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

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ
1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

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

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed JIDDANE

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

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

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

11.1.1.1 PROFESSEURS :
Mars, Avril et Septembre 1980

1.  Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie
Mai et Octobre 1981
2. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

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

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

Pr. ABROUQ Ali*

Pr. BENOMAR M’hammed

Pr. BENSOUDA Mohamed

Pr. BENOSMAN Abdellatif

Pr. LAHBABI Naima ép. AMRANI

LW

Novembre 1983

10. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

11. Pr. BELLAKHDAR Fouad

12.  Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Rhumatologie



Décembre 1984

13.
14.
15.
16.
17.
18.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BOUCETTA Mohamed*

EL GUEDDARI Brahim El Khalil
MAAOUNI Abdelaziz
MAAZOUZI Ahmed Wajdi

Pr. NAJI M’Barek *

Pr.

SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

19. Pr. BENJELLOUN Halima

20. Pr. BENSAID Younes

21. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay EI Mostafa
22. Pr. IHRAI Hssain *

23. Pr. IRAQI Ghali

Janvier, Février et Décembre 1987

24. Pr. AJANA Ali

25. Pr. AMMAR Fanid

26. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
27. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
28. Pr. EL HAITEM Naima

29. Pr. EL MANSOURI Abdellah*

30. Pr. EL YAACOUBI Moradh

31. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

32. Pr. LACHKAR Hassan

. Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

34. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
35. Pr. DAFIRI Rachida

36. Pr. FAIK Mohamed

37. Pr. HERMAS Mohamed

38. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

39. Pr. ADNAOUI Mohamed

40. Pr. AOUNI Mohamed

41. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
42. Pr. CHAD Bouziane

43. Pr. CHKOFF Rachid

44. Pr. HACHIM Mohammed*

45. Pr. KHARBACH Aicha

46. Pr. MANSOURI Fatima

47. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
48. Pr. SEDRATI Omar*

49.

Pr.

TAZI Saoud Anas

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie

Meédecine Interne

Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation



Février Avril Juillet et Décembre 1991

50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
38.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.

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

AL HAMANY Zaitounia

AZ70UZI Abderrahim

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

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOUI Layachi

CHANA El Houssaine*

CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

JANATI Idrissi Mohamed*

KHATTAB Mohamed

OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
&3.

&4.
85.
86.
87.

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

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AGNAOU Lahcen

AL BAROUDI Saad
BENCHERIFA Fatiha
BENJAAFAR Noureddine

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Pharmacologie

Chimie thérapeutique

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

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie



88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.

110.
I11.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.

124.
125.
126.
127.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
. EL AOUAD Rajae
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ¢p. AHALLAT

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha

MOUDENE Ahmed*

OULBACHA Said

RHRAB Brahim

SENOUCI Karima ¢ép. BELKHADIR
SLAOUI Anas

Mars 1994

Pr

. ABBAR Mohamed*
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne

Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique



128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.

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

BEDDOUCHE Amograne*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARLI lJilali*

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
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
I51.
152.
153.
154.
155.

157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.

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

AMIL Touriya*

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

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

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

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

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KANOUNI NAWAL

Urologie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygicne
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Parasitologie
Pédiatrie

Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Physiologie



170.
171.
172.
173.
174.
175.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. KOUTANI Abdellatif

. LAHLOU Mohamed Khalid
. MAHRAOUI CHAFIQ

. NAZI M’barek*

. OUAHABI Hamid*

. TAOUFIQ Jallal

. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.

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

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima

KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid ( M)

Novembre 1998

186. Pr. BENKIRANE Majid*
187. Pr. KHATOURI ALI*
188. Pr. LABRAIMI Ahmed*
Janvier 2000

189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.
207.

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

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

EL OTMANY Azzedine

GHANNAM Rachid

HAMMANI Lahcen

ISMAILI Mohamed Hatim

ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

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

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

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



Novembre 2000

208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.
227.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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*
GHARBI Mohamed EIl Hassan
HSSAIDA Rachid*
LACHKAR Azzouz
LAHLOU Abdou

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

Décembre 2001

228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243,
244,
245.
246.
247.
248.

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

ABABOU Adil

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 EIl Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Urologie

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie



249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.

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

EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid
EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.
290.

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

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

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

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair

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

HAIJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

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

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie



291. Pr. JAAFAR Abdeloihab*

292. Pr. KRIOUILE Yamina

293. Pr. LAGHMARI Mina

294. Pr. MABROUK Hfid*

295. Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
296. Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
297. Pr. NAITLHO Abdelhamid*

298. Pr. OUJILAL Abdelilah

299. Pr. RACHID Khalid *

300. Pr. RAISS Mohamed

301. Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
302. Pr. RHOU Hakima

303. Pr. SIAH Samir *

304. Pr. THIMOU Amal

305. Pr. ZENTAR Aziz*
PROFESSEURS AGREGES :
Janvier 2004

306. Pr. ABDELLAH EI Hassan

307. Pr. AMRANI Mariam

308. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
309. Pr. BENKIRANE Ahmed*

310. Pr. BENRAMDANE Larbi*

311. Pr. BOUGHALEM Mohamed*
312. Pr. BOULAADAS Malik

313. Pr. BOURAZZA Ahmed*

314. Pr. CHAGAR Belkacem*

315. Pr. CHERRADI Nadia

316. Pr. EL FENNI Jamal*

317. Pr. EL HANCHI ZAKI

318. Pr. EL KHORASSANI Mohamed
319. Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
320. Pr. HACHI Hafid

321. Pr. JABOUIRIK Fatima

322. Pr. KARMANE Abdelouahed
323. Pr. KHABOUZE Samira

324. Pr. KHARMAZ Mohamed

325. Pr. LEZREK Mohammed*

326. Pr. MOUGHIL Said

327. Pr. NAOUMI Asmae*

328. Pr. SASSENOU ISMAIL*

329. Pr. TARIB Abdelilah*

330. Pr. TIJAMI Fouad

331. Pr. ZARZUR Jamila

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Chimie Analytique
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Ophtalmologie
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I.INTRODUCTION :

La fréquence des infections fongiques a fortement augmenté ces dernieres années,
principalement a cause de 1’augmentation des populations a risque que sont les patients
séropositifs pour le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), traités par
immunosuppresseurs ou chimiothérapie antimitotique, ou transplantés d’organes ou de
cellules souches hématopoictiques, et du recours croissant aux procédures invasives a but
diagnostique et thérapeutique **!. Le National Nosocomial Infections Study System fait état
d’une augmentation de I’incidence des infections fongiques de 2 a 3,8 %o admissions au cours
de la décennie 1980-1990 "'21. Elles représentent ainsi la septiéme cause de septicémie en

1 .y ., . .
PU " Te taux de mortalité associé aux infections

[80]

Europe et la quatritme aux Etats-Unis

fongiques invasives est trés ¢levé, souvent supérieur a 50 % selon les germes et le terrain

Ces infections fongiques invasives sont déterminées par deux types de micro-
organismes, les champignons filamenteux et les levures. Parmi ces dernicres, les levures
appartenant au genre Candida sont de loin les plus représentées. Selon la Nationale
Nosocomiale Surveillance System, Candida sp. est responsable de 85,6 % des infections

441 Ppar ailleurs,

fongiques nosocomiales dont 76 % sont causées par C. albicans
l'augmentation de la fréquence des infections a levures s'est également accompagnée d'une
augmentation de l'incidence de certaines especes auparavant peu représentées entrainant une
modification de leur distribution. De nouvelles especes de Candida sont de plus en plus
souvent incriminées comme C.tropicalis, C.glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C.
guillermondii, C. lusitaniae, ou nouvellement décrites comme C. dubliniensis 44131 Elles ont
parfois une virulence moindre que C. albicans mais leur sensibilité aux antifongiques est
diminuée 3.

Bien que la communauté scientifique soit constamment a la recherche de nouvelles
molécules a activité antifongique, le nombre de cibles cellulaires utilisables est limité pour
satisfaire aux critéres de toxicité chez le patient. Ainsi, le traitement des infections fongiques

repose a l'heure actuelle sur l'utilisation de quatre types de molécules, agissant sur trois

mécanismes cellulaires. La 5-fluorocytosine, un analogue des bases pyrimidiques, inhibe la
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croissance fongique en perturbant la synthése protéique et la réplication de TADN "% Tes
antifongiques polyeniques et azolés agissent au niveau de l'ergostérol, principal composant de

[29,121]

la membrane plasmique des champignons, ou de sa voie de biosynthese . Enfin, les

¢chinocandines perturbent la synthése de la paroi fongique en inhibant une enzyme

responsable de la synthése de certains polysaccharides pariétaux %,

L'utilisation intensive de ces molécules a malheureusement conduit a une augmentation
de l'incidence des résistances aux antifongiques. Depuis quelques années, des especes

[158]

fongiques naturellement peu sensibles a certains antifongiques ont €émergées . Certaines

1391 Dans ce contexte, il s’est

souches naturellement sensibles ont acquis des résistances
avéré intéressant de mettre en place une étude de surveillance des résistances aux
antifongiques dans les services de réanimation de I’Hopital Militaire et d’Instruction
Mohamed V et de CHU Avicenne de Rabat. Cette étude nous permettra de mieux cerner le
profil de sensibilit¢ des souches de Candida aux différents antifongiques systémiques,
notamment 1’amphotéricine B. surtout que ces données en Afrique et plus précisément au

Maroc ne sont pas disponibles.
Ainsi les objectifs de notre étude sont :

+ D’établir le profil de sensibilité phénotypique a 1’amphotéricine B des souches de
Candida isolées a THMIMV et au CHU Avicenne.
+ D’évaluer les taux de résistance a ’amphotéricine B des souches de Candida isolées

a PHMIMYV et au CHU Avicenne.

Ces objectifs nous permettront de générer des informations ¢épidémiologiques

concernant la prescription de cet antifongique.
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Il. MATERIELS ET METHODES :

II.1. Lieu et période de I'étude :

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

parasitologie/mycologie de I’hopital militaire et d’instruction Mohammed V (HMIMV) sur

une durée de trois mois (mars 2012 — juin 2012).

