

plusieursantifongiques par mesumevitro des CMI de chague molécule vis-a-vis de la souche.

Sonintérét réside, comme pour I'antibiogramme, dien§ait de pouvoir prédire, avec une

bonneprobabilité, un succes ou un échec thérapeutiq

Trois problémes limitent les recours a I'antiforrgighme :
Des techniques standards ne sont définies par & ELI'EUCAST que pourun nombre
limité d’especes : les levures et les champigndaménteuxproduisant des conidies. Il a
éte établi que les CMI pour des fragmentsd’hyploed supérieures a celles obtenues avec
un inoculum constitué deconidies. Ces techniques agpliquent pas aux dermatophytes.
Les arthrospores d&richophyton rubruminduitesexpérimentalemeri vitro sont plus

résistantes aux antifongiques que leshyphes.
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Les criteres de catégorisation clinique définislpaCLSI ou TEUCAST neconcernent que

qguelques couples antibiotigue — espéce de mycételaetvaleurprédictive de

I'antifongigramme est faible dans les autres cas.

Enfin, la technique de microdilution ne peut éttdisée en routine car elle estlourde a

mettre en ceuvre. Des techniques alternatives stilitées par leslaboratoires de

mycologie.
L’automate VITEK 2 (bioMérieux) permet l'identifitan des levures et la détermination
deleur sensibilité a 'amphotéricine B, au flucoolaz au voriconazole et a la flucytosine (carte
AST-YS01). Pour chaque souche, [linhibition de Ilaoigsance en présence de
différentesconcentrations d’antibiotiques est méswat rapportée a la CMI par des algorithmes
protégéspar la propriété industrielle. La réporsdebtenue, en moyenne, en 15,5 heures pour
Candida sp mais en 34 heures po@ryptococcus neoformand.e pourcentage d'erreurs
tresmajeures par rapport a la techniqgue de référatec lTEUCAST (souches résistantes
renduessensibles) est de 2,6 % ; ces erreurs c@mtele fluconazole et des souches de
croissancelente.
Trek Diagnostic Systems (East Grinstecal, Royaumg-tbmmercialise des microplaques
(Sensititre  Yeast One YO010), contenant, sous forntgophilisée, différentes
concentrationsd’amphotéricine B, de fluconazole, dariconazole, d’itraconazole, de
posaconazole, de flucytosine, de micafungine, dpafangine et d’anidulafungine permettant
la mesure des CMI pour des levures non exigeantes eroissance rapide. Apres
ensemencement etincubation, la croissance estéepsar le changement de couleur d’un
indicateur d’oxydoréduction,l’alamar blue, ou parewgmission de fluorescence. La technique
est semi automatisablecomme pour la déterminatienlad sensibilité des bactéries aux
antibiotiques, des techniquesde diffusion ont ééetbppées. Le CLSI a publié deux standards
pour les levures (M 44-A2,2009) et pour les champig filamenteux non dermatophytes (M
51-A, 2010). Le milieu98pour les levures est uneggde Mueller-Hinton supplémentée par 2
% de glucose. Lagélose est ensemencée par écomafie d'une suspension d’opacité
équivalente a 0,5 dansla gamme de MacFarland.
L’incubation est de 18 a 24 h (48 h p&nyptococcusa 35°-37°C. Des disques defluconazole,

de voriconazole, d’itraconazole, d’'amphotéricinetBle caspofungine sontcommercialisés par
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plusieurs industriels. L’adjonction de bleu de nyé&he (0,5 mg/L) aumilieu peut aider a la
lecture des diametres des zones d’inhibition.
Le tableau ci dessous fournit des critéres d’imtggtion.

Tableau 29 Diamétres critiques (mm) pour la catégorisatitmaue

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

([c] sanguines > 400 mg/dose)

Voriconazole 217 14-16 <13 217  14-16 <13

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

ltraconazole >17 14-16 <13

Posaconazole

Caspofungine 217  14-16 <13

Amphotericine B >15 13-14 <13
S = Sensible ;

R = Résistant ;
S-DD = Sensibilité Dose Dépendante
* pour le fluconazole, données essentiellement pas candidoses des muqueuses,

pourl’itraconazole, données uniqguement pour leslicases
V.2.1 Méthodes par dilution :

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

d’antifongiques selon une progression géométricpieaison 2.




V.2.1.1 En milieu solide :
La méthode la plus utilisée est la méthode de Stdeour un antifongique donné, une
gamme de concentration est réalisée puis incorparé@ milieu solide en surfusion, et
coulée en boite de Pétri. Une boite de Pétri peduadester jusqu’a 30 souches différentes.
L'ensemencement des souches a tester est fadexda I'appareil de Steers, qui est un multi-
ensemenceur permettant de repiquer en une foiso@86hes sur le méme milieu. Apres
incubation, la CMI de chaque souche est détermpagd'inhibition de la croissance sur le

milieu contenant la plus faible concentration difmmgique.

Témoin 0,5 1 2

Hg fral

Figure 30 : Détermination de la CMI par dilution en milieu ggéo
Dans I'exemple présenté ci-dessus (figurel10), telme de souches est limité a quatre.
= La CMI de la souche 3 vis-a-vis de l'antifongiquecarporé a la gélose est de
lpg/mL.
= La CMIde la souche 2 est de 2 pg/mL.
» Les déterminations des CMI des souches 1 et 4 siéeesent de tester des
concentrations plus fortes en antifongique.
Le milieu casitone a permis d'améliorer la lectpaur les azolés. Il existe une bonne

corrélation avec les micro-méthodes en milieu ligui

V.2.1.2 En milieu semi-solide :

I en existe plusieurs. Des galeries possédant @meral plusieurs puits avec deux
concentrations différentes d'un antifongique sdilisees.

- ATB-Fungus® :(Bio-Mérieux) C’est un test commercialisé qui petrde déterminer la
sensibilité desCandida et de Cryptococcus neoformanaux antifongiques dans des

conditions tres proches de la technique de réfédecmicro-dilution.
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La galerie ATB-Fungus comporte 16 paires de cupules premiere paire, sans
antifongique, sert de témoin de croissance. Lessdfvantes contiennent cing ou six
antifongiques (selon le modeéle) a plusieurs comedions permettant de déterminer des
CMI et/ou des catégories cliniques. Pour détermicette CMI, on va rechercher et
guantifier dans chaque cupule une croissance paurkevisuelle.

Il existe la galerie ATB-Fungus3® et le modéle gdent ATB-Fungus2®. La différence
entre les deux réside en la présence d'un cinquiagent antifongique dans la galerie

ATB-fungus3® qui est le voriconazole.

COODOOOOOOOOOHOH
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Figure 31 : Galerie ATB Fungus2®, bioMérieux SA Marchand 20F4-2005)
Antifongiques : Les antifongiques utilisés dans ce test sont ssmi&s dans le tableau
Suivant :

Tableau 30 Antifongiques des deux modeles de la galerie AAUBgus.

5flucocytosine 0.5-64 8 4 -16mg/L 2
pg/mi
Amphotéricine 0.5-16 6 0.5 - 6
B pag/mi 16mg/L
Fluconazole 0.25 - 128 10 1- 8
pg/mi 128mg/L
Itraconazole 0.125-4 6 0.125- 6
pg/mi 4mg/L
Voriconazole = = 0.06 - 8
8mg/L




Mode opératoire : A partir d’une culture fraiche de levures, on prépane suspension de
2McFarland. 20 ul de cette suspension est enstaresferé a un milieu de croissance
spéecifique (ATB-Fungus medium). Apres homogénémsatichaque puit de la galerie est
inoculé avec 135 pl de linoculum homogénéisé (dxléures/cupule). Aprés 24h
d'incubation a 36 + 1°C, la croissance dans ledspest lue visuellement par deux
techniciens indépendants.

Lecture des résultats :Pour faciliter la lecture, la galerie est placée wwufond noir. Pour
chague antifongique, la lecture commence par laceotnation la plus faible, ensuite un
score de croissance est noté pour chacune desesugoimparativement aux cupules
témoins. L’absence de croissance dans I'une odrBaou les 2 cupules témoins invalide la
galerie.

Absence de réduction de croissam®escore = 4

Légere réduction de croissan®escore =3

Réduction marquée de croissam®escore = 2

Trés faible croissanc® score =1

Absence de croissane® score =0

Pour ce qui est de I'amphotéricine B, la CMI cop@3sd a la concentration d’antifongique
la plus faible permettant d’obtenir un score dedOnc une inhibition complete. Pour le
fluconazole, la flucytosine, l'itraconazole et l@riconazole, du fait du phénomene de
croissance résiduelle, la CMI correspond a la cotradon d’antifongique la plus faible
permettant d’obtenir un score de 2,1 ou 0.

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

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 clairfalt d’'une mauvaise préparation ou
d’'une incubation inadéquate. Le temps d’incubatest de 24 heures pour toutes les
especes, sauf po@.glabrata (48 heures). Apres 48 heures, les cupules del&igasont

parfois seches et ininterprétables.
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V.2.1.3 En milieu liquide :

En milieu liquide, linoculum est distribué dans eursérie de tubes (méthode de
macrodilution) ou de cupules (méthode de microdihijt contenant I'antifongique. Apres
incubation, la CMI est indiquée par le tube ou lspuwe qui contient la plus faible
concentration d’antifongiqgue et ou aucune croissantest visible. Dans la figure ci-
dessous, la CMI de la souche testée est de 2 pgpmdmier tube dans lequel aucune

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

Témnin 0,25 1 2 4 8 lé
T [T
CIv

Figure 32: Détermination de la CMI par dilution en milieguide

Dans la pratique courante, les méthodes de dildmm de mise en ceuvre délicate et/ou
onéreuse et elles sont réservées a des laboraspiéesalisés.

Méthodes de référence2 techniques de références sont disponibles

1- Standard américain : ClinicalLaboratoryStandards Institute (CLSI) : L'absence de
reproductibilité des concentrations minimales iitnibes entre les laboratoires a imposé la
nécessité d’obtenir des méthodes standardiséepetductibles. Beaucoup d’effort ont été
entrepris pour obtenir des méthodes rapides, feabtede routine au sein des laboratoires.
Les buts princeps étaient d’obtenir des résultagproductibles et définir des souches
contrdle, de constituer une référence pour I'évadmades autres méthodes, d’évoluer vers

des méthodes de pratique courante et construirelpanycologue une trousse de routine.
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Ainsi, en 1982, une premiére section chargée ddgdadardisation des tests de sensibilité
des levures aux antifongiques a été créée aux-Btats au sein du NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards). Sutex études initiées, depuis 1982, par le
Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testsusa@omité sur les essais de sensibilité
aux antifongiques), le NCCLSa publié en 1997 unehode de référence officielle de
macrodilution en bouillon (Approved Standard M27-&) ses variantes de microdilution
pour tester in vitro les activitts des composés antifongiques con@andida
spetC.neoformansLa méthode M27-A est une macrométhode longualsirlieuse réalisée
en tube avec une détermination visuelle des CMI.

Pour pallier a la lourdeur de la mise en ceuvreattedechnique, le NCCLS a proposé une
microméthode adaptée pour une utilisation en miaogyes avec lecture
spectrophotométrique des CMI. Elle est bien cogé@eec la macrométhode mais elle reste
une technique lourde non utilisée en routine. Aitesipublication de la méthode M27-A a
été suivie en 1998 du Proposed Standard M38-Adqaiit des méthodes de macrodilution
et de microdilution en bouillon pour des essaisédesibilité des champignons filamenteux

(Aspergillus sp., Fusarium sp., Rhizopus oryzag[32].
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Tableau 31 :Parameétres de mise en ceuvre des méthodes M27 et®B8crodilution
du CLSI.

Format Microdilution en milieu Microdilution
liquide, volume final : 1Ml
Candida sp. Aspergillus sp.
Cryptococcus sp. Fusarium sp.
Rhisopus sp.

Sporothrix schenkii
Pseudallescheria boydii

Milieu RPMI 1640 + 0.165M MOP$¢ RPMI 1640 + 0.165M MOPS
(pH=7.0) (pH=7.0)
0.5 — 2.5 x 10organismes/mL 0,4 — 5 x 1@onidies/MI
Température 35°C 35°C
d’incubation
48h Candida sp.) 24hRhizopus
72h Cryptococcus 48h Aspergillus, Fusarium,
néoformany S.schenckii
72hP.boydii
Point final CMI - 0: amphotéricine B CMI - 0: amphotéricine B,
CMI - 2: azolés, itraconazole, voriconazole,
5fluorocytosine, caspofungini posaconazole, ravcuconazole
anidumafungine, micafungine CMI - 2 et MEC:

caspofungine,
anidumafungine, micafungin

(9]

CMI (mg/L) = Concentration Minimale Inhibitrice: [#s petite concentration
d’antifongique qui donne une réduction visible detoissance de I'inoculum/témoin.

» CMI - 0 : inhibition compléte de la croissance.

» CMI - 2 : inhibition de 50%/témoin.
CME (mg/L) = Concentration Minimale Efficace : Plpstite concentration d’antifongique

pour laquelle on observe des hyphes courtes, teapueompactes/témoin.

2- Standard européen : EuropeanCommitteeon Antimicobial Susceptibility Testing
(EUCAST) : Un test de dilution en bouillon pour tester la seitigé des levures normalisé
par le Comité Européen sur les Essais de Senéikilik Antifongiques (EUCAST),Sous-
Comité sur les Essais de Sensibilité aux Antifongs(AFST), est également disponible et

71

——
| —



initialement documentéen 1999. Le testest similaita méthode de dilution en bouillon du
CLSI, sauf que le milieu RPMI 1640 est supplémed& 2% de glucose, la densité
d'inoculum est de 1-5 x f@ellule/mL,et les résultats sont lus & 24h au dewd8h pour le
CLSI. Une évaluation multicentriqgue de la méthodel@UCASTa montré qu’elle donne
des résultats reproductibles [44] et des étudegpaoatives suggerent une bonne corrélation
(taux d'accord 92%) entre la méthode du CLSI deas 'EUCAST.

Des parametres optimaux pour les tests de sengidiAspergillus spux antifongiques ont
eégalement été proposés par EUCAST-AFST. Il s'agiamment de ['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 @¥fendant 48h, et une
lecture visuelle des CMI a CMI-0 [46]. Un taux cdtacd global de 92,5% a été atteint entre
la méthode d’EUCAST et la méthode du CLSI lors dégeai qui a englobé le posaconazole
et le voriconazole contr&spergillus

Expression des résultatsles résultats des 2 méthodes de référence en niitjeide
s’expriment par :

CMI (mg/L) = Concentration Minimale Inhibitrice : Plugpetite concentration
d’antifongique qui donne une réductionvisible deldaissance de I'inoculum/témoin.

CME (mg/L) = Concentration Minimale Efficace : Plustipe concentration d’antifongique
pour laquelle on observedes hyphes courtes, tragiuesmpactes/témoin.

CMF(mg/L) = Concentration Minimale Fongicide: Plus tipe concentration
d’antifongique qui tue-99,9% del’inoculum ou qui diminue de 3 log au mdmslensité de
I'inoculum/témoin.

Valeurs seuils d’interprétation :pour les 2 méthodes different d’'une espéce a kautr

a) Pour Candida sp

Les valeurs seuils d’interprétation po@andida selon les méthodes de référence sont

représentées dans le tableau suivant.
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Tableau 32 :Proposition de valeurs seuils pour les différentggories d€andidavis-a-

vis des antifongiques selon 'TEUCAST et le CLSI

Sensible Intermédiair Résistant Susceptibl SDD Résistan
e e t
Fluconazole <2 4 >4 <8 16 —32>4
Voriconazole <0,125 - >0,125 <1 2 >4
Caspofungine  NE NE NE <2* NE NE
Micafungine NE NE NE <2* NE NE
Anidulafungine NE NE NE <2* NE NE

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

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

Les données sont exprimées en mg/L.

b) Asperqillus fumigatus:

Il n'existe pas de valeurs seuils d’interprétatmprouvées par le CLSI ou 'TEUCAST pour
tester la sensibilité des filamenteux aux azoléaisMl existe des propositions de valeurs
seuils pour les différentes catégories (S, |, RAsgergillus fumigatusvis-a-vis des
antifongiques azolés actifs (tableau).

Tableau 33:Proposition de valeurs seuils pour les difféeremiggories (S, I, R)

d’Aspergillus fumigatusis-a-vis des antifongiques azolés actifs

Itraconazole <2 2 >2
Voriconazole <? 2 >2
Posaconazole <0,5 0,5 >2

c) Cas particulier de 'amphotéricine B :

Il n’existe pas de valeurs seuils d'interprétatimmprouvées par le CLSI ou 'EUCAST
concernant I'amphotéricine B [50,51].

Candida sp: CMI > 1mg/L=>» Résistant

Aspergillus sp: CMI > 1mg/L=>» Résistant




Méthodes colorimétriques (dérivées de la méthode dWNCCLS):Nous avons vu
précédemment que la détermination des CMI poumiéthodes de dilution demande une
appréciation visuelle du degré de croissance pppad a un témoin. Cette évaluation
nécessite de l'expérience. Afin de faciliter I'eeggion des résultats, des indicateurs
colorimétriques ou des colorants fluorescents peugge utilisés.
Plusieurs méthodes colorimétriques sont utiliséels fue Sensititre YeastOne. Des
méthodes non commercialisées sont égalementusligéelles qui utilisent les sels de
tétrazolium). Alamar blue ou d'autres indicateuododmeétriques peuvent étre ajoutésau
RPMI.En utilisant Alamar blue, le bleu indique K&mce de croissance, le violet indique
une inhibition partielle de la croissance, et lege indique la présence d’'une croissance.
Ces résultats peuvent également étre évalués patrephotométrie. Dans l'autre cas, ou
c’est les sels de tétrazolium qui sont utilisésclheangement de couleur reflete I'activité
métabolique et peut étre évaluée par spectrophdtaren mesurant la densité optique. Le
sel de tétrazolium jaune vire au violet quand ilrésluiten formazan.
Parmi ces méthodes colorimétriquescommercialiséestera:

a. Sensititre Yeast One®(Trek Diagnostic Systems)
Le systeme de sensibilité Sensititre est un prodiidiagnostién vitro destiné a tester la
sensibilité des levures non-exigeantes dobandida sp., Cryptococcussgt, les
champignons donAspergilllus spAinsi que diverses autres espéeces de levures ssarmge
rapide.
Principe : Le test de sensibilité des levures Sensititre easttest de microdilution
colorimétrique en milieu liquide. Il fournit dessidtats qualitatifs et quantitatifs de CMI
sous forme d'une plaque séche. Chaque plaque estedavec des antifongiques a des
dilutions appropriées, et avec un indicateur cohétrique (Alamar Blue). Les résultats
sont lus visuellement par I'observation de la caoricdion d’antifongique la plus basse
indiquant l'inhibition de la croissance mise endarnce par 'absence de changement de
couleur.
Antifongiques : Les antifongiques disponibles pour ce test soptésentés dans le tableau

suivant avec la fourchette de dilutions de chagu’u
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Tableau 34: Antifongiques a tester par le Sensititre YeaseOn

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 FE 0,125 - 256

D1-12 | ltraconazole |Z 0,008 - 16

E1-12 Kétoconazole KZ 0,008 - 16

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

G1-12 | Voriconazole VOR 0,008 - 16

H1-12 | Caspofungine CAS 0,008 - 16

Mode opératoire: Plusieurs colonies de levures bien isolées, de ¢¢usmm de diamétre,
sont prélevées d’'une culturepure de 24 heures atséfides dans I'eau stérile. La densité
est ensuite ajustée a 0,5 McFarland. 20 mL de $pension est transféré dans 11 ml de
milieu liquide d’'inoculum YeastOne pour obtenir imoculum d’une densité de 0,6 a 5 x
10° cellules souches/mL.

La plaque est ensuite inoculée par [l0€n suivant I'une ou l'autre de ces méthodes:

o Autolnoculator Sensititre : Remplacer le capuchon du tube par une téte de
dosageSensititre a usage unique, et inoculer lauplaselon le mode d’emploi
del’Autolnoculator.

o Pipette manuelle :Verser le milieu liquide dans une cuve d’ensemperarg stérile et
inoculer la plaque a I'aide d’'une pipette approgrié

Les plagques sont étuvées pendant 24 a 25 heurés@G dans une étuve a culturesans

COs.Cryptococcus spst incubé pendant 72 heurespergillus sgpendant 48 a 72h.

Lecture des résultats :Les plaques peuvent étre lues visuellement sogtalt@ge normal

du laboratoire a I'aide d’'un miroir de lecture prtant le dessous des cupules. La

croissance des levures dans les solutions d'amfifpres sera mise en évidence par le

virage de I'indicateur colorimétrique de croissadcebleu (négatif) au rouge (positif).
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SENSITITRE ® YeastOne [YO9]

Microbroth dilution MIC tesc

+wve control

i MIC ug/mi
Andul 0.015-8 ()

h 0.06
AL N0.125

Mica 0.008-8
Caspo 0.008-8 J|0.125
SFC 0.06-64 4
Posa 0.008-8 J10.125
Vori 0.008-8 a)jo.125
itra 0.015-16 )]0.25
Flu 0.125-256 B 32
Candida krusei =

AccuMed International Led [Durtec Diagnostics in Ausorailia]
Figure33 : Lecture des résultats du Sensititre YeastOne® deirde la couleur de

I'indicateur)
Les différents cas qu’on peut rencontrer sonstliés dans le tableau ci-dessous.
Tableau 35 :lllustration et interprétation des résultats destgeue I'on peutrencontrer

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

A R R R B B B Meodeéle de croissance typique ; le point de virage
dela CMI est a 8 pug/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 pg/ml.

D R R R B R R “Cupule sautée”. Le peint 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 répéte’

' Avec une technique soigneuse, ces événements sont rares.
Avantages : Selon les évaluations publiées, ce test présenteconcordance de plus de

85% avec les résultats obtenus avec la méthode AM2Za présence d'un indicateur
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d’oxydoréduction rend la lecture des CMI beaucolys @isée.
Inconvénients : Le systéme Sensititre Yeast One Colorimetric Amiifal Panel (procédé
BlueAlamar®) est disponible commercialement, mais’@st pas encore approuvé par la
FDA aux USA ni enregistré en France par 'AFSSAB&®Rs améliorations sont encore
nécessaires concernant la détection des résistanéamphotéricine B et la croissance des
isolats a développement lemtryptococcus neoformans

b. Fungitest®:
Principe : Cette technique permet d’étudier la croissance leesres in vitro en milieu
liqguide en présence de six antifongiques testésux cconcentrations différentes. Elle
dérive de la derniere recommandation du NCCLS. lieemde culture utilisé est RPMI
glucosé a 2% et tamponné. Il est additionné d’whceteur d’oxydoréduction qui traduit la
croissance des levures par virage de sa coulebteduau rose.
La microplaque contient 16 puits :
Deux puits réservés aux témoins négatifs.
Deux puits réservés aux témoins positifs.
Douze puits contenants les six antifongiques @i@x deux concentrations différentes sous
forme déshydratées.
Antifongiques: Les antifongiques utilisés sont :
Amphotéricine B 2 et 8 ug/ml, Fluconazole 8 et &mil, Itraconazole 0.5 et 4 pug/ml,
Kétoconazole 0.5 et 4 ug/ml, Miconazole 0.5 et 8nlg5-Fluorocytosine 2 et 32 pg/ml

Mode opératoire : Le mode opératoire du Fungitest est représenté lddigure suivante :
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Préparation de l'inoculum

et s — =
s
dix 24 h 48h Iml daau 1.9 mi d'eau
{rmiliou e s} disdillda sldrido
opacild 1 Mac Farland = 3 = 10° UFC/imi
204
Inoculation l
- = | Tdmdina postils
== & = o Pty el
.. 2 B | asmprstdnong B
100 plipuits. - | B9 85 8 | miconsrcis
.. 0.8 4 | ilooonaaoks
/ o9 05 4 | irsconamis
3 mi de millau == e =
'hnm . - Tarmosna négalife
(102
| microplague Fungiteat®

Incubation

(F48 h a 37°C || (H72 h a 30°C ||
{Crvnlocoaues)
Figure 34 : Mode opératoire du Fungitest

Lecture des résultats :

L'interprétation se fait en fonction de la couledes deux cupules pour chac
antifongique.

Bleu-Bleu :absence de croissan=» souche inhibée par I'antifongiqt

Rose-Rose : croissane® souche non inhibée par I'antifongiq

Rose-Bleu faible croissanc=» souche intermédiaire [58].

Lecture et interprétation

o : Souche de C. krusel n*4221 T P
.. 0 - = | Souche inhibda par ls S-Susnsylnsing
@0 |oo Interpritation - = | Bouche inhibdss par Fampholbricing B
.. 00 v——— + = | Souche intsrmécinine au miconazols
®® |0o % = | Souche intermdcinirs au kioconazole
.. DD + = | Soucha interddielr d Mreconnzols
L 1 N|=l=} &
®® |oo I I +  + | Souche non inhibée par ke Ruconnzole
®® |po - Témoins négatifs

Figure 35 :Lectture et interpitation des résultats du Fungi
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FUNGITEST®
Microbroth dilution breakpoint test: Candida krusei

+ve growth control

5Fc = | 4-32 ug/ml
AmB =S5 <2 ug/ml
Micon = | 1-8 ug/ml
Keto = 5 <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 36. Lecturedes résultats du Fungitest® en fonctiotadmuleur des cupules
Avantage:
Cette technique présente une bonne condition delatdisation et a une bonne corrélation
par rapport a la méthode de référence du NCCLS lesusouches trouvées sensibles.
Inconvénients :
Le Fungitest a une faible capacité de détecterstmsches résistantes. Par rapport a la
méthode de référence du NCCLS, une proportion itamée deC.glabrata trouvée
intermédiaire ou résistante par cette techniqueeBeuve sensible par le Fungitest. Aussi,
les valeurs des CMI sont différentes de celles @CNS.L’autre limite de cette technique

est qu’elle ne peut doser que deux valeurs d’amgifgues.