11.2. Critere d’inclusion :

Toutes les souches Candida isolées des services de réanimation de 'THMIMYV et du

CHU Avicenne de Rabat; a partir d’'une hémoculture ou d’un site périphérique.

I1.3. Méthodologie :

11.3.1 Prélévement :

>

Hémoculture : Le sang est ensemencé directement sur un milieu de culture
mycosis. Le volume du sang est de 10 ml.

Sites périphériques : Sont utilisés pour la détermination de I'index de
colonisation. Les prélévements a pratiquer sont : ’écouvillonnage anal, vaginal,

endobuccal, nasal, axillaire, auriculaire, et prélévement urinaire.

11.3.2 Culture et identification :

>

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

une présence possible de microorganismes viables dans le flacon.
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A partir du flacon positif, I’échantillon est ensuite ensemencé sur milieu
chromogéne candiselect 4™. 1l s’agit d’un milieu de primo-isolement permettant
I’isolement et I’identification directe de C.albicans, espéce de Candida la plus
fréquemment isolée, ainsi que [I’identification présomptive de C.glabrata,
C.tropicalis et C.krusei. La lecture est effectuée aprés une incubation a 37°C
pendant 24 a 48 heures.

Sites périphériques : 1’ensemencement des écouvillons ayant servi aux
prélévements se fait sur milieu chromogéne candiselect 4™. La lecture est

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

11.3.3 Lecture des résultats :

L’identification de Candida albicans se fait directement a la couleur de la colonie, pour

les autres levures, des examens complémentaires sont nécessaires pour identifier I’espéce en

cause. Elle se fait comme suit :

Colonies de couleur rose violet = C. albicans

Colonies turquoises, brillantes, plates a contours réguliers — morphotype lisse (S)
= C. glabrata e==p» confirmation : RTT Glabrata

Colonies turquoises tres intenses, bombées, a contours réguliers — morphotype

lisse (Sy=p» C. tropicalis

Colonies turquoises, d’aspect sec, a contours irréguliers — morphotype rugueux (R)
==> C. krusei : Krusei Color

Colonies blanches E==p» autres especes de levures == galerie biochimique

d’identification Auxacolor.



Figure 1:Identification des espéces de Candida (Photos du laboratoire

de parasitologie mycologie de 'HMIMYV de Rabat)
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I1.3.4 Antifongigramme :

Le but de I’antifongigramme est de déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI) d’une souche fongique vis-a-vis de divers antifongiques pour détecter une éventuelle
résistance. Par définition, la CMI est la plus faible concentration d’antifongique capable de
provoquer une inhibition compléte de la croissance d’une souche donnée aprés une certaine

période d’incubation.

Dans notre étude, sur les especes isolées et identifiées, un antifongigramme est réalisé
afin d’évaluer le taux de résistance des espéces de Candida retrouvées dans les prélévements
aux médicaments antifongiques par identification des valeurs de CMI obtenues. Notre
démarche d’antifongigramme est réalisée par la méthode de diffusion en milieu gélosé des

disques.

» Intérét clinique :

Les disques d’antifongigramme permettent de déterminer la sensibilité des levures du
genre Candida aux agents antifongiques, par une méthode de diffusion en milieu gélosé. Cette
méthode suit une procédure standardisée publice le CLSI/NCCLS. Dans notre travail nous
nous sommes limités a 1’étude de ’amphotéricine B. Les autres antifongiques font 1’objet
d’autres travaux.

» Principe :

Des disques de papier imprégnés avec une concentration déterminée d’antifongique sont
déposés a la surface du milieu de casitone-agar préalablement ensemencé avec un inoculum
calibré, préparé a partir d’une culture pure de la levure a tester. Un gradient de concentration
d’antifongique s’établit autour des disques dans la gélose. Apres incubation, le diametre des
zones d’inhibition observées autour des disques permet de déduire les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de I’antifongique testé pour la souche testée et la catégorisation

clinique : sensible (S), intermédiaire ou résistante (IR).
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» Présentation :

Les disques fabriqués a partir de papier absorbant de qualité supérieure, ont 6.5 mm de
diametre et sont imprégnés d’antifongique a des concentrations précises.

Ces disques sont clairement identifiés par un symbole comportant deux a trois lettres,
suivi de la charge exprimée en ug, imprimées de chaque coté du disque.

Les disques bio-rad sont présentés en cartouche de 50 disques conditionnés en

containers étanches contenant un déshydratant.

Tableau 1: caractéristiques du disque de ’Amphotéricine B.

Charge du disque symbole conditionnement

Amphotéricine B 100 pg AB 100 1 x 50 disques

» Mode opératoire :

Dans cette ¢tude, le milieu recommandé est le Casitone-Agar (milieu prét a ’emploi).
Apres fusion de la gélose au bain-marie bouillant, nous la refroidissons a une température
voisine de 45°C. Nous versons 15ml dans une boite de Petri ronde de 90 mm de diamétre afin
d’obtenir une épaisseur de gélose de 2.4 mm. Aprés solidification, nous laissons sécher 15
min a 37°C avant utilisation.

Nous préparons I’inoculum standardisé correspondant & 10° levure/ml & partir d’une
culture pure de 24 heures des levures genre Candida, obtenue sur milieu d’isolement (gélose
sabouraud chloramphénicol).une 6se calibrée prélevée a partir d’une colonie isolée est mise
en suspension dans 10 ml d’eau distillée stérile. Aprés homogénéisation, nous effectuons une
dilution au 1/10éme de cette suspension en introduisant 1ml (20 gouttes de pipette Pasteur)
dans 9 ml d’eau distillée stérile, afin d’obtenir une suspension finale correspondant a 10°
levures par ml, environ.

Aprées séchage de la gélose 15 minutes a 37°C, nous inondons la boite avec 3 a 5 ml
d’inoculum puis nous retirons ’exces de liquide a la pipette. Ensuite nous séchons les boites
ensemencées pendant 15 minutes a 37°C, les disques d’antifongiques sont appliqués sur la

gélose (a 15 mm de la périphérie de la boite) a ’aide d’une pince.
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Apres application des disques, Une pré-diffusion de 30 minutes a température ambiante
(18-30°C) est effectué¢e avant de placer les boites a 32°C. La durée d’incubation est de 24
heures.

» Lecture et interprétation :

On mesure les diametres des zones d’inhibition apres 24 heures d’incubation. Pour ce
fait la boite est placée sur un fond noir non réfléchissant et on effectue la lecture. Si la
lecture est insuffisante aprés 24 heures d’incubation, la boite est ré incubée 24 heures
supplémentaires avant d’effectuer la lecture a 48 heures.

On mesure les diametres des zones d’inhibition jusqu’aux colonies de tailles normales.
Cependant il est possible d’observer une inhibition partielle de la culture sur les bords des
zones d’inhibition, avec la présence des colonies de petites et moyennes tailles. Ces colonies
ne correspondent pas a des résistants mutants et ne doivent pas €tre prises en compte pour
mesurer les diametres des zones d’inhibition.

Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés avec précision. La correspondance
diametre, concentration minimale inhibitrice (CMI) et catégorisation clinique est résumeée

dans le tableau ci-dessous :

Tableau 2 : interprétation des résultats de I’antifongigramme.

Diameétre de la zone

Disque Charge symbole d'inhibition en mm CMI en pg/ml
S IR S IR
Amphotéricine B 100pg AB 100 > 10 =10 > 1 =1

10
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Figure 2:Lecture des résultats de I'antifongigramme

.(Photos du laboratoire de parasitologie mycologie de 'HMIMYV de Rabat)
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» Controle qualité du test :

Le tableau suivant rassemble les limites acceptables des diamétres d’inhibition obtenus

par diffusion en milieu gélosé pour les souches de référence citées ci-apres :

Tableau 3: souches de contréle qualité de I’antifongigramme.

Limites acceptables des diamétres
. d’inhibition (mm)
Disque Charge symbole
Candida albicans Candida albicans
DP 3153A DP 41RS5FC
Amphotéricine B 100pg AB 100 17-22 17 -23

12
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Ill. RESULTATS :

Durant la période de 1’étude, 96 souches de Candida sp. sont isolées. 94 souches sont
isolées a partir de différents sites périphériques (buccal, nasal, vaginal, rectal...), alors que

seulement deux souches sont isolées a partir d’hémoculture.

hémoculture

sites péripheriques

Figure 3: types de prélévements effectués
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IIl.1. Répartition des especes isolées :
La répartition des espéces montre une prédominance de Candida albicans par rapport a

Candida non albicans.

Tableau 4 : pourcentage des Candidas isolés.

Espéces Nombre Pourcentage %
Candida albicans 50 52.08
Candida non albicans 46 47.92
Total 96 100

47,92; 48%

M Candida albicans

M Candidanon albicans

52,08; 52%

Figure 4: prédominances de Candida albicans sur Candida non albicans parmi les souches isolées

Durant cette étude, nous avons isolé cinq types de Candida, dont I’espéce majoritaire
est Candida albicans avec 50 souches. La répartition globale des souches isolées est figurée

dans le tableau ci-dessous :

15
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Tableau 5 : Répartition des différentes espéces de Candida isolées

Espéces Nombres Pourcentage %
Candida albicans 50 52.08
Candida glabrata 17 17.71
Candida tropicalis 10 10.42
Candida krusei 06 06.25
Candida lusitaniae 02 02.08
Candida sp. 11 11.46
Total 96 100%
™ candida albicans
™ candida glabrata
™ candida tropicalis
™ candida krusei
' candida lusitaniae
' candida sp.

Figure 5: Répartition des différentes espéces de Candida isolées
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IIl.2. Répartitions des espéces selon le type de prélevement :

> Hémocultures :

A partir des hémocultures, seules Candida albicans et Candida glabrata sont isolées.

Tableau 6: pourcentages des espéces de Candida isolées a partir des hémocultures.

espéce nombre pourcentage
Candida albicans 1 50
Candida glabrata 1 50
total 2 100%

» Sites périphériques :

A coté des hémocultures, des sites périphériques ont servi a I’isolement de plusieurs

especes de Candida. Sur 94 prélevements positifs, c’est Candida albicans qui est

majoritairement représentée avec un pourcentage de 52 % suivie de Candida glabrata avec

17%, Candida sp. Occupe la troisieme place avec 12%.