V.2.2 Méthode par diffusion :

Méthode de diffusion des disques du CLSI Apres le succes du développement de
méthodes standardisées de dilution en bouillon ester la sensibilité aux antifongiques des
champignons, I'étape suivante pour le CLSI étaitsaeplifier cette approche et la rendre

plus attrayante pour les essais de petits volubreesliffusion en disque est depuis longtemps
une technique populaire et simple pour testeriaibdité et cette méthodologie a été adaptée
par le CLSI aux antifongiques. Ainsi, sur la ba&suties du fluconazole et du voriconazole

contreC.albicans une méthode normalisée de la susceptibilité elesrés, particulierement
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Candida aux antifongiques (fluconazole et voriconazola) ka diffusion des disques (M44-
A)est disponible. Elle est utilisée pour les étudesurveillance antifongique.
Cette méthode utilise les regles de base, a sawoimilieuagar de Mueller-Hinton complété
par du glucose a 2% et 0,5ug/mLde bleu de méthypHe7,2-7,4 atempérature ambiante
apres gélification). Bien que I'ajout du glucoseruisse une croissance favorable, I'addition
du bleu de méthyléne améliore la définition dest@ors de la zone d’inhibition. La densité
de l'inoculum doit étre ajustéepar une solutionnsad 0,5 McFarland visuellement ou par
spectrophotométrie & 530 nm, pour avoir une comatan finale de 1-5 x Taellules/ ml.
Les résultats se lisent & 80% de la croissancesdpoibation des plaques pendant 24h a
35°C. La période d'incubation peut étre prolongéel8h pour les isolats qui ne se
développent pas suffisamment a 24h. Pour lintegign des résultats, elle se fait en
fonction des diameétres d’inhibition.

Tableau 36 Critéres d’interprétation de la méthode de diffagpour le fluconazole et le

voriconazole contr€andida

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

Les résultats quantitatifs (CMI en mg/L) sont legpkouvent interprétés par les laboratoires
en termes de possibilité thérapeutique. La conatiort des diamétres d’inhibition aux CMI
permet donc aux laboratoires de donner les résulatis la forme de souche sensible,
sensible dose dépendante ou résistante a un agitjten

Une souche sensiblest une souche pour laquelle la probabilité deésithérapeutique est
forte.

Une souche de sensibilité intermédiaireest une souche pour laquelle le succés
thérapeutique est imprévisible. Ces souches formergnsemble hétérogéne pour lequel les
résultats obtenus in vitro ne sont pas predictiftsn dsucces thérapeutique. En effet, ces
souches :Peuvent présenter un mecanisme de régisdant I'expression in vitro est faible,
avec pour conséquence leur classement dans laocatégnsible. Cependant, in vivo, une
partie de ces souches apparait résistante auntegite

Peuvent présenter un mécanisme de résistance 'daptession n'est pas suffisante pour
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justifier un classement dans la catégorie résistantis suffisamment faible pour espérer un
effet thérapeutique dans certaines conditions €fortoncentrations locales ou posologies
accrues).

La catégorie intermédiaire est aussi une zone tampg tient compte des incertitudes
techniques et biologiques.

Une souche résistanteest une souche pour laquelle il existe une fortébabilité d'échec
thérapeutique quels que soient le type de traitéeida dose d'antibiotique utilisée.

Méme si elle n'est pas encore normalisée et/ourdentée, la méthode de diffusion estsous
enquéte pour d'autres drogues: tels que le posagienesCandida [65,66]; caspofungine vs
Candidg amphotéricine B, la flucytosine, et azolés; céspgine et micafungine vs
Aspergilluset Fusarium posaconazole vaspergillus, Rhizopus, Mucor, Scedosporiatn
Fusarium posaconazole, voriconazole , itraconazole, |'avtgaiicine B, et la caspofungine
vs Absidia, Aspergillus, Alternaria, Bipolaris, Fusam, Mucor, Paecilomyces, Rhizopus, et
Scedosporiumitraconazole, terbinafine, voriconazole, et rauazole vMicrosporum et
Trichophyton et terbinafine et naftifine vlicrosporum, Epidermophyton, et Trichophyton
Les résultats de ces études, en général, suggaretegré acceptable de corrélation entre la
diffusion des disques et les dosages de la métthediution de référence du CLSI.
Cependant, la méthode de référence de diffusiordidgsies peut parfois donner des résultats
qui different de ceux obtenus par la méthodeddidiuen bouillon. Certains isolats qui sont
sensibles au fluconazole peuvent étre classés comsigants par le test de diffusion des
disques. De plus, ce test peut ne pas différeremrisolats résistants au fluconazole de
ceuxsensibles dose dépendant. Plus important enamdains isolats résistants au
fluconazole peuvent étre classés comme sensiblespéest de diffusion des disques. La
méthode de référence de dilution en bouillon réstgold standard pour la catégorisation
correcte de la sensibilité, en particulier lorsdéeude de résistance aux antifongiques est

effectuée a des fins de routine et pour guideraiégetment antifongique.
Méthode de diffusion des comprimés Néo-sensitab$:1l s’agit d’un test de

diffusion qui utilise des comprimés d’antifongiquemnmercialisés au lieu des disques. Cette

méthode a été étudiée en comparaison avec le &estfdrence de diffusion du CLSI.
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Jusqu'ici, elle a donné des taux acceptables d'd@ec la méthode de diffusion des disques
de référence et les méthodes de dilution en bayidans des essais sur le fluconazole, le
voriconazole, I'itraconazole, et la caspofunginatceCandida ou C.neoformans

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

Des études récentes ont utilisé I'agar Mueller étinadditionné de 2% de glucose et de
0,5ug/mL de bleu de méthylene comme milieu et ateler de plaques Biomic qui permet
une lecture électronique et une interprétationldezones d’inhibition [79].

Antifongiques :La liste des agents antifongiques disponibles deleuier janvier 2009 pour

la technique de Neo-Sensitabs est représentédaltaisdeau ci-dessoy80]:

Tableau 37 :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 onl

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

A partir d’'une culture fraiche de 24h, quelguesooads sont prélevées pour préparer une
suspension de levures. La densité de I'inoculunpgme doit étre de 0,5 McFarland. Avec un
ecouvillon stérile, la boite contenant le milieuagie Mueller-Hinton complété par du
glucose a 2% et 0,5ug/m1 de bleu de méthyleneéti@tensemencée sur toute la surface. Les
boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24-d8rek pour Candida Pour
Cryptococcukincubation se fait a 30°C pendant 42-48 heultéise durée d’incubation plus
longue peut entrainer une fausse résistance clastienidazolés. Les boites doivent toujours
étre examinées apres une incubation d'une nuitles ones d'inhibition sont visibles, elles
doivent étre mesurées. Si la croissance n'est pesre visible, les plagues peuvent étre
remises en incubation pendant 24 heures de plus.

Lecture des résultats:

Pour les polyénes (amphotéricine B, nystatine) daezclaire sans croissance visible est
mesurée. Les colonies a l'intérieur de la zonditiiion doivent étre considérées comme des
mutants résistants.

Pour les azolés, caspofungine et terbinafidandidg, les zones doivent étre mesurées a la
hauteur de colonies detaille normale. Il ya souvem¢ zone de croissance des colonies
partiellement inhibées (plus petites) a la limieeld zone réelle. llsne doivent étre considérés
comme des mutants résistants.

Pour la fluorocytosine, elle ne peut pas étre test&ec le milieu Muller Hinton
(glucose+bleu de méthyléne) en raison de la préselentagonistes dans le milieu. Les
milieux utilisés doivent étre sans antagonistesgied le milieu gélosé Shadomy. Sur ce
milieu, généralement les grandes colonies indiMideadans la zone sont considérées comme
des mutants résistants.

Interprétation des résultats]:

* Selon les valeurs seuils du CL&brs de I'utilisation de la procédure recommandael@

CLSI pour le test de diffusion (gélose MH + 2% decgse + 0,5 pg/mL bleu de méthyléne
etinoculum de 0,5 McF) [60,62, 63, 81-86]. L'intefation sera comme suit:
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MH Glucese Methylene Blue Agar
Inoculum McFarland 0.5 undiluted
MIC breakpoints according to CLSI (M44-A)

Zone diameter Break-points
in mm MIC pg/ml

MEOQO-SENSITABS POTENCY CODE 5 I R 5 R
Amphotericin B 10 pg AMPHO =15 14-10 =< 10 <1 =2
Caspofungin S ug CASPs > 15 14-12 <11 =2 =2
Fluconazole * 25 pg FLUCZ =19 18-15 (DD} < 14 <8 = 64
Itraconazole (50) 8 ng ITRAC =23 22-14DDy = 13 =012 =1
Ketoconazole 15 ng KETOC =28 27-21 < 20 =12 =05
Posaconazole (52) 5 pg POSAC 217 16-14 <13 =1 = 4
Vonconazole 1 pg VOR.1 > 17 16-14 =13 =1 =4

* . kruser should always be reported as resistant to fluconazole (no marter the zone size).

Selon les valeurs seuils de 'EUCA¢:EUCAST travaille sur I'narmonisation d

valeurs seuilscependant, il n‘existe aucun accord avecwaleurs seuils diICLSI. Dans les
etudescomparant les méthodeles erreurd'interprétation des catégories vent étre dues

aux différences darlses valeurs seuils des CI(87,88).

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 | R S R
Amphotericin B 10 pg AMPHO > 18 17-13 <12 <0.25 >2
Fluconazole * 25 pg FLUCZ =28 27-23 <22 <2 =4
Itraconazole (50) 8 nug ITRAC =23 22-14 <13 <0.12 =1
Ketoconazole 15 png KETOC =30 29-23 <22 <0.12 =
Posaconazole (52) 5 png POSAC > 22 21-16 <15 <0.25 =2
Voriconazole 1pg 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.
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Avantages:

Le Néo-Sensitabs est une méthode facile a mettpame et a un potentiel pour le dépistage
d’'un grand nombre de souches résistantes.

Inconvénients :

Il existe une mauvaise corrélation entre les diaesétle la zone d’inhibition et la CMI, aussi
ces diameétres ne permettent pas de différenciee entiche sensible et souche sensible dose
dépendante. C’est la raison pour laquelle les sesicésistantes doivent étre confirmées en

utilisant une méthodologie appropriée de la CLSI.

V.2.3 Méthode par dilution-affusion :

Il s'agit de la méthode de I'E-t&st

Principe :
L’E-test est une technique quantitative pour laed@ination sur milieu gélosé de
la concentration minimale inhibitrice des agentdifangiques vis-a-vis des
champignons et pour la détection des mécanismeégilgtance. Elle est basée sur
l'utilisation de bandelettes imprégnées d'un gradiexponentiel prédéfini de
l'antifongique a étudier sur une face et une éehed lecture sur une autre face.
Lorsqu’une bandelette E-test est appliquée suuitase d’'une gélose ensemenceée,
le gradient exponentiel préformé de l'agent antjigone est immeédiatement
transféré dans la matrice de l'agar. Le gradientcdacentration, continu et
prédéfini, établi le long de la bandelette restdbk& pendant une longue période de
temps. Apres une période d’incubation, d’'une nuitptus, une ellipse d’inhibition

symétrique centrée le long de la bandelette estder
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Figure 37 : différentes étapes du mode opératoire -Test.
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Tableau 38 :Détermination de la sensibilité par la méthode Etes

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

e
] & ', £ -.:‘ ( .‘:‘ . : “- 4 ‘ 3 ¥ - :;;;‘ ‘l-‘.llf';‘ s ;r i = ,_‘ ;. 2 it ‘.-Fq L _i-"
C albicans - Inhibition nette, Candida spp. - Ellipse fine effet ~ C albicans - lgnorer levolle de — C parapsilosss - Effet de traine avec — Candida spp. - Tenir compte des
CMI=0,047 mg/L detraine avec microcolonies, microcolonies, lire & 800 microcolonies, CMI= 0,25 mg/L macrocolonies dans eflipse,
CMI=0,125 mglL d'inhibition, CMi= 0,19 mg/L (potentiel hétéro-ésistance),
CMi=1 mglL

Figure 37 : Fiche de lecture des résultats de I'Etest pouakdés. [bioMérieux, Fiche de
lecture]

Avantage:

La méthode est standardisée et des souches déleogtralité sont définies.

Des études récentes montrent une bonne corrélatien la microméthode du NCCLS. Une
tres bonne concordance96%) avec la méthode de référence (NCCLS) a éténalet pour
Candida spt pour les filamenteux. L’avantage particulierl@etest est celui de permettre
la détection d’isolats résistants a I'amphotéridheencontrés notamment ch€zusitaniae
[92] et chez des especeAdpergillusnonfumigatus[93].

Inconvénients :
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La principale difficulté repose sur certaines diffités de lecture, surtout pour les azolés, en
raison de la présence possible de micro ou maavad dans I'ellipse d'inhibition. Il s’agit

d’'un phénomeéne de traine qui est observé chez4®¥@ades souches de levures [37].

V.2.4 La technologie Vitek®:

Les méthodes traditionnelles de test de sensib#ité& antifongiques sont lentes et
requierent beaucoup de travail. De nouvelles mé&bod I'intention des laboratoires
cliniques sont maintenant disponibles [94]. Gréace la technologie Vitek2,

I'antifongigramme est automatisé, standardisé pidea Avec la technologie Vitek2, les

résultats sont disponibles en 13 heures seuler@éht |

Figure 38: Systeme automatisé Vitek2 [bioMérieux]
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Principe :[38]

Cette technique permet de déterminer la sensibiti@andideet deCryptococcus
neoformansaux antifongiques en milieu semi-liquide.

La carte Vitek comprend 64 cupules réactionnellemgrenant quatre antifongiques a
guatre concentrations différentes.

La lecture s’effectue a 660 nm. L’analyse du taexcdoissance est effectuée toutes les 15
minutes en cinétique. Puis, pour chaque antiforgigum algorithme spécifique convertit les
valeurs brutes (RTU) en CMI calculée. Pour calcuks CMI, 'automate controle le
remplissage des cupules, puis vérifie les valeutdeB. Ensuite, il détermine la durée
d’incubation de la carte. Dans la cupule contréledvalue la vitesse de croissance du
germe. La lecture s’arrétera si la croissance dans les puits est suffisante. Celle-ci sera
considérée comme la plus haute pouvant étre megundecet antifongique.Pour finir, les
résultats de CMI sont interprétés en S-I-R en fiemctdes concentrations critiques
spécifiques des différents comités.

Avantages [38]

L’antifongigramme automatisé présente plusieursntages : Sa préparation est simple et
rapide. Le code barre individuel permet une rec@msaamce du type de carte, une
tracabilité, et un rejet d’'une carte périmée parsysteme automatiquement. Les temps
d’incubation prescrits sont plus ou moins corrguisir toutes les especes @andidainsi
que pour leCryptococcus neoformande contenu du kit est de 20 cartes et la date de
péremption est de 14 mois, ce qui rend la méthadptée a la consommation en routine.
De plus, grace a I'automatisation, les résultatdetitification s’obtiennent dans la journée
et contribuent ainsi a une meilleure prise en chaltgs patients, puisque les résultats sont
rapidement disponibles. C’est une méthode stansi@edet automatisée qui présente une
reproductibilité excellente.

Inconvénients :[38]

L’inconvénient majeur de I'antifongigramme autonsatireste le prix élevé. On remarque

aussi le manque d’itraconazole par rapport auxrgealisponibles.
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V.3. Etude de sensibilité des antifongiques

V.3.1 Selon I'espéce

Candida albicans

Le Candida albicansprésente une sensibilité élevée vis-a-vis du ké&azole et le
clotrimazole car 84,2% des isolats @ealbicans sont sensibles au kétoconazole et le
clotrimazole, par contre des fréquences élevéesédistance sont notées vis-a-vis du 5-
flucytosine (57,9% de R), et le fluconazole (42,d&0R). Ces résultats notés chekndida
albicanssont les mémes retrouvés dans d’autres étudesmdiguent 'émergence de souches

deCandida albicansésistantes aux fluconazole et la 5-flucytosine.
Candida glabrata

Les isolats deCandida glabratamontrent des fréquences de sensibilité élevées [@u

kétoconazole, la 5-flucytosine, I'éconazole, |eroazole. En paralléle ces tests ont confirme,
les observations de plusieurs étyd@mergence de résistance pour le fluconazole et le
voriconazole de l'ordre de 60%. Ces résultats gejnt les données tunisiennes sur
I'importance de cette espéce dans les flores famgigsolées dans les services de réanimation

ainsi que I'émergence de cette résistance impartant
Candida tropicalis

Les souches deCandida tropicalis testées témoignent, inversement &ualbicans et
C.glabrata,d’une sensibilité modérée vis-a-vis du clotrimaz@eonazole, 5-flucytosine et du
miconazolede l'ordre de 40%. Le kétoconazole appamnme I'agent antifongique le plus
efficace sur leCandida tropicalis.Les résultats les plus surprenants sont ceux nuieés le
fluconazole et le voriconazole avec une fréqueneecé de résistance qui a atteint 80%. Ces
résultats suggerent I'émergence de résistance theZandida tropicalis comme celle

remarquée chez lgandida glabrata.

Candida krusei
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Cette étude démontre que l@andida kruseiest I'espece la plus sensible a tous les
antifongiques, mais avec la meilleure efficacitédénochez le kétoconazole, fluconazole et le

clotrimazole.

Les résultats de la sensibilité @andida parapsilosiet Candida dubliniensisie sont pas
discutés car le nombre de souche de ces deux sspsiceestreint (1 seul isolat pour chaque

espece)

V.3.2 Selon l'antifongique

Sensibilité au fluconazole

Les tests de sensibilité des 52 souches testég@swisdu fluconazole, montre une efficacité
modeérée sur les souches isolées car plus de léérded isolats sont résistantes au fluconazole
(59,62%) contre 38,46% sensibles et 1,9% sontlsessselon la dose. Ces résultats montrent
une augmentation importante du nombre des souébistantes au fluconazole, d’autres études
ont montrées aussi une baisse de la sensibilité [odluconazole qui est expliqué par
I'utilisation accru du fluconazole étant le tramtent de premiere attention dans les
candidémies. Mais ces résultats ne sont pas la,reéhutres travaux ont montrés des
fréquences de sensibilité importante pour le flazmte pouvant arriver a 76%ou méme95,8%
de souches sensibles dans une étude plus ancieeméera Taiwan entre 1996 et 1999.Une
étude réalisée par la méme équipe en 2002 a montpburcentage de souches sensibles au
fluconazole égale a 93,5%.En revanche, dautnededtdémontrent que le fluconazole montre
toujours une bonne activité sur les espéceSaedidasauf leC. kruseiqu’est résistant au

fluconazole de fagon intrinseque
Sensibilité au voriconazole :

Les résultats de la sensibilité vis-a-vis du vanazole ne different pas beaucoup des résultats
du fluconazole mais avec deux différences dontriemgere est I'absence de la catégorie
sensible dose dépendant (SDD) dans la sensibilit&’agiconazole, la deuxieme étant la
fréequence des souches sensibles au voriconazolpeunplus élevée par rapport a celle

retrouvée chez le fluconazole. La fréquence deghmsusensibles au voriconazole est de
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53,8%. Cette étude montre une convergence avetrebaétudes, que le voriconazole est plus
actif sur les levure€andida que le fluconazole. Mais une augmentation inquoiétade la
fréquence des souches résistantes au voriconatadservee, qui est passé de 2,6% en 2001 a
3,5 en 2003 a 11% en 2011 Notre étude montre wrudnce de résistance de l'ordre de
46,2%.

Cette observation confirme I'émergence de la réisc# au voriconazole causée par
I'instauration du voriconazole en traitement iditthez les patients instables présentant une
candidose invasive, notamment en cas d'une exposiitérieure aux dérivés azolés ce qui

favorise I'apparition de souches résistantes.
Sensibilité au kétoconazole

Le kétoconazole a montré une activité intéresssauntées souches testées avec un pourcentage

de sensibilité égale a 73,1%, 21,2% de souchestaases et 5,8% de souches intermédiaires.

Le kétoconazole apparait comme l'antifongique lesptfficace sur les souches @andida
testées dans cette étude avec un taux de seisthilidépasse largement celui du voriconazole

considéré comme le plus actif de tous les antifpunes.
Sensibilité au miconazole :

La sensibilité au miconazole est caractérisée pgpourcentage de sensibilité moyen de 'ordre
de 59,6%, une résistance égale a 23,1% et uneeféquélevée de souches intermédiaires

représentées par 17,3%.
Sensibilité a la 5-flucytosine :

La 5-flucytosine hormis son appartenance a uneeldsgférente que les azolés, les résultats de
la sensibilité sont comparable a ceux retrouvées [@fluconazole, avec un pourcentage de
sensibilité de 48,1%. Nous signalons que cette cntéén’est jamais utilisée en monothérapie a
cause de sa toxicité hématologique. D’autres étddaesontrent aussi que la 5-FC montre des
limites pour son utilisation dans le traitement dasdidoses a cause de leur taux élevé de

résistance
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Sensibilité a I'’éconazole :

L’évaluation de la sensibilité a I'éconazole a préé une activité importante de I'éconazole
traduit par un pourcentage de 63,5% de sensibilB&% de souches résistantes et 17,3% de
souches intermédiaires. Les résultats de cettee gtwklent efficacité de I'éconazole avec une

stabilisation du taux de résistance vis-a-vis dengfongique.
Sensibilité au clotrimazole :

Le clotrimazole montre aussi une activité imporanbntre les levure€andida avec une
sensibilité de I'ordre 69,2%, le pourcentage deéstast est de 21,2%, alors que les souches

intermédiaires représentent 9,6%.

L’étude de la sensibilité des souches isolées wis-ades sept molécules d’antifongiques
disponible, prouve que le kétoconazole est le pftisace sur les levures du gerCandida
avec une sensibilit¢ de 73,1%, suivie du clotrin@zavec une sensibilité de 69,2%, en
troisieme classe vient I'éconazole par 63,5% delsesi sensible. En revanche les fréquences
de résistance les plus élevées appartiennent awonfzole et le voriconazole avec
respectivement 50% et 46,2%. Cette sensibilité mapte au kétoconazole est expliquée par
le fait que c’est une molécule qui n'est pas contiaéisée au Maroc et donc n'a pas encore

subie de pression de sélection.
V.4 Resistance

V.4.1 Mécanismes de résistance :

V.4.1.1 Définition de la résistance :

La résistance antifongique peut étre définie comealiminution de la sensibilité a un
antifongique, mesurém vitro par des méthodes appropriées et standardiséesrisibitité
d’'un champignon est estimée le plus souvent pamésure de la CMI vis-a-vis d'un
antifongiqgue donnée. Cette CMI correspond a uneaunation d’antifongique inhibant la
croissance de la grande majorité d’'un groupe diisotle la méme espece. La Ght la
CMlgyo correspondent a l'inhibition respectivement de 56800% d'un groupe d’isolats de
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méme ou différentes espéces a une concentrationifdizgique donnée.Cependant, une CMI
ne peut étre considérée comme une valeur absolédicfive de succes ou d'échec
thérapeutique. En effet, la mesurevitro d'une CMI est tributaire de nombreux éléments
(température, pH...). La définition des résistancasdes valeurs seuils (breakpoints) requiert

un consensus et une collaboration effective poaratandardisation, ce que réalise le NCCLS.

V.4.1.2 Types de résistances :

Tout comme chez les bactéries, il existe deux tygpesésistances chez les levures : les
résistances naturelles et les résistances acq@issgesistances acquises surviennent rarement,
mais principalement apres I'exposition a un antiiqgne, et peuvent correspondre a un état
d’adaptation transitoire ou définitif.
La résistance naturelle ou innée caractérise toutes les souches d’'une méme espeden
méme genre et peut étre due a une absence de traticerde I'antifongique dans la cellule ou
a une faible affinité de I'antibiotique pour saleib
La structure de leur paroi rend les especes dueg€andida naturellement résistantes
autolnaftate par absence d’entrée de I'antibiotidges la cellule.
C'est également un mécanisme dimperméabilité gsi enpliqué dans la résistance
naturelledes myceétes, a I'exception des dermateghya la griséofulvine : il y a en effet
absence d’'unsysteme de transport énergie dépeteldiantifongique.
La résistance naturelle (de faible niveau) @andida kruseiau fluconazole s’explique
parl’existence, chez cette espéce, d’'une pompdiukepour laquelle le fluconazole est un
bonsubstrat, I'efflux étant supérieur a celui obéarhezCandida albicans de plus la cible de
Candida krusea une affinité plus faible pour le fluconazole. majloi decet antifongique peut
entrainer le remplacement de I'espece endogenebkernSandidaalbicans par une espéce
résistante du méme genre. Ce phénoméne est pargcoentobservé chez les individus
immunodéprimes.
ChezCryptococcus neoformansne résistance hétérogene au fluconazole estedécr

la majeure partie des cellules d’'une populationt s@msibles et une souspopulation est

résistante .
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Nombre d'isolats

la population résistante peut s'adapter a des cdrat®ns fortes defluconazole. C’est ce

phénomeéne réversible qui se produit en présenceicdetizole, donc au cours d'un

traitement.

Les cellules sensibles ne peuvent pas étre pwifigeartir de la souchehétérorésistante.

Le mécanisme de cette résistance n’est pas connu.

Résistance innée

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

Champignon C
avec résistance innée pig

avec résistance innée

L “moysnne” plus-é!evée A CMI “moyenne” Distribution de CMI bimodale
CMI “moyenne” qu'une autre espece
8
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Concentration d'antifongique

Figure 39 : Résistance innée ch€&zkruseiau fluconazole et.albicansa la 5FC

Larésistance acquise fait suite a une modification génétique, Unectmude mycete devient
résistante lorsque, appartenant a une espece lf@nest sensible a un antifongique, elle est
apte a tolérer des concentrations de cet antifolgigettement plus élevées que celles qui
inhibent la croissande vitro de la majorité des souches dites sensibles der@mnépéce.