17
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Tableau 7 : pourcentage des espéces de Candida isolées des sites périphériques

Especes Nombres Pourcentage
Candida albicans 49 52.13
Candida glabrata 16 17.02
Candida tropicalis 10 10.64
Candida krusei 06 06.38
Candida lusitaniae 02 02.13
Candida sp. 11 11.70
Total 94 100%

M Candida albicans
4 Candida glabrata
B Candida tropicalis
M Candida krusei

M Candida lusitaniae

B Candida species

Figure 6: Répartition des espéces de Candida isolées des sites périphériques
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I11.3. Sensibilité in vitro a I'amphotéricine B des especes isolées :

La figure 7 décrit I’activité de I’amphotéricine B vis-a-vis de ’ensemble des espéces
isolées. L’antifongique est significativement actif sur Candida. Plus de 91% des isolats sont
sensibles, 8.33% des souches sont intermédiaires ou résistantes. La figure 8, indique la

distribution des diamétres des zones d’inhibition des souches de Candida isolées.

Tableau 8 : pourcentage des souches entrant dans chaque catégorie (sensible, intermédiaire ou
résistante) pour ’ensemble des souches isolées :

Catégorie clinique Nombre Pourcentage
Sensible 88 91.67
Intermédiaire a résistante 8 8.33
Total 96 100%

Pourcentage %

20
10

S I/R

Figure 7: sensibilité des souches de Candida isolées de ’ensemble des prélévements
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25

20

15

nombre de souches

6 7 8 10 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25

Diamétre de la zone d'inhibition en mm

Figure 8: diamétre de la zone d’inhibition

l1l.4. Sensibilité selon le type de prélevement :

> Hémoculture :

L’amphotéricine B est active sur les deux isolats émanant des hémocultures, avec un

diamétre de zone d’inhibition de 12 mm pour C. albicans et 15 mm pour C. glabrata.
» Sites périphériques :

Les souches provenant des différents sites périphériques sont nettement sensibles a
I’amphotéricine B avec un pourcentage de 91.5 %. Seulement 8/94 (8.5 %) des souches

isolées sont intermédiaires ou résistantes.
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Tableau 9 : pourcentage des souches entrant dans chaque catégorie (sensibles, intermédiaires ou
résistantes) isolées a partir des sites périphériques.

Catégorie clinique Nombre Pourcentage %
Sensibles 86 91.5
Intermédiaires ou résistantes 8 8.5
Total 94 100
100
S~ 90
T~ 80
T 70
_ 60 X
5]
50 &
- s 5
g
] 30 3
o 20 =
ﬁ 10
-

sensibles intermidiaires ou résistantes

Figure 9: sensibilité des souches de Candida isolées des sites périphériques
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<+ Site buccal :

Des 45 souches isolées du site buccal, 41 sont sensibles & I’amphotéricine B tandis que

4 sont intermédiaires ou résistantes.

Tableau 10 : nombres et pourcentage des souches de Candida isolées du site buccal

Catégorie clinique Nombre Pourcentage%
Sensibles 41 91.11
Intermédiaires ou résistantes 4 8.89
Total 45 100

Msensibles
MI/R

Figure 10: sensibilité des souches de Candida isolées du site buccal
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=+ Site anal :

Parmi les 15 souches isolées, une souche solitaire est intermédiaire ou résistante.

Tableau 11 : nombres et pourcentages des souches de Candida isolées du site anal

Catégorie clinique Nombre Pourcentage%
Sensibles 14 93.33
Intermédiaires ou résistantes 1 6.67
Total 15 100
M sensible
MI/R

Figure 11: sensibilité des souches de Candida isolées du site anal
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<+ Site nasal :

Des 13 souches isolées, une seule souche est intermédiaire ou résistante.

Tableau 12 : nombres et pourcentages des souches de Candida isolées du site nasal

Catégorie clinique Nombre Pourcentage%
Sensibles 12 92.31
Intermédiaires ou résistantes 1 7.69
Total 13 100

M sensibles
M ]/R

Figure 12: sensibilité des souches de Candida isolées du site nasal
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Pour le reste des sites prélevés (vaginale, urinaire, axillaire, auriculaire), le nombre des

souches sensibles, intermédiaire ou résistantes est représenté dans le tableau 13.

Tableau 13 : sensibilité des souches de Candida isolées des sites urinaire,
vaginal, auriculaire et axillaire

Sensibles I/R
Urine 7 1
Vaginal 5 0
Auriculaire 4 0
Axillaire 3 1

]

S s

S

v 4

2 =R
= 3

g S
=]

=

Urine Vaginal

Auriculaire S
Axillaire /R

Figure 13: sensibilité des souches de Candida isolées des sites urinaire,

vaginal, auriculaire et axillaire
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l1.5. Sensibilité selon les espéces :

L’amphotéricine B est significativement active contre toutes les espeéces de Candida.
Candida krusei et Candida sp sont entiérement sensibles. L’amphotéricine B est plus active
sur Candida albicans (taux de sensibilit¢ = 96%) et Candida glabrata (taux de sensibilité =
88.24%), alors que l’antifongique présente une sensibilit¢ diminuée vis-a-vis de Candida
tropicalis avec un taux de résistance de 20%. Pour Candida lusitaniae, les deux souches sont

intermidiaires ou resistantes.

Tableau 14 : taux de sensibilité a ’amphotéricine B des différentes espéces de Candida

Sensibilité
especes nombre sensibles I/R
N % N %
Candida albicans 50 48 96 2 4
Candida glabrata 17 15 88.24 2 11.76
Candida krusei 6 6 100 0 0
Candida tropicalis 10 8 80 2 20
Candida lusitaniae 2 0 0 2 100
Candida sp. 11 11 100 0 0
100 -
90 -
80 -
© 70 -
g 60 -
<
£ 50 - =S
5 40 - /R
= 30 -
20 -
10 A
O T T T T — T 1
Candida Candida Candida Candida Candida Candida
albicans glabrata  krusei tropicalis lusitaniae sp.

Figure 14: sensibilité a ’amphotéricine B des différentes espéces de Candida
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IV. DISCUSSION :

IV.1. Etude de sensibilité in vitro aux antifongiques:

Les raisons actuelles de recourir a la mise en ceuvre de tests de sensibilité aux

antifongiques sont multiples "*’):

# Une plus grande fréquence des mycoses profondes nosocomiales et
communautaires, du fait de 1’augmentation du nombre de patients a risque
(patients immunodéprimés, procédures médicales invasives, traitements
antibiotiques a large spectre et corticoides, nutrition parentérale, dialyse
péritonéale...).

+ Une plus grande diversit¢ des agents pathogénes, avec I’émergence de
champignons jusque-la peu ou pas incriminés en pathologie humaine.

£ Un plus grand nombre d’antifongiques utilisés plus largement. Des résistances
« naturelles » a certains antifongiques sont connues pour quelques levures. Par
ailleurs, sur certains terrains (sida, transplantation d’organe ou de moelle osseuse,
une thérapeutique de longue durée peut entrainer I’apparition de résistances

secondaires.

Tout ces ¢léments rendent indispensables des méthodes reproductibles et dont les
résultats soit bien corrélées avec la clinique, pour tester la sensibilit¢ des champignons aux

antifongiques.
IV.1.1 Indications et objectifs *':
Les indications de I’antifongigramme sont réservées:

+ Aux infections profondes ou septicémiques ou dans les localisations cutanéo-
muqueuses secondaires a une diffusion systémique, afin de vérifier la sensibilité
de la souche aux antifongiques systémiques.

+ Aux évolutions cliniques défavorables ou en cas d’échec malgré un traitement

adapté et bien conduit.
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%+ Aux levures isolées de malades immunodéprimés ou hospitalisés dans les services
a risques : réanimations médicale, chirurgicale, services d’oncohématologie, de
transplantation d’organes, de néonatologie, quelque soit ’origine de préleévement.
Ce ci permet de vérifier si une résistance aux antifongiques n’apparait pas

secondairement.

En principe les tests de sensibilité in vitro aux antifongiques devraient permettre la
mesure comparative de ’activité des antifongiques. L’évaluation de D’activité potentielle de
nouvelles drogues thérapeutiques et tester les associations antifongiques. La surveillance du

développement des résistances, mais surtout prédire I’évolution clinique sous traitement.

IV.1.2 Moyens d’étude de sensibilité in vitro des antifongiques:

Plusieurs tests sont disponibles, en milieu liquide, semi-gélosé ou en gélosé. Ils sont soit
qualitatifs, classant dans ce cas les isolats en catégories sensibles, intermédiaires ou résistants,
soit quantitatifs, en fournissant une valeur chiffrée de la concentration minimale inhibitrice
(CMI). Le choix d'une technique doit prendre en compte le type de souches fongiques a tester
(souches d'infection ou de colonisation, levures et/ou champignons filamenteux), la nature des
antifongiques a tester et la vérification du degré de corrélation avec les méthodes de référence.
Dans tous les cas lutilisation de souches contréle des qualités spécifiques des
antifongigrammes est indispensable pour valider les conditions techniques et standardiser la

lecture lors de la mise en place de la technique ©*,

1. Méthodes de reférence :

Historiquement, au début des années 1980, une technique a été publiée par un sous-
comité au sein du NCCLS (National committee for clinical laboratory standards). En 1992,

celle-ci a été standardisée puis approuvée en 1997 "7 Actuellement, elle porte le nom de

1371

CLSI (Clinical and laboratory standards institute) Plus récemment, une deuxi¢me

technique a été développée par Eucast (European committee on antibiotic susceptibility

[41]

testing) . Ces deux méthodes de référence internationale ont été standardisées pour

déterminer la sensibilité in vitro des levures et des champignons filamenteux aux

. : 14
antifongiques B7.77.145]

Meéthodologiquement, ces deux techniques sont trés proches,
cependant elles différent par la taille de I'inoculum, la composition du milieu, le temps

d’incubation et la lecture des CMI P¥%>!,
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% Standard américain : Clinical Laboratory Standards Institute (CLSD: "

En 2002, I'Institut Clinique des Laboratoires Standards CLSI, autrefois NCCLS, a
développé une méthode de référence (M27-A2) qui est la méthode de microdilution ou de
macrodilution qui teste la sensibilit¢ de toutes les especes de Candida et de Cryptococcus.
Des valeurs seuils ont ¢été¢ définies et ont permis de classer des souches selon leurs sensibilités
aux antifongiques en trois groupes (sensible, sensible dose dépendant et résistant). Les deux
techniques de micro et macrodilution se ressemblent méthodologiquement mais différent
uniquement par le volume du milieu et le mode de lecture (visuel ou par spectrophotométrie).
Peu d’¢tudes se sont intéressées a comparer les deux approches entre elles, mais dans la
plupart des cas, des pourcentages de concordance ¢élevés des espeéces de Candida vis-a-vis de
I’amphotéricine B, du kétoconazole, du flucytosine et du fluconazole ont été observés. Cette
technique permet 1’obtention des valeurs précises de CMI avec un cotit minime. Cependant, il

s’agit d’'une méthode longue et difficile a réaliser.

% Standard européen : European Committee on Antimicrobial Succeptibility Testing
(EUCAST):

Cette technique présente le méme principe que la méthode CLSI, mais avec quelques

différences. Celles-ci touchent particulierement la composition du milieu de culture utilisé
(RPMI 1640) qui est supplémenté par du glucose 2 %, la densité de 'inoculum est de 1-5x
10° UFC au lieu de 0.5-2.5x 10> UFC "I, Tous ces facteurs permettent une lecture plus
précoce des résultats aprés 24 h d’incubation. Au cours d’une étude comparative avec la
méthode (CLSI), Rodriguez-Tudela et al. Ont établi que les deux procédés sont similaires et
ne posent aucun probléme pour aboutir 4 une standardisation "**. Cependant, Espinel-Ingroff
et al. ont montré que malgré une bonne corrélation entre Eucast et CLSI pour le fuconazole, le
voriconazole (94 a 95 %), I'itraconazole et le posaconazole (90 a 91 %), les valeurs de CMI
obtenues par Eucast sont plus basses que celles obtenues par la méthode de CLSI ce qui

nécessite une rectification des seuils définis par la CLSI !,

Cas particulier: A la différence des azolés et de la flucytosine, il n’existe pas de valeurs

seuils d’interprétation approuvées par la CLSI ou EUCAST concernant ’amphotéricine B.
36,79]

Candida sp. CMI > 1pg/ml "= Résistant
Aspergillus sp. CMI > 1pg/ml == Résistant
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2. Méthodes de routine:

Les techniques de référence sont lourdes et mal adaptées a une utilisation de routine,
mais conduisent a la commercialisation de plusieurs tests de sensibilité automatiques ou semi-
automatiques. Simples d’utilisations, souples et économiquement abordables, ils permettent

d’obtenir des résultats rapides et performants !,

< ATB-Fungus®:

Cette technique permet, dans un milieu semi-solide, de déterminer la sensibilit¢ du
Candida et de Cryptococcus neoformans aux antifongiques dans des conditions trés proches
de la technique de référence de microdilution. La galerie ATB-Fungus comporte 16 paires de
cupule. La premicre paire, Sans antifongique, sert de témoin de croissance. Les 15 suivantes
contiennent cinq ou six antifongiques (selon le modele) a plusieurs concentrations permettant
de déterminer des CMI et /ou des catégories cliniques. Il s’agit d’une méthode reproductible,
facile a interpréter et automatisable. Les CMI sont précises (plusieurs concentrations).
Cependant la Préparation assez longue comprenant plusieurs étapes. La lecture de la
quantification de la croissance est relativement difficile au début et peut varier selon les
personnes donc le résultat dépend de notre jugement. Ce résultat est Parfois peu clair du fait
d’une mauvaise préparation ou d’une incubation inadéquate. Le temps d’incubation est de 24
heures pour toutes les espéces, sauf le Candida glabrata (48 heures). Apres 48 heures, les

cupules de la galerie sont parfois séches et ininterprétables '),

% Méthodes colorimétriques (dérivées de la méthode du NCCLS):

a) Technique du Sensititre YeastOne® :

Sensititre YeastOne®™ (Trek Diagnostic Systems) permet de déterminer la sensibilité des
levures (Candida spp., Cryptococcus neoformans) vis-a-vis de 8 antifongiques : SFC,
amphotéricine B, caspofungine, kétoconazole, fluconazole, itraconazole, voriconazole et

posaconazole [51.92]

. Cette méthode de microdilution en milieu liquide sous forme de plaque
fournit des résultats qualitatifs et quantitatifs sur la concentration minimale inhibitrice (CMI)

des souches testées. Chaque plaque contient 98 séries de dilutions des 8 antifongiques. Les
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puits contiennent aussi un indicateur colorimétrique qui facilite la lecture des CMI. La pousse
du micro-organisme entraine un virage de I’indicateur coloré du bleu au rouge. Alexander et
al. ont étudié la sensibilité de 212 souches de Candida vis-a-vis de huit antifongiques par
Sensititre YeastOne et la méthode CLSI. Ils ont constaté une bonne corrélation entre les deux
méthodes (88 %) pour toutes les espéces de Candida a I’exception de C. glabrata ou une
lecture aprés 24 h d’incubation est recommandée . De méme, Davey ef al. ont trouvé une
bonne corrélation de la méthode colorimétrique (Sensititre YeastOne) avec celle de
microdillution (M27-A) (91,5 %) et ont recommandé une lecture plus rapide apres 24 h
d’incubation pour toutes les levures du genre Candida . Cuenca-Estrella et al. ont observé
que, malgré ’absence de discordance majeure entre les deux techniques, les valeurs de CMI
observées pour I’amphotéricine B par Sensititre YeastOne sont plus élevées que celles
obtenues par Eucast **!. Ainsi, Sensititre YeastOne semble étre comparable avec les méthodes
de référence (NCCLS et Eucast) pour la plupart des antifongiques, facile a interpréter et

rapide pour étre utilisée en routine dans les laboratoires de mycologie ***"!.

b) fungitest®:

Cette technique évalue la croissance des levures en milieu liquide en présence de six
antifongiques tests a deux concentrations différentes (5-fluorocytosine, amphotéricine B,
miconazole, kétoconazole, itraconazole, fluconazole). Le milieu de culture utilis¢ est RPMI
glucosé a 20% et tamponné. Il est additionné¢ d’un indicateur d’oxydoréduction qui traduit la
croissance des levures par virage de sa couleur du bleu en rose "', Les études comparatives,
par rapport a la méthode de référence, montrent une bonne corrélation entre les deux
techniques pour les souches trouvées sensibles par la méthode NCCLS, bien que la corrélation
soit moins bonne pour C. glabrata. En revanche, ces mémes études font état de la faible
capacit¢ du Fungitest pour détecter les souches résistantes : une proportion importante de
souches de C. glabrata intermédiaires ou résistantes par la technique M27 du NCCLS est
retrouvée sensible. De plus, les valeurs des concentrations minimales inhibitrices sont
différentes de celles du NCCLS. L’autre limite de cette technique est qu’elle ne peut doser

que deux valeurs d’antifongique .

32



Etude de la sensibilité in vitro a ’'amphotéricine B de 96 souches de Candida isolées au CHU Ibn Sina

s La technique de diffusion en milieu solide :

a) Disques :

Dans cette méthode, des disques d’antifongiques sont appliqués a la surface d’un milieu
préalablement ensemencé par la souche a tester. La lecture de ce test se fait aussi apres 24 a
48 heures en mesurant le diametre de la zone d’inhibition qui est selon les critéres décrits par
le National committee for clinical laboratory standards M44-A "8, Plusieurs études
comparatives ont été réalisées et ont montré une bonne concordance de cette technique avec la
méthode de référence NCCLS M"Y, Dans une étude comparative entre E-test et la méthode
de diffusion du disque, Lee et al. ont montré une bonne corrélation entre les deux méthodes et

méme avec la méthode de référence CLSI M27-A 131,
b) Comprimés Néo-sensitabsTM :

Il s’agit d’un test de diffusion qui utilise des comprimés d’antifongiques commercialisés
au lieu des disques. Cette méthode a été ¢étudiée en comparaison avec le test de diffusion du

CLSI.

Jusqu’icy, elle a donné des taux acceptables d’accord avec la méthode de diffusion des
disques de référence et les méthodes de dilution en bouillon, dans des essais sur le

fluconazole, le voriconazole, I’itraconazole, et la caspofungine contre Candida ou C.
60,140]

neoformans

Le Néo-sensitabs est une méthode facile a mettre en place et a un potentiel pour le
dépistage d’un grand nombre de souches résistantes. Cependant il présente une mauvaise
corrélation entre les diameétres de la zone d’inhibition et la CMI, aussi ces diamétres ne
permettent pas de différencier entre souche sensible et souche sensible dose dépendante. C’est
la raison pour laquelle les souches résistantes doivent étre confirmées en utilisant une

méthodologie appropriée de la CLST !/,
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s La technique du E-test® :

L’E-test” est une technique quantitative qui teste la sensibilité in vitro des levures et des
champignons filamenteux aux antifongiques. E-test est basée sur le principe de la diffusion en
milieu gélos¢. Il s’agit d’une bandelette en plastique, le verso est imprégné d’un gradient
exponentiel et continu de I’antifongique a tester ; le recto, gradué, représente une échelle de
concentrations permettant la lecture d’une CMI (ug/ml). La bandelette est appliquée a la
surface d’un milieu ensemencé préalablement avec la souche a tester. La CMI est lue au

niveau de ’intersection entre I’ellipse d’inhibition et la bandelette.