La résistance acquise, au sens microbiologiquérasklit par une augmentation des CMI.
Ausens clinique, la résistance acquise se défininmoe un échec thérapeutique lors
d’untraitement dans les conditions usuelles (déssuence, voie d’administration...). Les
deuxdéfinitions ne sont pas obligatoirement supsbles : une faible augmentation des CMI
n'entraine pas obligatoirement la catégorisatiomiqie de la souche comme résistante.
Unéchec thérapeutique peut avoir d’autres causes I'qequisition d’'un mécanisme de
résistancepar la souche responsable de la mycdaetivité uniquement fongistatique de
I'antibiotiquepeut en étre la cause mais c’estté&us immunitaire de I'hote qui joue un role

prépondérantdans I'évolution de la maladie sougetreent. Le site infectieux (organes «
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séquestrés »comme le cerveau ou I'ceil), la présdrateces, I'observance du traitement,
souvent delongue durée, interviennent aussi.

La résistance acquise doit étre distinguée de Hstedice adaptative qui est liece a
desmodifications physiologiques transitoires du ébyc Suite a un premier contact
avecl'antifongique, la CMI augmente puis elle dioeren I'absence de I'antibiotique.
L’augmentation de I'expression de la pompe d'effAfu MDR4 en présence de voriconazole
a été démontrée.

Le phénomene d’Eagle ou effet paradoxal, c’esr@ithptitude de levures et de moisissuresa
croitre en présence de concentrations d’échinonasdiupérieures aux CMI, correspond aune
résistance adaptative. Ch€andida albicansl’expression de certains genes est modifiéeen
présence de caspofungine. Le phénomene d’Eagtaciétichez

Candida spp par des maodifications morphologiques (absenae fdamentation,
septesanormaux, etc...), la disparition de la coudbe-1,3 glucane de la paroi et
I'accumulation de chitine.

Les cellules de mycetes participant a des biofilndes communautés de micro-
organismesadhérents entre eux et a un support @nela exogene (prothese, cathéter...) et
produisantune matrice extracellulaire de polymésest plus résistantes que les cellules
planctoniques.

Pour difféerentes especes @andidaet pourAspergillus fumigatusles CMI de voriconazole,
d’échinocandine et d’amphotéricine B pour des ¢etlplanctoniques sont inférieures aux CMI
pour des cellules issues de biofilms.

Au cours de leur croissance, les champignons fiweux et dimorphiques présentent
desmorphotypes différents, correspondant chacum stade de leur développement. Il a était
mis en évidence que les conidieAspergillus fumigatugformes cellulairesutilisées pour
évaluer l'activité in vitro d’'un antifongique) sont plus sensibles au voricolest a la
caspofungine que les structures filamenteuses erliitiaires, ce qui peut expliquer laplus ou
moins grande efficacité des traitements ; 'ampticitée B présente I'avantage deconserver

son activité sur les différents morphotypes.
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Résistance acquise

Ex. - Résistance au fluconazole chez C. albicans

4\ CMI “moyenne”
— = "Shift” de CMI

pour une méme

espece

Nombre d'isolats

Concentration d'antifongique

Figure 40 : Résistance acquise ch@zalbicansau fluconazole [25].

Les mutations peuvent concerner un gene de stgyjatodant pour la cible de I'antifongique,
ou un geéene régulateur, par exemple les genes tamtrbexpression des pompes d'efflux
(niveau de transcription modifié par mutation d’wégion promotrice ou par mutation d’'un
gene codant pour un facteur de transcription). graentation des CMI se fait souvent
paréchelons par accumulation de mutations dan®ne gceci est aussi observé par I'addition
séquentielle de différents mécanismes de résistance

Les champignons étant diploides, la résistanag p&tre observée que lors de la perte
del’hétérozygotie. Ceci est décrit po@andida albicansou Candida tropicaliset la 5-
flucytosine et pou€Candida albican®t les échinocandines.
La résistance peut aussi résulter de [I'amplificatiale genes. ChezCandida
glabratal’amplification d’ERG11 elle-méme due a la duplication du chromosome b qu
contient cegéne, est a l'origine de la résistanciuaonazole.
Un haut niveau de résistance a la terbinafine aobs&rvé chedAspergillus fumigatusors
del’augmentation du nombre de copies du géne cogant la squaléne époxidase. La
résistance aux polyénes pourrait aussi étre dueeaaliération dunombre de chromosomes,
comme chez la souche productrice de I'amphotériBine
Enfin, la résistance peut faire suite a des phénesde recombinaison lors de la mitose.
Coste a décrit la séquence des événements géawtibez les souches @andida albicans
résistantes aux azolés :

étape 1 : mutations daBRG11(codant pour la cible) &AC1
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(Transcriptional Activator of CDR gene) (Codant pom activateurtranscriptionnel des génes
CDR1/2
étape 2 : perte de I'hétérozygotie p&RG11let TAC1par difféerentsmécanismes incluant
perte chromosomique et duplication, recombinaistotigue mettant en jeu le bras gauche
du chromosome 5, et polAC luniguement conversion génique ou mutation du dewxie
allele
étape 3 : acquisition d’'un iso chromosome.
Les souches mutantes peuvent présenter un moinfitreess » et étre contre-sélectionnées en
I'absence de I'antibiotique. Ce serait le cas pesrsouches d€andida albicangésistantes
aux azolés par mutationERG3(Sanglard, 2003), ou pour des souche£dadida glabrata
résistantes au fluconazole de phénotype HFAR (Higlguence Azole Resistance =380104)
qui n'ont pas d’ADN mitochondrial et qum vitro donnent naissance a des colonies de petite

taille.

V.4.1.3 Causes des résistances aux antifongiques:

Les causes d’apparition des résistances aux agiifoes sont multiples, a savoir, I'utilisation
abusive des traitements antifongiques disponiblais mgalement 'augmentation de I'effectif
des patients immunodéprimés dans différents sexviCeutefois, il faut faire la distinction
entre la résistanda vitro d’'une espece a un antifongique, et échec thérngpeutlinique d’un
traitement antifongique. En effet, la résistanceaatifongiqgue de I'espéce est un élément
propre au microorganisme qui est du aux altératggrgtiques. Tandis que I'échec clinique
inclut de nombreux parametres liés :

Au champignon responsable : son genre et especgrusance, son niveau de résistance

intrinseque ou acquise.

A l'antifongique utilisé: son choix, les posologieprescrites, ses propriétés

pharmacocinétiques et ses interactions médicamszgqotentielles.

A I'héte : son statut immunitaire, le site et lavé&gté de linfection, la pathologie sous

jacente et la présence ou non d’'un cathéter [25,96]
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V.4.2 Mécanismes moléculaires de la résistance aamtifongiques

L’antifongique doit pénétrer dans la cellule fongeq intacte et se fixer sur sa cible
pourperturber le fonctionnement cellulaire et pamwvea un effet fongistatigue. Deux
mécanismesmoléculaires de résistance aux antifoegigont décrits chez leschampignons:
la modification ou la surexpression de la cible
la surexpression de pompes membranaires d’efflexque diminuel’accumulation dans la

cellule de l'antifongique

1-Défaut d’entrée

o
O o

Q

3-modification de cible \ o

e O mmp O 2-Surexpression

— - Des pompes
5-Inactivation de la molécule d’efflux
o O
O
O

4. Surexpression de la cible

< Molécule antifongique active
O Cible de I'antifongique
Q Cible altérée / modifiee

»  Molécule antifongique inactivée

—H> Pompe d’efflux

Figure 41: Schématisation des potentiels mécanismes moléeslaide résistance

deschampignons aux antifongiques. Les mécanismgsasrsont ceux décrits
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a. Mécanismes de résistance aux polyénes
La résistance a I'amphotéricine B est un phénomaredécrit cheZandidaetCryptococcus
Son mécanisme n’est pas connu. La résistance egstult’une diminution dela capacité de
'amphotéricine B a se fixer sur l'ergostérol deemibranes plasmatiques suitea : une
diminution de la teneur de la membrane plasmata&uergostérol et/ou auremplacement des
stérols permettant la fixation des polyénes pawutds stérols pour lesquelsl’affinité est
moindre. Ces modifications pourraient étre secoardai des mutations dans lesgénes codant

pour des enzymes impliquées dans la synthesergestérol.

b. Mécanismes de résistance aux dérivés azolés
Deux principaux mécanismes de résistance aux agolésdécrits : la surexpression depompes
d’efflux multi drogues et des modifications de ible.

* Diminution de la concentration intracellulaire
De trées nombreuses pompes d’efflux, permettanplitsion rapide de plusieurs toxiques,sont
décrites chez les champignons microscopiques. Ciatipliquées dans la résistance aux azolés
appartiennent a deux familles, la famille des tpanteurs ABC (ATP Binding
Cassettes) et la famille des transporteurs MFS dMafacilitator Superfamily).
CheZAspergillus fumigatusil y aurait 279 et 49 transporteurs appartenaspectivement
auxfamilles MFS et ABC.
La résistance aux azolés par efflux est décritacgralement chez le€andida (Candida
albicans Candida glabrata Candida dubliniensis Candida tropicali}. Elle est due a
lasurexpression du geneéDR1 (Candida Drug Resistance) codant pour une pompe de la
famille
ABC ou du gendMDR1 (Multi Drug Resistance), codant pour une pompeadarhille des
MFS. Le mécanisme de surexpression n'est pas cqmécisément : l'augmentation de
laconcentration en ARNm pourrait étre due, entrgeau a une amplification génique ou a
desmutations de la région promotrice du géne cesartutations des facteurs de transcription
Suivant la spécificité des substrats transportasyélsistance est croisée ou pas. Ainsi,
lasurexpression d€DR1 est responsable d’'une résistance aux azolés ettérbmafine et

celledeMDR1, d'une résistance isolée au fluconazole. L'effatagoniste de I'albendazole ou
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dela sulfadiazine sur des azolés (kétoconazolesofilazole, itraconazole) cheZandida
albicansserait dd a I'augmentation de I'expression de Qui(du de Cdr 2p) en présence de
cessubstances qui sont des substrats et des indudiecette pompe multidrogue.

Un mécanisme d’efflux a aussi été rapporté pouéssstance a des azolés clgyptococcus
neoformanéCne MDR).

* Modifications de la cible
La cible principale des azolés est la d4démeéthylase qui intervient dans la synthése
del’ergostérol et est synthétisée par le géR&11(CYP5). Plusieurs mécanismes modifiant
laqualité et/ou la quantité de cette enzyme ciblg & I'origine de résistance des mycetes vis-
avisdes azolés.
Des modifications ponctuelles daBRG11chezCandida albican®u dans<CYP51Achez
Aspergillus fumigatudiminuent I'affinité de I'azolé pour sa cible. Seslldes mutations endes
positions déterminées entrainent une résistan@n &ie la cible soit modifiée, larésistance
n'est pas obligatoirement croisée pour 'ensemigle azolés. De€andidamutantssensibles a
I'itraconazole et résistants au fluconazole somtiti®: la différence de sensibilitéserait due a
l'instabilité¢ de la fixation du fluconazole, une hacule hydrophile, sur le site actif de
'enzyme.
La surexpression de la 14-déméthylase est un mécanisme de résistance augsazo
décritchezZCandida glabrataCandida dubliniensisgCandida albican®t Aspergillus fumigatus
Laprésence en grande quantité d’ergostérol dansnissbranes plasmiques est secondaire
alaugmentation de la transcription ERG11 ou a sa duplication. La résistance serait

croiséeentre tous les azolés.
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Figure 42 : Résistance aux azolés par altération de la ciladg

* Autres mécansmes
La modification de la composition membranaire afeses fonctions et sa fluidi
Néanmoins, il a été montré que la présence deokéégol n'est pas indispensable
bonfonctionnement de la cellule fongique et le-méthylfecostérol peut assul
certainesfonctions de I'ergostérol. Ch«Candida albicans des mutations danERG3
provoguant desrésistances au fluconazole, a litrazole, au voriconazole, au kétoconazol
auclotrimazole, permettent la synthése de stérelmlnanaires différentsd’ergostérol.
La résistance de haut niveau aux azolés, en platicchez Candide, n’est quasiment
jamaisdue a un unique meécanisme. Les mutations,s@acumulent au cours du tem
aboutissenta un phénotype résistant par plusieé@samsmes. Ce phénone a été mis en
évidence parun suivi des CMI de fluconazole pow stuches dCandida albican<chez des
patientssidéens tout au long du traitement. L’augai®n initiale des CMI était associée
lasurexpression de la pompe defflux MDR1 puiséti¢turement, a trois altérations
gén&ERG11 (mutation, recombinaison mitotique, conversion gaéei et surexpressio

suiviesenfin d’'une surexpression de la pompe digiCDR1.
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Figure 43 :Résistance aux azolés clC.albicanspar augmentation d’efflux [].

c. Mécanismes de résistance an-flucytosine
Trois mécanismes de résistance sont reconnusasdée mutation:
I'altération de la purineytosine perméasecy?) permettant I'entrée de le-FC dans la
cellule
l'altération de la cytosine désaminase iiquée dans la conversion de |-FCen 5-
fluorouracile (génécyl)
I'altération de I'uracil phosphoribosyltransférgfur 1) intervenant dans conversion du 5-
fluorouracile en Fluorouridine monophospha
L’inactivation defcyl ou fcy2 chez Candida lusitaniaeest responsable d’'une résistanc
fluconazole. L'impact clinique de cette résistarse mportant.
La proportion des mutants est élevée (Candida albican®t Cryptococcus neoforma.
ChezCandida albicansla résistance primaire (mutants eants dans toute populationsensit
concernerait 10 % des souches et serait due ampermeabilité ; la résistancesecond
(mutants sélectionnés sous traitement) s’élevar8d % suite a des mutationsdifcyl et/ou
furl. La flucytosine ne doit donpas étre utilisée en monothérapie. Dans lesménmgi

Cryptococcus neoformanka fréquence d’apparition d’isolats résistantstéte
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20 a 30 % des cas lors de traitement par la skidgtdésine et de 2 a 3 % si elle était associéea

I'amphotéricine B.