Plusieurs études comparatives entre E-test et la méthode de référence ont été réalisées,
parmi les tests disponibles, I’E-test semble plus performant que la méthode CLSI. Concernant
I’amphotéricine B, par cette technique, le seuil de CMI associ¢ a un échec thérapeutique
(traitement des candidémies) a été observé a 0.38g/ml. C’est aussi par cette technique qu’il a
¢té démontré que C. glabrata et C. krusei devrait €tre considérées comme les moins sensibles
vis-a-vis de I’amphotéricine B que les autres especes de Candida avec, respectivement,
seulement 72.5% et 8% des isolats ayant une CMI <1pg/ml "*. E-test est la seule technique,
selon le consensus 2004, qui a été validée et corrélée avec la méthode du NCCLS P¥. Elle a

[65,133]

montré une bonne reproductibilité¢ entre différents laboratoires , une haute simplicité

d’application tout en permettant la détermination quantitative d’une CMI, elle est donc bien
adaptée a une utilisation en routine dans les laboratoires de microbiologie clinique “'%2!,
Cependant, elle présente I’'inconvénient d’une lecture et d’une interprétation délicate en raison
de la fréquence de microcolonies dans I’ellipse d’inhibition (environ 20 % des levures). La
détermination du point final pour les azolés, notamment vis-a-vis de C. glabrata est donc
parfois difficile.

% La méthode Vitek 2 """

Le Vitek 2 est un systeme automatique qui détermine a la fois I’identification fongique
et la lecture de la CMI par spectrophotométrie. Ce systéme, grace a la carte AST-YSO01, teste
la sensibilité in vitro des levures du genre Candida a I’amphotéricine B, au fluconazole, a la
S-fluorocytosine et au voriconazole. Ce test a montré un excellent niveau de standardisation
par la normalisation de tous les facteurs influengant les résultats du test de sensibilité

antifongique, tels que la taille de I'inoculum, la durée et la température d’incubation. Le Vitek
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2 AST-YSOI, une version miniature de la technique du double dilution, est utilis€ pour tester
la sensibilité antifongique par la méthode de microdilution en pg/ml. Ce systéme intégre aussi
un programme informatisé¢ qui valide et interpréte les résultats. Des études préliminaires ont
montré des concordances >90 % avec la méthode de microdilution comparables a celles entre
les méthodes de référence et les autres techniques commercialisées telles que Sensititre
YeastOne et E-test. Des hauts niveaux de reproductibilité et une excellente concordance (>95
%) en comparaison avec la méthode CLSI ont été retrouvés pour le fluconazole,
I’amphotéricine B, la 5-fluorocytosine et le voriconazole. Le systeme Vitek 2 est une
technique qui présente 1’avantage d’étre capable de tester la sensibilité in vitro des souches
dans un intervalle de temps qui varie entre 9,1 et 27,1 h d’incubation (moyenne : 12 a 14 h).
Elle est plus simple que les procédures développées par CLSI ou Eucast et ne nécessite pas
d’équipement spécialisé. Par ailleurs, les nouveaux antifongiques (échinocandines et les

posaconazoles) doivent étre inclus dans ce systéme pour une meilleure décision thérapeutique.

3. Autres méthodes

Plusieurs autres méthodes ont ¢té également utilisées pour tester la sensibilité des
Candida spp. aux antifongiques, telle la cytométrie en flux qui présente un essor considérable
en microbiologie. La sensibilité des isolats cliniques de Candida et Cryptococcus peut €tre
analysée par cytométrie en flux utilisant des sondes fluorescentes comme Fun-1, I’iodure de
propidium et JC-1. Cette méthode permet de déterminer rapidement les profils de sensibilité,
selon le composé antifongique, aprés 1 ou 2 h d’incubation contre 48 h pour les méthodes

classiques "

. En outre, cette méthode peut également fournir des informations sur la
physiologie cellulaire et sur les mécanismes d’action qui pourraient inférer sur les
mécanismes de résistance. Rudensky ef al. ont montré que le test de sensibilité des souches de
Candida spp. au fluconazole par cytométrie en flux directement a partir de flacons

d’hémoculture rend cette méthode de grande fiabilité !

. La cytométrie en flux est une
méthode rapide qui ne nécessite pas de subculture sur gélose, et peut aider rapidement a la
sélection d’un traitement antifongique approprié. De méme une autre alternative, la RSA

(rapid susceptibility assay) qui se base sur les profils de consommation de glucose a été
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utilisée. La RSA mesure la quantit¢ de glucose utilis¢ par les cellules exposées aux
antifongiques par rapport a celles non exposées dans un délai de 6 a 8h. La mesure est le
résultat principalement de I'inhibition de I'utilisation du glucose par mnhibition de la 1,3-
glucane synthase (GS) pour les échinocandines et de I'inhibition de la croissance cellulaire
par altération de la formation de la paroi cellulaire pour les autres antifongiques. Li et al. ont
trouvé une trées bonne concordance entre la méthode de référence et RSA pour
I’amphotéricine B et la 5-fluorocytosine (100 % et 98 % respectivement), mais des faibles
concordances ont été notées pour le fluconazole et Iitraconazole (63,2 et 61,3 %) " et
récemment des pourcentages de concordance ¢€levés ont été obtenus pour les échinocandines
(>90 %) . La RSA semble étre simple, économique et rapide permettant de déterminer les
CMI dans un délai de 8 h. Récemment est apparue une nouvelle approche, le Maldi-Tof MS.
Cette technique est basée sur le suivi des modifications du protéome des cellules de levure
cultivées en présence de différentes concentrations d’antifongiques. Cette technique est
précise et fiable, et en accord avec la méthode de référence CLSI pour des souches de

C. albicans "™,

IV.1.3 Interprétation des résultats de I’antifongigramme :

Facteurs influencant I’interprétation de la CMI : P"

+ Le milieu :

Le milieu utilisé dans les tests de détermination de CMI ne doit pas contenir de
substances qui interférent avec les antifongiques. Par exemple, I’action de la 5-
flucytosine peut étre inhibée par les purines ou les pyrimidines contenues dans certains
tampons (MOPS-tris) : acide morpholine propane sulfonique), les stérols interférent avec les
polyenes. La composition de ’agar varie en fonction de différents fabricants. Le RPMI1640
tamponné pH 7.0 est le milieu de référence utilisé par le NCCLS. Le milieu synthétique HR et
le milieu casitone sont des bonnes alternatives pour évaluer la CMI du fluconazole pour les

levures.
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+ LepH:

Le pH du milieu peut influencer la croissance des levures ou modifier ’activité de
I’antifongique. A pH acide, les valeurs de CMI sont augmentées pour 1’amphotéricine B et les
azolés, mais diminuées pour la 5-FC. Les variations de pH sont neutralisées par 1’adjonction
de tampon.

+ L’inoculum :

L’inoculum peut également influencer les résultats. La technique utilisée pour la
préparation de I'inoculum ainsi que sa taille influencent la valeur de la CMI. La méthode
spectrophotométrique est la plus standardisable. Il semble que la taille idéale soit d’environ
0.5 McFarland a 530 nm.

4 L’incubation : (durée et température)

La durée d’incubation est fonction de la vitesse de croissance de la souche.
L’allongement de la durée d’incubation tend a augmenter la valeur des CMlL.si les CMI de
I’amphotéricine B sont peu modifiées entre 24 et48 heures, les CMI des azolés le sont. Le
NCCLS recommande une incubation de 48 heures pour les Candida. AB Biodisk
recommande la détermination des CMI a 24 heures par la méthode E-test. La température
d’incubation idéale est de 35 °C.

+ L’antifongique :

Les antifongiques sont difficiles a évaluer in vitro, en raison de leurs caractéres
physicochimiques. Certains ne sont pas solubles dans ’eau d’ou la nécessité¢ d’employer des
solvants. En conséquence, il est important que différentes dilutions soit effectuées dans des
solutions adéquates évitant la précipitation du principe actif. Le NCCLS suggere que
I’amphotéricine B et le kétoconazole soient dissouts dans le diméthyl sulfoxide. Plus encore,
I’amphotéricine B et les azolés ont tendance a se détériorer quand ils sont stockés sous forme
diluée ou seéche dans les disques. La toxicité, la voie d’administration, les propriétés
pharmacocinétiques, les interactions médicamenteuses et enfin la capacit€é a parvenir sur le
site de I’infection sont autant de parametres qui compliquent toute corrélation in vitro/in vivo

dans I’analyse des propriétés d’un antifongique.
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1V.1.4 Corrélation in vitro/in vivo :

Il existe une excellente corrélation in vivo/in vitro pour le fluconazole et I’itraconazole
chez les patients infectés par le VIH et présentant une candidose oropharyngée. Il a été de plus
démontré que la résistance au fluconazole survient plus souvent chez les patients infectés par
le VIH avec des lymphocytes CD4 effondrés et qui ont présenté de multiples épisodes de
candidose oropharyngée avec une exposition prolongée au fluconazole. A partir de ces
données cliniques, il a pu étre défini des points finaux, classant les CMI du fluconazole et de
I’itraconazole en sensible (S), sensibilit¢ dose-dépendante (I) et résistante (R). Cependant, il
existe d’importants problemes d’interprétation des CMI, voire une mauvaise corrélation in
vivo/in vitro dans les autres infections fongiques pour le fluconazole et I’itraconazole. Les
résistances a ’amphotéricine B sont difficilement évaluables (CMI > 1 mg/ml). La M27 ne
permet pas de les identifier et C. lusitaniae montre souvent une résistance primaire. Les
résultats suggérant une corrélation sont essentiellement historiques et basés sur des
constructions pharmacocinétiques. Enfin, aucune donnée clinique n’est disponible pour

I’amphotéricine B ni pour les candines **!,

L’¢tude de JH Rex et al. parue en 1995 comparant le fluconazole et ’amphotéricine B
dans le traitement des candidémies chez les patients non neutropéniques illustre bien
I’absence de corrélation clinique et in vitro. La sensibilité in vitro a été testée par la méthode
NCCLS M27 sur 232 souches de Candida sp. isolées a partir d’hémoculture de patients traités
soit par le fluconazole (400 mg/j) soit par I’amphotéricine B (0.5 mg/kg/j). Les CMI pour
I’amphotéricine B sont tres serrées (0.125 a 1 pg/ml) et il n’est pas trouvé d’isolat résistant in
vitro, ni de corrélation entre I’augmentation des CMI et I’échec du traitement. Pour le
fluconazole, les CMI vont de 0.125 a plus de 64 pg/ml Il n’a pas été trouvé la non plus

corrélation entre I’augmentation des CMI et ’échec du traitement "',
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IV.1.5 Complexité de la standardisation des techniques d’évaluation de

sensibilité des antifongiques in vitro [4]:

La difficulté d’interprétation des CMI obtenues par 1’antifongigramme n’est pas seul qui
se heurte a son utilisation et sa pratique. L’antifongigramme est aussi difficile a standardiser.
En effet, ’absence de reproductibilité des CMI entre les laboratoires (variation jusqu’a 50 000
fois) a imposé la nécessité d’obtenir des méthodes standardisées et reproductibles. L’étape de
standardisation de I’antifongigramme a constitué¢ un préliminaire pour le NCCLS, dont le but
initial a ét€é d’obtenir, pour des souches de levures données, des CMI reproductibles non

seulement au sein d’un méme laboratoire mais aussi d’un laboratoire a 1’autre.

En dépit des critiques évoquées, les efforts développés par le NCCLS depuis 1985
restent considérables pour réduire la complexité de cette standardisation. Ces travaux ont
consisté a examiner le role de I’ensemble des variables susceptibles d’intervenir dans la
reproductibilité des résultats, notamment pour les antifongiques azolés qui sont
particuliecrement influencés par les conditions environnementales: densit¢ de 1’inoculum,
temps et température d’incubation, composition du milieu, « endpoints ». Cette stratégie a
abouti a la publication de documents définissant les conditions opératoires pour les levures
(M27-A juin 1997) et qui servant aujourd’hui de référence. Cette méthode standard est

toutefois lourde, et de nouvelles approches ont été proposées :

+ Utilisation de nouveau milieu : RPMI et glucose, Casitone®;
+ Méthode de microdilution ;
+ E-test (bonne alternative) ;

+ Milieu antibiotique 3 pour révéler les résistances a ’amphotéricine B.

Effectivement, comme la méthode M27-A ne fait pas clairement la différence entre les
levures qui sont sensibles et celles qui sont potentiellement résistantes a ’amphotéricine B, le
remplacement du bouillon RPMI-1640 standard par le milieu antibiotique 3 a ¢été suggéré

pour la détermination de la CMI de ’amphotéricine B.
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Pour le NCCLS T’objectif n’était pas de proposer une méthode destinée a €tre utilisée en
pratiques courante au laboratoire. Mais le but princeps était, outre I’obtention de résultats
reproductibles et la définition de souches controles, de constituer une référence pour
I’évaluation des autres méthodes existantes. La macrométhode initiale devant ensuite évaluer
vers une trousse de routine avec un format en microdilution plus pratique. Par ailleurs, divers
problemes ont surgi tels que le phénomene de traine. Des problémes qui devraient étre

corrigés et faire I’objet de nouvelles recommandations du NCCLS.
IV.1.6 Etude de la sensibilité des associations des antifongiques [68]:
Les objectifs des associations antifongiques sont multiples :

e [’¢largissement du spectre pour couvrir des champignons intrinséquement résistants
ou de sensibilit¢ diminuée aux antifongiques;

e J'augmentation de D’efficacité, par l'utilisation de modes d’actions ou propriétés
pharmacocinétiques différents, ou par le biais de I’augmentation de la pénétration
ou I’inhibition de la sortie d’une substance par une autre ;

e la prévention de I’émergence de résistances sous traitement. Cependant, les
inconvénients des associations sont nombreux : cumul des toxicités de plusieurs
classes médicamenteuses, majoration des interactions médicamenteuses, risques

d’antagonisme in vivo, colt éleve.

La standardisation des techniques d’études des associations antifongiques au laboratoire
permet d’établir des corrélations in vitro/in vivo, méme si celles-ci sont encore mal évaluées.
L’¢étude des associations in vitro repose principalement sur la méthode de 1’échiquier en
milieu liquide avec mesure du FIC index (fractional inhibitory concentration). Cet index
exprime le niveau d’interaction d’un antifongique A avec un antifongique B. il est calculé par
la formule suivante ou CMI associée et CMI seule correspondent respectivement aux CMI des

antifongiques A et B en association et lorsqu’ils sont testés seules.
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CMI A associée i CMI B associée
CMI A seule CMI B seule

FIC index =

On distingue ainsi les associations synergiques (FIC<0,5), indifférentes (FIC =1 a 4) et
antagonistes (FIC > 4).

Tableau 15: Etude in vitro des associations antifongiques sur Candida sp. (2003-2005)

Associations synergie indifférence antagonisme
Amphotéricine B + fluconazole 0 0 +
Amphotéricine B + voriconazole + t 0
Amphotéricine B + posaconazole + + 0
Amphotéricine B + caspofungine + 0 0
Amphotéricine B +5-flucytosine i + 0
Caspofungine + flucytosine 0 + 0
Fluconazole + 5-flucytosine 0 0 o
Voriconazole+5-flucytosine * o 0

L’apport des modeles animaux est essentiel dans 1’évaluation des associations, mais
leurs limites sont nombreuses, et il est souvent difficile d’extrapoler des résultats de 1’animal

a ’homme.
IV.1.7 Evaluation de la pratique de I’antifongigramme :

Le développement de nouveaux antifongiques a ¢largi les possibilités thérapeutiques et
en conséquence créé une demande de tests de sensibilité de la part des cliniciens. Cela a remis
a lordre du jour, les questions de fiabilité¢, de pertinence et de modalité¢ de réalisation de
Iantifongigramme. Du fait de I’existence de plusieurs méthodes, commercialisées ou non,
permettant de réaliser un antifongigramme, le choix d’une méthode de routine et fiable de la

part du biologiste s’est compliqué.

41




Etude de la sensibilité in vitro a ’'amphotéricine B de 96 souches de Candida isolées au CHU Ibn Sina

Les microbiologistes du college de bactériologie virologie hygiéne (ColBVH) ont
souhaité engager une réflexion sur ce théme et réaliser une évaluation des pratiques au sein du
groupe!'”!. Plusieurs études ont été menées par ce centre visant a faciliter le choix d’une
méthode de routine fiable d’antifongigramme, face a une demande de plus en plus fréquente
des cliniciens en ce qui concerne I’identification rapide de la souche isolée et de sa sensibilité

vis-a-vis des principaux antifongiques utilisés.

Le ColBVH est un réseau de 209 microbiologistes, répartis dans 193 hopitaux non
universitaires, couvrant géographiquement I’ensemble du territoire frangais. Une enquéte
rétrospective au moyen d’un questionnaire, portant sur I’année 2002, a été proposée aux
membres du réseau, afin d’évaluer D’activit¢ mycologique par rapport a I’ensemble de
I’activit¢é microbiologique, la quantité d’antifongigramme réalisée, leurs indications, les
molécules testées, les méthodologies utilisées, ainsi que les difficultés et attentes des

microbiologistes pour la pratique de leur activité.

Parmi les hopitaux du ColBVH, 32 % ont répondu a I’enquéte, ce qui représente
environ 40 000 lits. L activit¢ mycologique est variable d’un centre a I’autre. En moyenne, les
isolements fongiques représentent 10,8 % des isolements microbiens, et les antifongigrammes
représentent 2 % des études de sensibilité ; I’antifongigramme est pratiqué dans 11,3 % des
cas, contre 68,4 % des cas pour I’antibiogramme, soit en moyenne 82 antifongigrammes par
hopital en 2002. 38% des répondants ne réalisent pas d’antifongigramme dans leur

laboratoire: 26 % les transmettent a un laboratoire spécialisé, 12 % n’en pratiquent jamais.
Les principales raisons évoquées pour cela sont :

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

+ la notion d’absence de technique valide en routine (52 %) ;

+ [’absence d’indications cliniques (35 %) ;

+ le sentiment d’incompétence pour le choix de la méthode a utiliser et des
antifongiques a tester ; (17 et 9 % respectivement) ;

+ les indications et [Dinterprétation de [I’antifongigramme (13 et 4 %,
respectivement) ;

+ le colt en matériel ou en personnel (9 %).
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Parmi les 88 % de répondants qui pratiquent ou transmettent au moins un
antifongigramme par an, les espéces testées appartiennent essentiellement au genre Candida.
L’antifongigramme est effectué¢ en fonction de divers criteéres biologiques ou cliniques variés,

souvent a la demande du clinicien.

Concernant les indications de I’antifongigramme, hormis les sept laboratoires qui,
quelle que soit I’indication potentielle, ne font ni ne transmettent aucun antifongigramme au
moment de I’enquéte, la décision de réaliser ’antifongigramme est globalement fondée sur un
ensemble de critéres intégrant a la fois I'espéce de Candida impliquée, la nature du
prélevement, des critéres microbiologiques et le contexte clinique (76 % des cas), mais aussi
la demande du clinicien (23 % des cas). Aucun laboratoire ne réalise systématiquement
I’antifongigramme. L’espece de Candida n’est pas un critére décisionnel dans 27 % des cas ;
elle peut constituer un critére décisionnel, en association au contexte, dans 48 % des cas et
constitue le seul critére décisionnel dans 25 % des cas. Dans ces deux derniéres situations, C.
glabrata (37 %), C. krusei (33 %), C. albicans (32 %), C. tropicalis (26 %), C. dubliniensis
(7 %), C. lusitaniae (7 %) et C. parapsilosis (7 %) sont cités.

La nature du prélevement intervient dans le choix de réalisation de I’antifongigramme.
Il est toujours réalis€ sur 74 % des hémocultures, 48 % des sites stériles autres que les
hémocultures, 23 % des cathéters. Il n’est jamais réalisé sur 8 % des cathéters, 19 % des

urines, 20 % des sites non stériles autres que cutanés et 50 % des prélévements cutanés.