V.5 Données épidémiologiques

V.5.1 Epidémiologie des résistances aux antifongiqa deCandida

L’antifongigramme est réalisé plus rarement quentithogramme et réservé aux cas de
mycoses systémiques chez des patients immunodépriere particulier lorsque l'agent
infectieux compte parmi les mycétes ayant dévelajggphénomeénes de résistanCandida

spp,Cryptococcus neoformanaspergillusspp, Trichophyton rubrum

Les données d’enquétes multicentriques sur la f@éea de la résistance aux antifongiques
revétent une importance particuliere pour le clohixtraitement de premiére intention. Elles
existent pour les souches humaine€andidaspp. Isolés d'infections invasives et, dans une
moindre mesure, pouAspergillus spp et Cryptococcus neoformand.es fréquences de
résistance dépendent de la zone géographique d;étiedl’origine des souches (nosocomiale
ou communautaire), de I'espécgafdida glabrata versugs autre<andidg et de la molécule
testée (résistance aux azolés fréquente, résistafamphotéricine B rare).

Des données ont aussi été publiées @yyptococcus gattii

L'augmentation de la fréquence des infections syijées aCandida sp la modification
de la répartition des espéces sont accompagnéew dduolution des résistances aux
antifongiques. Si les levures du ger@andidasont quasiment uniformément sensibles a
I'amphotéricine B, ce n'est pas le cas pour lesvégrazolés envers lesquels le degré de
sensibilité varie d'une espéce a l'autre et parfoé&ne entre les souches d'une méme
espéce.C.tropicalis, C.parapsilosis, C.lusitaniae, C.glaba, et C.lipolytica présentent

parfois une sensibilité diminuée aux azolékruseiest généralement résistante.

Depuis quelques années, il a été rapporté que dpopgion de souches d€andida non
albicansntrinsequement résistantes aux dérives triazoksgamenté de facon importante dans
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certains centres d'oncohématologie dans les serdeeéanimation. C'est tout particulierement
le cas pouc.glabrataet pourC.krusej182]

V.5.2 Facteurs de modifications de I'épidémiologimondiale et de la sensibilité aux

antifongiques

« L'utilisation des antifongiques

La prophylaxie par fluconazole fut instaurée dassdnnées 1980 lors des neutropénies
chimio-induites ou lors du conditionnement pré-tgede moelle osseuse. Cette prophylaxie
antifongique permet une réduction de [I'utilisatioln traitement curatif, une baisse des
infections fongiques superficielles et profondessagu’une baisse de la mortalité relative a
I'infection fongique. Cependant certains auteurenbune absence d’amélioration de la survie
totale.
Globalement, lutilisation prophylactique du flucanke entraine une baisse des infections a
C. albicanset C. tropicalisau dépend d’espéces de sensibilité réduite aurfamme comme.
glabrata et C. krusei D’autres études montrent plus particulieremerg angmentationdes
candidémies &. glabrataou C. parapsilosisapres traitement antérieur par fluconazole.
Concernant I'impact sur la sensibilité aux antifigugs, les levures isolées présentaient des
CMI plus élevées aux molécules utilisées au préalalCertains auteurs ont démontré que
'augmentation des CMI deC. glabrata au fluconazole était liee a la consommation
defluconazole. Bassettet al montrent méme en 2009 que larrét de la prophylaxie
parfluconazole entraine une chute des candidén@emdidanon-albicansun an plus tard.

Néanmoins, cette affirmation reste controversée’&utres études ne retrouvent pas ces
résultats. Certaines sont biaisées de par la mélbgie utilisée dans leur
étude(monocentrique, non focalisation sur les sesvic a risque » etc....) et d’autres ont été
faites dans des zones géographiques ou la préeatimscces espéces étaient moindres.
Une étude francaise récente portant sur les camiktdéa montré que I'exposition antérieure au
fluconazole (administré 30 jours avant I'épisodeng@mique) était associée avec une
augmentation du risque d’infectionG glabrataet C. krusej espéces de sensibilité diminuée
au fluconazole. De méme, la préexposition a laafasygine entraine un risque supérieur d’étre

infecté aC. parapsilosis, C. glabratat C. krusei.ll y a une diminution du risque d’infection a
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C. albicansavec I'utilisation de chacune des deux moléculesdes 30 jours antérieurs, par
rapport aux sujets non exposeés.
Concernant les échinocandines seules, [l'utilisati cette classe médicamenteuse en
traitement curatif a entrainé une augmentationideidence de certaines especes qui sont de
sensibilité diminuée a cet antifongiqu€. parapsilosiset C. guillermondii Kabbaraet al a
décrit des candidémiesG parapsilosisapres traitement prolongé par caspofungine, taneis
Forrestet al ont montré une corrélation entre I'utilisation awentée de la caspofungine et
'augmentation de 400% des cas de candidém@gparapsilosis
Le fluconazole et les échinocandines semblent alwoslifier I'équilibre entre les espéces
mais aussi leur sensibilité aux antifongiques.

e La durée d’hospitalisation
L’augmentation de la durée d’hospitalisation emgaune augmentation de la colonisation a
levure. Mais plus récemment a été démontré qu’wméedd’hospitalisation supérieure a 30
jours augmentait également le risque d’infecti@speces non sensibles au fluconazole.

« L’augmentation du nombre de patients a risque et defacteurs de risques
Le vieillissement de la population, 'augmentatidin nombre de cancers et les changements
dans les pratigues de transplantations (schémas cdeditionnement, thérapies
immunosuppressives, nouvelles chimiothérapies) $emtprincipaux facteurs modifiant la

distribution des espéeces vers les non-albicans.

V.5.3 Evolution de I'épidémiologie des résistaes :

V.5.3.1Interet de la surveillance :

Depuis ces dernieres années, on note une évoldadiépidémiologie des résistances aux
différents antifongiques, spécialement aux azolss.surveillance de la résistance aux
antifongiques s’est aujourd’hui généralisée [18,20]lusieurs études sont réalisées
continuellement dans le but d’évaluer la sensibities agents fongiques aux antifongiques,
gu’ils soient anciennement mis sur le marché owea de commercialisation. Dans le
premier cas, I'étude fournit des données sur l'apipa et le profil de résistance des

especes. Alors que dans le deuxieme, elle évahmiltité du nouvel antifongique par
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rapport aux autres molécules disponibles sur lecheéa

L'amélioration de la prise en charge des patienégensite de connaitre [|'évoluti
epidémiologique des agents pathogenede leur résistance aux différents antifongiqu
Chose qui souligne I'importance de cette survedia et l'intérét majeur de la réalis
d’'une maniére constante. Dans cette partie on tal et rapporter les résultats des
importants systemesedsurveillance en vue d’étaler I'épidémiologie désistances au

antifongiques, spécialement aux azolés, des esgkxCandida.

V.5.3.2Evolution de I'’épidémiologie de la résistance auantifongiques :
Etude SENTRY :

L'étude SENTRY qui a porté sur 3 nées (1997:999) dans 74 sites (USA, Cana

Ameérique latine et Europe) avait pour but d’étudeersensibilité deCandide vis-a-vis du

fluconazole, du voriconazole et du ravuconazole.répartition de la sensibilitin vitro
dans ces différents pays, tes especes confondues, oscille entre 98% pour éiique
latine et 90% pour les USA et I'Europe. Le flucoolez est actif dans les 4 air
géographiques. 90 a 98% des souchesCandida spsont sensibles avec unCMI <
8ug/mL. Quant au voriconazole et uconazole, leur efficacité est remarquée dans |
aires géographiques avec une sensibilité de 98&et une CMI entr 0,12 a 0,25 pg/mL

pour le voriconazole et entre 0,12 a 0,5 pg/mL peuavuconazole (figure) [11

559—911_628798 9899 99

M Fluconazcle

M Ravuconazole
20

Pourcentage %
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o
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Figure 44 : Sensibilité deCandide vis-avis du fluconazole, du voriconazole et

ravuconazole sur 3 années (1-1999).
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Les souches canadiennes et d’Amérique latine sdm$ gensibles que les soucl

américaines et d’Europe du fait de la présenceadehes deC.glabrata résistantes. La
sensibilité in vitro au fluconazole, au voriconazole et au ravuconazide différente:

especes d€andidaa été stratifiée par année et par aire geograph

Les isolats deC.albicans, C.parapsilos et C.tropicalis sont hautement sensib aux trois

azolés avec une sensibilité allant de 97 a 1008ué). Cependant, concernant I'évolut

de cette résistance au cours des trois annéexté aonstaté que dans les années 19

1998, quelques isolats de.albican: étaient résistants alutonazole. Ces mémes isol

I'étaient aussi aux voriconazole et au ravuconaz@e qui reflete une possibilité

résistance croisée visyds des triazolés. Par con, au cours de l'année 1999, |

augmentation de la sensibilité -a-vis de I'itraconazole [209].
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C.albicans C.parapsilosis C.tropicalis

Figure 45 : Sensibilité in vitro des isolats (Candida albicans, Candida parapsilos
Candida tropicalis au voriconazole, au fluconazole et au ravucoregal 3 années (19-
1999).

Au cours des trois années, la sensibilitéC.glabrata au fluconazole s’est modifiée. Ul
augmentation de la sensibilité -awis du fluconazole est constatée de 1997 a 1
passant de 48% a 83%. Dans le méme temps, uneuiorinde la CMI du fluconazol
passant de 16ug/mL a 4pg/mL suggere uneinistration plus appropriée du fluconaz

au cours des trois années.

A propos deC.krusej toutes les souches isolées sont trés sensiblesauveaux triazolé
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et toutes sont bien évidemment résistantes au riamme. Le voriconazole et
ravuconazolesont, donc, a la fois actifs siC.glabrata et C.kruseiavec une sensibilit
variant de 97 a 100%. Tandis que la fluconazolstnimiquement actif que sC.glabrata

du fait de la résistance innée C.kruseia cet agent (figure) [209]
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Figure 46 : Sensibilité in vitro des isolaCandida glabrata, Candida krus au
voriconazole, au fluconazole et au ravuconazole3samnées (19¢-1999).
Etude ARTEMIS :

Le programme de surveillance ARTEMIS est connu cengétant un systéme mondial

surveillance des antifongiques le plus complet et le phsea [6., 198, 197, 210,2].
Dans 'une de ses études récente publiée en 2685 Uteurs ont utilisé les résultats de
programme pour évaluer les tendances globales densibilité des levures aluconazole
et au voriconazole pendant une période de 6,5 ans 89 pays entre juin 1997 et décen
2003. Au total, 13415 isolats d«Candida spont été recueillis dans 127 centres médic
répartis en Asie, Amérique latine, Europe, Moyeremtr et en /mérique du nordLa
sensibilité des souches a été déterminée par lhoaetde diffusion en milieu gélosé-44
selon la technique préconisée par le CLSI [Z
Les valeurs seuils d’interprétation son :

0 Sensible (S) pour un diamétre zone d’inhibit> 19mm pour le fluconazole et 17n

pour le voriconazole.
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o Résistante (R) pour un diameétre d’inhibitien14mm pour le fluconazole et 13 mm
pour le voriconazole.