Les méthodes les plus utilisées sont I’ATB Fungus® bioMérieux (56 %) et le Etest® AB
Biodisk (41 %), ou une combinaison de deux ou plusieurs méthodes (38 %), conditionnant le
choix des antifongiques testés en premicre intention : amphotéricine B dans 93 % des cas, le
fluconazole dans 49 % des cas. Les résultats sont interprétés en sensible, intermédiaire,
résistant dans 98 % des cas. Un controle de qualité est utilisé, a intervalles réguliers, par 31 %
des laboratoires. Seules les souches issues d’hémocultures sont conservées par la majorité des

centres.
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Le choix méthodologique de la technique d’antifongigramme a utiliser découle de :

+ un choix fréquemment inapproprié¢ des antifongiques testés, puisque la plupart des
systémes commercialisés ne permettent pas de tester I’ensemble des antifongiques
d’action systémique ;

+ la nécessité fréquente d’associer au moins deux techniques afin de pallier
I’absence de certaines molécules dans les galeries commercialisées ;

+ une catégorisation clinique de type sensible, intermédiaire et résistant quasi
systématique, fondée sur les recommandations du fournisseur, et ce méme en
I’absence de seuils de sensibilit¢ définis et valides pour un certain nombre de

couples champignon/antifongique et de situations cliniques.

Concernant les attitudes des praticiens face a I’antifongigramme, Plus de 80 % des
participants ressentent un sentiment d’incompétence totale ou partielle, que ce soit en ce qui
concerne les indications, le choix de la méthode d’antifongigramme, le choix des
antifongiques a tester, la réalisation technique, la lecture, ou [Iinterprétation de
Pantifongigramme. Enfin, 95% des répondants sont fortement demandeurs de
recommandations consensuelles concernant les indications, la réalisation et I’interprétation de
I’antifongigramme.

A travers cette enquéte, un sentiment d’incompétence vis-a-vis de la pratique de
I’antifongigramme se dégage, ce qui limite sans doute son utilisation dans les hdpitaux, de
plus une connaissance insuffisante des méthodes disponibles et de leur validité est
effectivement mise en évidence, la diffusion de recommandations simples plébiscitées par les
biologistes serait sans doute le moyen a travers lequel ils pourront choisir la technique
appropriée pour I’évaluation in vitro de la sensibilit¢ aux antifongiques. Des évolutions
techniques et un certain nombre de recommandations sont disponibles depuis la période de

cette enquéte, mais I’antifongigramme est un sujet qui retient toujours autant I'intérét des

biologistes et des cliniciens.
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IV.2. Amphotéricine B :
IV.2.1 Chimie

L’amphotéricine B ou I’acide carboxylique de [1R(1R, 3S, 5R, 6R, 9R, 11R, 158, 16R,
17R, 18S, 19E, 21E, 23E, 25E, 27E, 29E, 31E, 33R, 35S, 36R, 37S)]-33-[(3-amino-3,6-
didésoxy-B-D-mannopyranosyl) oxy]-14, 39- dioxabicyclo [33.3.1] nonatriaconta-19, 21, 23,
25, 27, 29, 31-heptane-36, de poids moléculaire 924.11[24], est un antifongique isol¢ a partir
d’une culture de Streptomyces nodosus (actinomycete) dont la structure a été établie en 1970.
Elle fait partie de la famille des macrolides polyéniques comprenant 200 composes. La
molécule est constituée d'un grand cycle lactonique de 37 atomes de carbone.
L’amphotéricine B possede sur un c6té de ce cycle un systéme rigide de 7 doubles liaisons
conjuguées en position frans qui lui confére un caractére hydrophobe. Sur l'autre coté du
cycle, on retrouve de nombreux groupements hydroxyles, ce qui confére a la molécule un
caractere hydrophile. L'amphotéricine B est donc une molécule amphiphile. Sa structure se

compléte par la présence d'un sucre amingé, la mycosamine, ainsi qu'un groupement carboxyle.

L’amphotéricine B se répartit schématiquement en trois formes : une forme agrégée
responsable de la toxicité et une forme oligomérique (essentiellement dimére) douée d’une
moindre toxicité et une forme monomérique de faible toxicité¢, a l'origine de l'activité
antifongique. Dans un milieu aqueux, l'agrégation des molécules sous formes toxiques va étre
favorisée. La solubilisation de l'amphotéricine B en milieu lipidique permet de favoriser la

o 1
forme monomérique [31.95]

HO HH OH HO HH OH

Figure 15: structure chimique de ’amphotéricine B.
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IV.2.2 Activité pharmacologiques :
+  Mode d’action :

L’amphotéricine B a pour cible l'ergostérol, le principal composant de la membrane
plasmique des champignons. Leur caractere amphotére lui permet de s'associer a la bicouche
lipidique de la membrane fongique, en formant des pores. Les données de résonnance
magnétique nucléaire indiquent que 8 molécules d'amphotéricine B s'associent a 8 molécules
d'ergostérol par leur partie polyénique tandis que les faces hydrophiles ménagent un canal
central de 70 a 100 nm de diametre (Figure 16). La formation des pores perturbe ainsi
I’intégrité¢ de la membrane plasmique, augmentant sa perméabilité et conduisant a la sortie du
contenu cytoplasmique et notamment de cations telle qu’une fuite de potassium, de

magnésium et de sucre ou encore I’entrée de sodium pour aboutir 4 la mort de la cellule %,

L’amphotéricine B possede par ailleurs une activité¢ antifongique indirecte, médi€¢e par
les macrophages. L’amphotéricine B potentialise ’action de I'interféron-gamma sur les
macrophages, action qui se traduit par une synthése de tumor necrosis factor (TNF)-a et
I’interleukine (IL)-1, et finalement par une production de monoxyde d’azote (NO). Le NO a

e . . N . 102
une activité antifongique, notamment vis-a-vis de Cryptococcus neoformans. '

Figure 16: Modélisation tridimensionnelle du pore Formé par I'amphotéricine B au sein de la
bicouche lipidique de la membrane fongique,d'apreés Baginski ez al. (1 997)”3].
Amphotéricine B : blanc (H), vert (C), rouge (O), bleu (N); ergosterol : rose.
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£ Spectres d'activités '®!:

L'amphotéricine B présente un spectre tres large qui en fait l'antifongique de référence.
Son activité, fongicide et fongistatique, s'é¢tend a la plupart des champignons responsables
d'infections invasives. Son spectre inclut les levures, les champignons dimorphiques et les
champignons filamenteux. Elle est active sur la plupart des Candida sp et des Aspergillus sp.
Certains Candida tels que C. lusitaniae, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei sont moins
sensibles, de méme que A. terreus. D'autres espéces sont sensibles : Crytococcus neoformans,
Absidia sp, certains Basidiobolus, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, certains
Conidiobolus, Histoplasma capsulatum, Mucor sp, Paracoccidioides brasiliensis, Rhizopus

sp, Rhodotorula sp et Sporothrix schenckii dans la sporotrichose disséminée.

L'amphotéricine B démontre une activité faible ou relative contre les agents
responsables de mycoses systémiques suivants : Candida non albicans, en particulier C.
parapsilosis, A. Fumigatus, d'autres Conidiobolus, d'autres Basidiobolus, Sporothrix schenckii
dans la sporotrichose lymphocutanée, Coccidioides immitis dans les atteintes pulmonaires
diffuses.

L'activité¢ in vitro des formulations lipidiques de l'amphotéricine B sur les souches
fongiques pathogenes sont comparables a celle de l'amphotéricine B conventionnelle. La
résistance primaire a l'amphotéricine B concerne les agents des dermatomycoses comme
Scedosporium sp. Les résistances acquises sont extrémement rares apres plusieurs décennies
d'utilisation clinique, et concernent quelques souches de C. albicans ou C. non albicans
isolées chez des patients immunodéprimés.

91,

IV.2.3 Formulations galéniques
L’amphotéricine B se présente sous forme de :
+ Amphotéricine B désoxycholate :

C’est la formulation la plus ancienne (Fungizone®) utilisée depuis le début des années
1960. En raison de son caracteére insoluble dans ’eau a pH neutre, ’amphotéricine B est
associée au désoxycholate de sodium pour obtenir une préparation soluble dans 1’eau ou dans

le soluté glucosé a 5%.
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4+ Complexe lipidique d’amphotéricine B (ABLC, amphotericin B lipid

complex ou Abelcet®) :

Il s’agit d’une suspension de I’amphotéricine B complexée avec deux phospholipides
(dimyristoyl phosphatidylcholine et dimyristoyl phosphatidylglycérol, selon un ratio de 1 : 3).

Les particules forment des rubans de 1 600 a 6 000 nm de long.
+ Amphotéricine B incorporée dans des liposomes (Ambisome®) :

Dans cette formulation, ’amphotéricine B est encapsulée dans des liposomes sphériques
et insérée dans une bicouche lipidique composée de cholestérols et de phospholipides.
L’Ambisome® correspond & une formulation lipidique d’amphotéricine B incorporée dans des
liposomes unilamellaires. Ces liposomes sont constitués de phosphatidylcholine hydrogéné,
de cholestérol et de distéaroyl phosphatidylglycérol, selon un rapport de 2/1/0,8. Ils forment

des spheres de 80 nm de diametre.

+ Amphotéricine B en dispersion colloidale (ABCD, amphotericin B colloidal

dispersion ou Amphotec®) :

Elle correspond a une dispersion colloidale (amphotericin B colloidal dispersion
[ABCD]), composée d’amphotéricine B lice a du sulfate de cholestérol, selon un mélange
¢quimolaire. Les particules ont une forme de disque de 120 a 140 nm de diametre et de 4 nm
d’épaisseur. Elle est commercialisée sous le nom d’Amphocil® en Europe et d’Amphotec®

aux Etats-Unis.
+ Amphotéricine B associée a intralipide®:

Il s’agit d’une dilution directe et simple de I"amphotéricine B conventionnelle dans en
émulsion lipidique (Intralipide” a 20 %) formant des micelles dont le diamétre est compris
entre 1 et 25 um (en moyenne quatre fois plus larges qu’avec de I'amphotéricine B sous

forme de désoxycholate de sodium).
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Tableau 16 : Composition des différentes formulations lipidiques d’amphotéricine B (complexes

lipidiques (Abelcet®) ABLC, liposomes (AmBisome®) LAMB, suspension colloidale

(Amphocil®) ABCD) en comparaison avec la forme aqueuse conventionnelle (AMBc). '

Dénomina-tion

Approba-tion

Y%

Vecteur Forme Diamétre en nm
commerciale de la FDA molaire
AmBD Fungizone” 1958 Désoxycholate Micelle 34 <40
Dimyristoyl
®© phosphatidylcholine, Rubans 16004 6000 de
ABLC Abelcet 1995 o 35
Dimyristoyl long
phosphatidylglycérol
Amphocil®/ 120-140 de
ABCD 1996 Sulfate de cholestérol Disque 50 diametre et de 4
Amphotec® 4 énai
épaisseur
Phosphatidylcholine
) ® hydrogéné, Cholestérol, )
LAmB Ambisome 1997 ) Liposome 10 45-80 de
Distéaroyl
) diamétre
phosphatidylglycérol,

IV.2.4 Pharmacodynamie

[102],

4+ Meécanisme d’action :

In vitro, I’amphotéricine B induit une fongicidie concentration dépendante, qui est

nettement perceptible pour une concentration égale a une concentration minimale inhibitrice

(CMI) et qui augmente jusqu’a 32 fois la CMI. A ce niveau de concentration, elle atteint 1 log

CFU/ml/h pour souches particuliecrement sensibles.