/7

«» Activité du voriconazole et du fluconazole

/7
0.0

A lissu des résultats de cette étude (tableau),vdgiconazole, a montré qu'’il est
significativement plus actif que le fluconazole tenpratiquement toutes les espéeces, hormis
C.tropicalisavec 89,1% de sensibilité pour le fluconazole @B8%,1% pour le voriconazole.
Globalement, 89,16% des souches sensibles ont eisibkes au voriconazole contre
uniguement 71,61% pour le fluconazole. Le tauxésstance était significativement inférieur
chez le voriconazole avec 6,06% de souches résstaantre 20,19% pour le fluconazole.
Parmi les especes présentant une sensibilité démirmw fluconazole, plus de 80% étaient
sensibles au voriconazole. De plus, parmi les smsictle C.glabrata résistantes aux
fluconazole, 30% ont été sensibles au voriconazbépendant, toutes les souches résistantes
au voriconazole I'étaient aussi au fluconazole [18fen que le voriconazole fat plus actif que
le fluconazole contreC.rugosa, C.lipolytica, C.zeylanoidesgs espéeces se sont révélées
nettement moins sensibles et plus résistantes Hoowazole que toutes les autres espéces
Candida Ces données confirment et complémentent les wétsems antérieures, spécialement
concernant les espéces@andida moins courantes [16,196,213,214]. Bien que legltiats de
I’étude soulignent I'existence de résistances émintre le fluconazole et le voriconazole, ceci
est variable selon I'espece et ne doit pas étrgpaaé en I'absence d’identification et de

résultats de I'antifongigramme.
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Tableau 39 :Sensibilitéin vitro au fluconazole et au voriconazole desures du genre

Candida
Espéces Sensibilité
Fluconazole Voriconazol
N S% R% N S% R%
C.albicans 49991 97,8 1,3 47584 98¢ 1,0
C.glabrata 9040 66,7 16,6 8719 81,7 10,1
C.tropicalis 5959 89,1 5,0 5643 87,1 6,7
C.parapsilosis 5539 93,2 3,6 5233 96,¢ 1,8
C.krusei 2 067 9,4 77,2 1996 83,2 7.5
C.guilliermondii 662 73,3 9,8 633 91,2 4.9
C.lusitaniae 464 93,3 4.1 445 96,4 2,0
C.rugosa 417 39,3 51,8 394 61,4 26,4
C.kefyr 344 95,3 3,5 331 99,1 0,6
C.famata 253 79,8 11,9 238 89,k 55
C.inconspicua 187 25,7 49,2 186 89,2 54
C.norvegensis 92 50,0 38,0 91 92, 1,1
C.dubliniensis 63 96,8 3,2 63 10C 0,0
C.lipolytica 53 54,7 39,6 52 67, 19,2
C.pelliculosa 38 94,7 0,0 38 10C 0,0
Candida spp 4 245 86,6 8,2 4 094 92,7 4,7
100 -
89.16%
90 -
80 - 9
70 -
§ 60 -
ED M Fluconazole
o 50 - :
o M Voriconazole
32 40 -
o
30 - 20,19%
20 -
8,21% ) o
10 4 4,79% 6.06%
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Sensibles Intermédiare Résistants

Figure 47 : Comparaison entre l'avité du voriconazole et du fluconazole des espéde:

Candidaisolées.
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» Sensibilité au fluconazole :
Concernant la sensibilité deandida spau fluconazole, I'étude a montré que celui-ci a été
plus actif sur C.albicans (97,8%), C.parapsilosis (93,2%), C.lusitaniae (93,3%),
C.dubliniensis(96,8%),C.pelliculosa(94,7%). Une sensibilité diminuée a été, par aantr
observée poulC.glabrata (66,7%), Ckrusei (9,4%), C.guilliermondii (9,8%), C.rugosa
(39,3%), C.famata (79,8%), C.incospicua (25,7%), C.norvengis (50,0%), C.lipolytica
(54,7%), C.zeylanoides(54,1%). Ces résultats confirment les données éu@&mment
publiées concernant les especes les plus couréDtakicans C.glabrata, C.parapsilosis
et Ckruse) et accroissent fortement les connaissances suprégence ou l'absence
d’activité du fluconazole sur les especes moinsqdegnment isolées C(rugosa
C.inconspicua, C.norvegen}ig13-218].

» Sensibilité au voriconazole
Concernant la sensibilité déandida sp.au voriconazole, I'étude a montré que celui-ci a
éeté plus actif surC.albicans (98,6%), C.parapsilosis (96,8%), C.tropicalis (87,1%),
C.glabrata (81,7%), Ckrusei (83,2%), C.guilliermondii (91,2%), C.lusitaniae (96,4%),
C.kefyr (99,1%), C.norvegensig92,3%), C.dubliniensis(100%), C.pelliculosa(100%), et
C.sake(100%). Une sensibilité diminuée a été, par coribservée pou€.rugosa(61,4%)
et C.lipolytica (67,3%).
Par rapport a notre étude de 'HMIMV, cette étudentne des taux de sensibilité supérieurs
aux différentes espéces @andida Les résultats des deux études étaient proches pou
C.albicans et C.tropicalis alors que la grande différence était nette pGuglabrata
Effectivement, pourC.albicans le taux de sensibilité était proche a celui depiléasente
étude avec un pourcentage de 93,9% (contre 98,68e¢) ane différence de 4,6%. C’est le
cas aussi d€.tropicalisavec une différence de 3,8% (83,33% contre 87,B/g)labrataa
montré, quant a elle, une différence marquée de plei 23% avec un pourcentage de
sensibilité de 57,89% contre 81,7%. La seule eumisouche d€.kruseiétait sensible au

voriconazole (tableau).
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% Evolution de la résistance :

* Au fluconazole:
L’évolution de la résistance d€andida sp au fluconazole sur la période a montré qu’aucune
augmentation ou diminution notable par rapport amps des degrés de résistance au
fluconazole deC.albicanset de Cglabratan’a été observée. Alors que le degré de résistance
des isolats d€.tropicalisavait diminué entre 1997-1998, des augmentatiohgténconstatées
en 2002 et en 2003. Un léger accroissement destagdses a été observé au cours du temps
pour C.parapsilosiset C.kefyr alors qu’'une forte augmentation de résistancéé a@nstatée
pour les souches d€.rugosa Bien queC.famatasoit apparu relativement résistante au
fluconazole en 1997 et 1998, cela doit étre im@uidaible nombre de souches étudiées. Au
cours des cing années suivantes, le nombre d$salatC.famataayant progressivement
augmenté jusqu’a dépasser 50 par an, le niveaégigtance s’est stabilisé entre 10 et 12%.
Malgré I'augmentation du pourcentage globale dasoldeC.kuseirésistantes au fluconazole,
cette observation n’'est pas significative car cedpéce doit étre considérée cliniguement
résistante a cet antifongique. Le CLSI recommanglenel pas tester la sensibilité de cette
espece au fluconazole [33,62].

* Au voriconazole :
Concernant I'évolution de la résistance au vorieofades souches @andida spdepuis 2001
(date du commencement de son utilisation en clg)igqu2003. On a remarqué globalement une
légere augmentation du pourcentage d’isolat€aedida résistants. Le taux est passé de 2,6%
en 2001 a 3,5% en 2003. Cette élévation est duacardissement de la résistance a cet
antifongique deC.glabrata, Ctropicalis, C.rugosa C.lipolytica, et des autres especes de
Candidanon identifiées. En revanche, aucune variatiotad@sistance n’a été observée chez
C.albicans Cparapsilosis Ckrusei Par conséquent, le profil du voriconazole appdoait a
fait favorable, tant au niveau du spectre que detilité thérapeutigue contr€andida
Néanmoins, I'émergence de résistances requiersunveillance étroite.

Autres études :

Dans une autre étude dans CHU Timone Marseillealgsurs ont analysé la tendance sur 20
mois (de février 1997 a septembre 1998) de la biitéide C.albicansaux antifongiques. Au
total, 23 095 prélevements provenant de 2 464 realbdspitalisés dans des services a haut
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risque sont parvenus au laboratoire de mycologie.

L’analyse des données montre que 8 076 souches@®isolées. 64,3% étaient représentées par
C.albicans 14,5% parC.glabrata Le profil de sensibilité aux antifongiques pdtualbicans
montre une diminution significative de la résiseuat fluconazole, qui passe de 8,6% au début
de I'étude a 0,7% a sa fin. Les résultats sontlaires pour l'itraconazole avec une résistance
variant de 7,1% au début a 0,7% a la fin. Le pousmge moyen des résistances est plus élevé
dans les souches provenant de malades VIH+. Pofludgtosine, aucune variation n’est
observée (4,7%-2,6%). Toutes les souches se sérdem/sensibles a 'amphotéricine B et au
kétoconazole [219].

Une autre étude, réalisée sur une période d'un mmwisctobre 2004, a été proposée a 209
biologistes répartis dans 193 hdpitaux en FrangeCjdite etude était effectuée dans le cadre de
'enquéte annuelle de surveillance des résistamless hopitaux francais non universitaires
affiliés au college de bactériologie virologie hgngé (ColBVH). Chaque centre devait recenser
de facon prospective les épisodes de septicémieljant les candidémies. Les tests de
sensibilité aux antifongiques ont été réalisés lear biologistes selon leur méthodologie
habituelle et ont été réévalués par technique ®t€¢AB Biodisk) sur milieu RPMI (AB
Biodisk®).

La répartition des espéces au cours de ces 46dégiste candidémies est la suivante : 23
C.albicans(50 %), 13C.glabrata(28,3 %), cincC.tropicalis (10,9 %), troiC.parapsilosiq6,5

%), unC.krusei(2,2 %) et urC.kefyr(2,2 %).

Toutes espéeces confondues, 97,7% des souches ensamsibilité habituelle vis-a-vis de
I'amphotéricine B, 93,2% vis-a-vis de la 5-fluortmsine, 88,6% vis-a-vis du fluconazole,
70,5% vis-a-vis de litraconazole, et 100% des Begmnt des CMI trés basses vis-a-vis de la
caspofungine. Dans cette étude, une sensibilit®%B% vis-a-vis du voriconazole a été
renseignée.

Toujours en France, une autre étude prospectivenadtionnelle a été conduite de janvier a
décembre 2004 dans sept centres hospitaliers sitdiegs et dix centres hospitaliers non
universitaires, membres du Groupe d’EpidémiologideeRecherche en Infectiologie Clinique
du Centre-Ouest (GERICCO) [220]. Tous les patipnésentant une candidémie ont été inclus.
L’étude de la sensibilité aux antifongiques desches deCandidaétait réalisée soit par les
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méthodes de référence du Clinical and Laboratoand&trds Institute, anciennement National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (CLS2P]] ou de I'European Commitee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) [222]soit par bandelette E-test. Un
antifongigramme a été réalisé pour 142 des 193h&3u9 souches dealbicans 27 souches
deC.glabrata 18 souches dé.parapsilosi}.

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

La sensibilité des principales espéceCamdidaau fluconazole était comme suit: 84,5% de
sensibles, 7,8% dose-dépendantes, et 7,8% réswstéiigure). Parmi les huit souches de
C.glabrata avec une sensibilité dose-dépendante au fluconazelat étaient sensibles au
voriconazole, et une résistante. Les trois souckgistantes au fluconazole étaient également
résistantes au voriconazole

Le voriconazole restait le plus souvent actif @& $ouches dé.glabratade sensibilité dose-
dépendante au fluconazole, avec sept souches isguinataient sensibles. Toutefois, il existait
un certain degré de résistance croisée entre eesrdelécules, les trois souches résistantes au
fluconazole étant aussi résistantes au voriconag@ig#e résistance croisée entre les différents
azolés vis-a-vis deC.glabrata a fréquemment été rapportée, et de nombreux auteurs
recommandent la plus grande prudence avant d’'egefisde traiter une infection invasive a
C.glabrata par un antifongique de cette famille, notammergdaiil existe un pré exposition
au fluconazole [8, 27,201].
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VI. CONCLUSION

Candida albicanset les levures appartenant au gem@andida sont les étiologies les
plusfréquentes d’infections fongiques invasives.@esix derniéres décennies ont vu une
augmentation croissante des mycoses profondeslehgmtients immunodéprimés. Parmi ces
infections, les candidoses invasives constituer mm@nace majeure surtout en réanimation.
Leur mortalité oscille entre 60 et 90%, ce tauxom@nt est principalement du a la difficulté
d’établissement d’'un diagnostic rapide ce qui edgemn retard thérapeutique. De plus, les
moyens thérapeutiques eux méme présentent desdiqui 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 I'utilisatlas farge des antifongiques existants et incite
I'industrie pharmaceutique a rechercher de nowvetielécules afin de mettre a disposition des
professionnels de santé I'antifongique idéal. Geiuevrait avoir un spectre d’activité large et
étre plus au moins fongicide, ne pas présentenetférences négatives et étre doué de
propriétés pharmacocinétiques favorables et d'wileldf toxicité. Il devrait, en outre, étre
disponible tant par voie orale que par voie intnagase. Enfin, il devrait avoir démontré son
efficacité dans des essais randomisés portantsypapulations a risque.

La résistance confirmée de certaines souches atiforajiques entraine la mise en ceuvre
beaucoup plus systématique des tests de sensihiliié |'absence actuelle de méthodes
standardisées et fiables ainsi que le manque d@élaton in vitro / in vivo limitent leur
généralisation. Ces tests n'apportent cependanimaséponse infaillible a toutes les questions
qui se posent dans le traitement des infectiongifures mais ils restent indispensables. Dans
I'état actuel de la question, I'antifongigrammeduit pas étre banalisé : ses indications doivent
étre sélectionnées. Cette investigation est a véseaux mycoses profondes et aux
colonisations survenant chez des patients agress@smunodéprimes.

Du fait qu'il existe plusieurs méthodes, commeisé#ds ou non, permettant de réaliser un

antifongigramme, le choix d’une méthode de roufiiale de la part des biologistes s’est
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compliqué. Par conséguent, une incompétence vis-devsa pratique est ressentie de leur part,
ce qui limite sans doute son utilisation dans I|épitAux. De plus, une connaissance
insuffisante des méthodes disponibles et de leliditéaest mise en évidence. La diffusion de
recommandations simples, plébiscitée par les bistieg) serait sans doute le moyen a travers
lequel ils pourront choisir la technique approppéar I'évaluation in vitro de la sensibilité aux
antifongiques. Des évolutions techniques et unagerhombre de recommandations sont
disponibles depuis la période de cette enquétes haatifongigramme est un sujet qui retient
toujours autant l'intérét des biologistes et dasakns.

Les modifications dans la fréquence des infectiforgyiques, la répartition des especes
impliguées et I'évolution des résistances aux antifques sont des données qui permettent
de cerner géographiquement les tendances épidégiqoles et de sélectionner un grand
nombre de traitements empiriques. Dans ce contdx¢st de grande utilité de déterminer
le profil de sensibilité d’isolats cliniques locaaxx nouveaux antifongiques.

Notre étude de sensibilité aux antifongiques deslses deCandidaisolées dans le CHU
de Rabat, nous a permis de générer des informatomsle profil de résistance aux
antifongiques systémiques @andidaau sein des différents services de réanimation.
L’amélioration de la prise en charge des patienésessite de connaitre I'évolution
épidémiologique des agents pathogenes et de Isistaace aux différents antifongiques.
Chose qui souligne I'importance de la surveillaetd’'intérét majeur de la réaliser d’'une
maniére constante. De la sorte, notre étude denefiéter la volonté de notre établissement
de s’inscrire dans une démarche d’amélioration adlednnaissance de I'épidémiologie des
résistances aux antifongiques. Les résultats de mbade devront étre confirmés par d’autres
études complémentaires et comparatives, surtoult gjagit d’'une premiere de son genre a
'THMIMV (Maroc).
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RESUME
Titre de la thése: Profil de resistance des antifongiques aux souded3andidaisolées au
HMIMV Rabat
Auteur de la theseMeriem AMMAR
Directeur de these :Pr B.E. LMIMOUNI
Mots clés :GenreCandida— Antifongigramme —antifongiques systémiques—piRésistance
Objectifs : Etablir le profil de résistance des soucheLdadidaisolées aux 7 antifongiques
systémiques étudiés : fluconazole, itraconazolecondzole, kétoconazole, clotrimazole,
éconazole et la 5-flucytosine avec une évaluatnedrs sensibilité vis-a-vis ces souches et
décrire I'épidémiologie des candidoses invasives des services de réanimation du I'HMIM
V Rabat.
Matériels et méthodes Notre étude prospective de 7 mois a inclus @lses deCandida
issues de prélevements divers (hémocultures et pégphériques). Les patients inclus dans
I'étude étaient hospitalisés dans 5 les services R#animation de CHU de Rabat.
L'identification des souches deandidaétait faite sur milieu d’isolement Candiselect®lat
sensibilité in vitro aux antifongiques était réédéspar diffusion en milieu gélosé des disques.
Résultats : Parmi les prélévements effectués, 46,1% étaiest ldamocultures et 53,9%
représentaient des sites périphérigueandida non albicans représentait 63,5% alors que
C.albicansne représentait que 36,5%. 6 espéces difféerer@egSaddida etaient identifiées.
Dans les prélévements des sites périphériqDesbicansétait la plus fréquente avec 36,5%
suivie deC.tropicaliset puisC.glabrata Les hémocultures @andida glabratareprésentaient
le plus grand pourcentage (41,7%), alors que céll€salbicansne représentaient que le
33,3%. Les espéces isolées montrent des sensitillftérentes vis-a-vis des sept antifongiques
testés, le pourcentage de résistance de chagifengigue est comme suit : 59,62% pour le
fluconazole, 46,2% pour le voriconazole et la Bytosine, 23,1% pour le miconazole, 21,2%
pour le kétoconazole et le clotrimazole et 19,2%rp@conazole.
Discussion : La distribution des espéces, comme lindique ld@érature, montre une
prédominance d€andidanonalbicanssurC.albicans C.glabrataest I'espéce la plus isolées
apresC.albicans Elle est isolée en premiere ligne des hémocultaweesgui differe des données
des Etats Unis ou elle représente la deuxieme cdeiseandidémie. Il a été proposé que le
changement de distribution des espéces puissaeaesid pressions sélectives imposées par
l'utilisation accrue des agents antifongiques tgle des azolés. L'étude de la sensibilité des
souches isolées vis-a-vis des sept molécules tBagiques disponible, prouve que le
kétoconazole est le plus efficace sur les levureggehreCandida avec une sensibilité de
73,1%, suivie du clotrimazole avec une sensibitie 69,2%, en troisieme classe vient
I'éconazole par 63,5% de souches sensible. En cbeales fréquences de résistance les plus
élevées appartiennent au fluconazole et le vorimmraavec respectivement 50% et 46,2%.
Cette sensibilité importante au kétoconazole egliquée par le fait que c’est une molécule
qui n’est pas commercialisée au Maroc et donc a&gmcore subie de pression de sélection.
Conclusion : Nécessité d’'une surveillance épidémiologique cwntides candidoses afin de
suivre les tendances de distribution des levuresdeetleurs profils de résistance aux
antifongiques pour la mise en place de lignes tires pour leurs traitements. Parallelement,
une maitrise des techniques d’antifongigramme dikpes s'impose. Le point reste a poser sur
les candidémies pour qui une prudence s'imposequma envisage de traiter par les
antifongiques dans une situation susceptible dérgémine résistance.
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SUMMARY

Thesis Title:Profile of antifungal resistant strains of Candiggasts isolated at the HMIMV
Rabat

Author of the thesisMeriem AMMAR

SupervisorProf. B.E. LMIMOUNI

Keywords:Gender Candida - Antifongigramme-systemic antidngesistance-profile
Objectives: To establish the resistance profile of Candidaisér isolated from the seven
studied systemic antifungals: fluconazole, itraamb@ miconazole, ketoconazole,
clotrimazole, econazole and 5-flucytosine with eafibn of their sensitivity rates and to
describe the epidemiology of invasive candidiasighe intensive care unit of the HMIM V
Rabat.

Materials and method€ur prospective study included %¥2andidds strains from various
samples (blood and peripheral sites). Patientsidied in the study were hospitalized in the
intensive care units. Identification Gandidds strains was done on the medium Candiselect®
and in vitro susceptibility to antifungal moleculeas performed by agar diffusion discs.
Results: Of the samples taken, 46.1% had blood cultures rapdesented 53.9% of the
peripheral sites. Candida albicans accounted fds% 310 whereas C. albicans accounted for
only 36.5%. 6 different species of Candida werafified. In specimens from peripheral sites,
C. albicans was the most frequent with 36.5% foddwby C.tropicalis and then C.glabrata.
Blood cultures in Candida glabrata accounted ferl#ngest percentage (41.7%), while those
with C. albicans accounted for only 33.3%. Isolaspécies show different sensitivities from
the seven antifungal tested, the percentage ofafurmgistance of each is as follows: 59.62%
for fluconazole, voriconazole to 46.2%, and 5-fliesne, 23, 1% miconazole, ketoconazole
21.2% and 19.2% clotrimazole and econazole.

Discussion:The species distribution, as shown in the liteggtishows a predominance of
Candida non albicans on C.albicans C.glabrata is the species the most isolated after
albicans It is isolated in blood cultures on the firstdirwhich differs from U.S.A data that it
represents the second cause of candidemia.lt waestied that the change in distribution of
species may result from selective pressures impbgdtie increased use of antifungal agents
such as azoles.The study of the sensitivity ofirstrasolated from seven molecules of
antifungals available, shows that ketoconazole @stneffective on Candida yeasts with a
sensitivity of 73.1%, followed by clotrimazole with sensitivity of 69.2 % third class is
econazole by 63.5% of strains sensitive. In cohtreesistance frequencies belong to the
highest fluconazole and voriconazole with respetyis0% and 46.2%. This high sensitivity to
ketoconazole is explained by the fact that it ma@ecule that is not marketed in Morocco and
therefore has not undergone selection pressure.

Conclusion: The need for continuous epidemiological survedircandidiasis to monitor
trends in distribution of yeast and their antifungssistance profiles for the establishment of
guidelines for their treatment. Meanwhile, a mastartechniques available antifongigramme
Is required. The point is to ask about candideraranfhom caution should be exercised when
considering treatment with antifungals in a sitoitiikely to generate resistance.
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Annexe 1:Résumé de la nature et I'endroit des prélevemargscue les especes identifiées

Numeéro de Service Prélevement Espéce isolée
souches

S1 RC HMIMV Rectal C.Trop

S2 RC HMIMV Rectal C.Trop

S3 RC HMIMV Buccal C.Trop

S4 RM Buccal C.Krus
HMIMV

S5 RM Hémoculture C.Alb
HMIMV

S6 RM Anal C.Alb
HMIMV

S7 RM Buccal C.Alb
HMIMV

S8 RM Buccal C.Trop
HMIMV

S9 RC HMIMV Axillaire C.Alb

S10 RUCH Urinaire C.Alb

S11 RC HMIMV Urinaire C.Glab

S12 RC HMIMV Buccal C.Alb

S13 RC HMIMV Hémoculture C.Krus

S14 RC HMIMV Nasal C.Alb

S15 RC HIS Hémoculture C.Alb

S16 RM Buccal C.Alb




S17

S18

S19

S20

S21

S22

S23

S24

S25

S26

S27

S28

S29

S30

S31

S32

S33

S34

S35

S36

HMIMV

RUCH

RM
HMIMV

RUCH

RM
HMIMV

RC HIS

RC HIS

RC HMIMV

RC HIS

RUCH

RM
HMIMV

RM HIS

RM

RC HMIMV

RM

RM HIS

RUCH

RUCH

RUCH

RC HMIMV

RM

Hémoculture

Hémoculture

Hémoculture

Hémoculture

Hémoculture
Hémoculture
Hémoculture
Hémoculture
Hémoculture

Hémoculture

Hémoculture
Hémoculture
Hémoculture
Buccal
Hémoculture
Hémoculture
Hémoculture
Hémoculture
Auriculaire

Hémoculture

C.Alb

C.Glab

C.Alb

C.Glab

C.Alb
C.Glab
C.Glab
C.Glab
C.Glab

C.Glab

C.Glab
C.Glab
C.Alb
C.Alb
C. Dubli
C.glab
C.Krusei
C. Krusei
C.Parap

C.Alb



S37

S38

S39

S40

S41

S42

S43

S44

S45

S46

S47

S48

S49

S50

S51

S52

HMIMV

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RC HIS

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RM
HMIMV

RUCH

RUCH

RC HMIMV

RC HMIMV

RC HMIMV

Buccal

Trachéal

Hémoculture

Anal

Anal

Urinaire

Nasal

Buccal

Buccal

Nasal

Anal

Hémoculture
Hémoculture
Rectal
Buccal

Buccal

C.Trop

C.Glab

C.Trop

C.Trop

C.Glab

C.alb

C.Glab

C.Krus

C.Krus

C.Alb

C.Glab

C.Trop
C.Alb
C.Trop
C.Trop

C.Alb



Annexe 2:Diameétres des zones d'inhibition observés autasidd®ues des antifongiques

Antifongiques FCZ VCZ KET MCZ 5-FLU EC CTR

S1 0 0 20 10 24 16 18
S2 0 0 26 10 22 14 16
S3 36 36 36 28 O 32 34
S4 22 0 30 22 26 26 24
S5 30 32 20 24 12 32 30
S6 0 30 24 24 14 24 28
S7 34 36 34 24 12 32 28
S8 0 0 0 0 0 0 0
S9 0 0 0 0 0 0 0
S10 26 28 34 28 0 36 26
S11 0 0 28 20 26 20 20
S 0 0 0 0 0 0 0
S 22 30 36 22 0 24 38
S14 0 0 24 14 0 14 24
S15 0 28 22 26 24 14 26
S16 32 28 34 20 32 26 24
g 0 28 28 28 0 26 26
S18 0 0 22 12 0 22 24
S19 0 0 24 16 0 24 26
S20 16 18 22 20 28 26 10
S21 30 30 34 24 0 30 28
S 30 30 34 28 22 30 26
SYA) 28 26 32 24 26 34 30
S24 36 26 30 28 26 38 24
S25 26 26 30 24 20 36 24
S26 0 0 28 20 28 24 26
SYAll 0 0 24 14 22 16 18
S28 0 0 14 14 20 16 12

S29 26 30 24 22 22 26 24



S30
Sxeyl
S32
S33
S34
S3E15)
S36
S37
S38
S39
S40
S41
S42
S43
S44
S45
S46
S47
S48
S49
S50
S51
S52



Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

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

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

dignité humain.

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

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

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