In vivo Defficacité de I’amphotéricine B, administrée sous forme de désoxycholate ou

de chacune des formulations lipidiques actuellement commercialisées, est dose dépendante.
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Contrairement aux azolé, I’ajout de sérum au milieu de culture entraine une réduction
de I’activité de I’amphotéricine B, probablement en raison de la nature restrictive de la liaison

de ’amphotéricine B aux lipoprotéines du sérum.

D’une maniere générale 'incorporation de ’amphotéricine B dans un vecteur lipidique
(liposome) a tendance a majorer les CMI de I’amphotéricine B vis a vis des champignons,
ainsi qu’a réduire la vitesse de fongicidie in vitro. Cependant, la dissociation de
I’amphotéricine B a partir de son vecteur lipidique est tres différente in vitro et in vivo.

L’importance clinique de ces observations reste a démontrer.

L’activité de ’amphotéricine B est soumise a un effet inoculum : la CMI vis a vis de
Fusarium spp augmente 10 a 20 fois lorsque I’'inoculum passe de 102 a 105 conidies/L. Cette
observation pourrait expliquer la difficulté a éradiquer I'infection en situation d’inoculum
fort. L’amphotéricine B est moins active sur les champignons en phase stationnaire, surtout
pendant les premicres heures de contact. Il faut trois a cinq fois plus longtemps pour ramener

I’inoculum a un niveau indétectable, selon que cet inoculum est issu d’une culture en phase

exponentielle de croissance ou en phase stationnaire.
+ Effet postantifongique :

L’amphotéricine B induit un effet postantifongique (EPAF) (période pendant laquelle il
existe une inhibition de la croissance du champignon apres exposition a I’antifongique) qui
dépend de la concentration et du temps de contact. Pour des concentrations comprises entre
0,5 et 32 fois la CMI, la durée de cet effet varie entre 0,5 et 10,6 heures vis a vis de Candida

U9 Ta durée de cet effet

spp et de 2,8 a 10,4 heures vis-a-vis de C. neoformans
postantifongique conduit a penser qu’il n’est pas obligatoire d’obtenir une concentration

résiduelle supérieure a la CMI au site de I'infection pour assurer une efficacité maximale.
4+ Pénétration et activité intracellulaire :

L’amphotéricine B desoxycholate (Fungizone®) est active sur Candida albicans en
situation intracellulaire. In vitro, dans les macrophages péritonéaux de souris, la Fungizone®

est capable d’¢éradiquer Candida albicans en 24 heures a une concentration ¢gale a 16 fois la
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CML. En revanche, I’amphotéricine B liposomale (Ambisome™) n’est active sur les germes
intracellulaires qu’aprés une période d’incubation (24 heures), permettant la libération de
I’amphotéricine B a partir des liposomes phagocytés par les macrophages; encore faut-il
atteindre une concentration huit fois supérieure a celle de la Fungizone® pour observer la
méme efficacité. /n vivo, cette moindre activité des formes liposomales est compensée par les

fortes doses, et donc par les concentrations plus élevées qui sont atteintes.

IV.2.5 Pharmacologie de I’amphotéricine B :

1 Pharmacocinétique . 12,3,9,12,15,16,49,55,109,110,155,180]

£ Cinétique de I’amphotéricine B administrée sous forme de Fungizone :

La cinétique de I’amphotéricine B reste trés mal connue en dépit de son utilisation tres

ancienne.

La résorption digestive de I’amphotéricine B est trop faible (< 5%), ’emploi par voie
orale revient a un traitement des candidoses orales ou lorsqu’une décontamination digestive
est nécessaire. Seule ’administration intraveineuse est recommandée comme traitement des

infections fongiques invasives.

La liaison aux protéines plasmatiques (principalement I’albumine et I’acide o;-
glycoprotéine) et aux lipoprotéines sériques est tres élevée. Il en est de méme pour les
lipoprotéines des membranes cellulaires. L’amphotéricine B se lie au cholestérol dans
I’organisme, avec une affinité¢ dix fois plus faible que pour la liaison a I’ergostérol fongique.
Ainsi plus de 95 % de la molécule est sous forme lice dans I’organisme. Pour cette raison

I’amphotéricine n’est pas dialysable.

Les concentrations au pic augmentent proportionnellement a la dose administrée,
jusqu’a atteindre une valeur maximale de 2,5 pgml” et la décroissance des concentrations est
triexponentielle. La distribution suit un mode¢le tricompartimental. L’agent se concentre dans
le foie et a moindre degré dans la rate, les poumons et les reins, avec un volume de
distribution de 4 L.kg". La pénétration intracérébrale et dans le liquide céphalo-rachidien est

extrémement faible (< 5%) et, le plus souvent, elle y est indétectable alors méme qu’elle reste
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le traitement de référence de certaines mycoses graves cérébro-méningées. Les concentrations
dans les liquides inflammatoires (pleévre péritoine, articulations, humeur aqueuse)
correspondent a environ 60 % des concentrations plasmatiques. L’amphotéricine B a

¢galement une faible pénétration au niveau du corps vitré (< 38%) et du liquide amniotique.

Son ¢élimination est principalement tissulaire par dégradation, bien qu’aucun métabolite
n’ait €té a ce jour identifié. L’excrétion biliaire et urinaire sont faibles, inférieure a 20 % et la
demi-vie d’élimination est proche de 15 jours suivant une demi-vie initial de ’ordre de 24 a
48 heures. Aucun ajustement thérapeutique n’est donc nécessaire chez les patients insuffisants
rénaux et/ou hépatiques, bien que Les concentrations sériques obtenues ne sont modifiées ni
par une insuffisance rénale ou hépatique ni par une €puration extrarénale.

+ Cinetique de l'amphotéricine B administrée dans un excipient lipidique :

Elle dépend de la cinétique propre du vecteur lipidique et de la cinétique de libération
de l'amphotéricine B de son vecteur. Les deux phénomenes dépendent a leur tour de la

composition du vecteur et de la taille des particules.

Les vecteurs riches en phospholipides saturés et/ou en cholestérol, comme de
I’ Ambisome® et de I’Amphocil®/Amphotec”, sont peu sensibles & I’hydrolyse par les HDL
(high density lipoproteins) et a ’opsonisation, ce qui leur confére une grande stabilité dans le
compartiment plasmatique ou ’amphotéricine B reste majoritairement associ€ée aux vecteurs
(concentration plasmatique Cyax élevée). Au contraire, I’Abelcet” est rapidement hydrolysé (3
heures) et libére ’amphotéricine B, mais cette hydrolyse est saturable dans la gamme des
doses thérapeutiques. Les liposomes intacts sont captés par les monocytes circulants et les
macrophages du systeme réticuloendothélial, ou I’amphotéricine B est libérée dans les
lysosomes et peut ensuite diffuser.

Globalement, par rapport a la Fungizone®, a doses équivalentes d’amphotéricine B, les
formulations lipidiques induisent des concentrations deux a cinq fois plus élevées dans le foie
et la rate, cinq fois moins ¢levées dans le rein, comparables ou plus ¢levées dans le cerveau.
Au niveau des poumons, I’Abelcet™ produit des concentrations cinq fois plus élevées, alors
que I’Ambisome® et I’Amphocil®/Amphotec” donnent des concentrations plus basses que la

Fungizone®. En ce qui concerne la cinétique plasmatique, la comparaison entre les différentes
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formulations est compliquée par le fait que les concentrations n’évoluent pas
proportionnellement aux doses administrées : elles s’accroissent de manieére supra
proportionnelle pour I’Ambisome”™ (en raison d’une baisse de la clairance et du volume de
distribution), mais de maniere infra proportionnelle pour les autres formulations lipidiques
(par augmentation de la clairance et du volume de distribution). Le tableau 17 résume les
différentes évolutions qui montrent I’influence considérable de la formulation et de la dose
sur la cinétique de I’amphotéricine B. Cependant, la traduction clinique de ces différences
cinétiques reste encore incertaine. Les facteurs de variabilité de la cinétique des formes
lipidiques de ’amphotéricine B ont été encore peu étudiés, et les comparaisons sont difficiles

car les doses varient selon les études, et les effectifs sont trés faibles.

Tableau 17 : Principaux éléments de pharmacocinétique des différentes

formulations galéniques de I’amphotéricine B.

Spécialité Dose Cmax AUC CL
(mg/kg) (mg/L) | (mg/L/h) T (ml/min/kg) V Uke)
Fungizone 1 2 18 +5 24— 48 0,43 4
1 7.3 6.9 25 0.27 0.58
Ambisome 5 57.6 713 17 0.17 0.22
1.2 2,2+0,8 6,7+1,0 | 77+21 2,6+0,6 21+8
Abelcet 5 2,4+0,9 95+1,4 | 173+78 | 73+1,1 131 + 58
Amphocil/ 1 2.2 9.7+4.0 | 28+9 1.5 2.8+0.7
amphotec 5 3 333415 | 28+9 2 4+ 1.6
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Tableau 18: Diffusion tissulaire des différentes formulations lipidiques d'amphotéricine B

(complexes lipidiques (Abelcet®) ABLC, liposomes (AmBisome®) LAmB) en comparaison avec

la forme aqueuse conventionnelle (AMBc) exprimée en png/g

Fungizone * Abelcet P Ambisome ¥
foie 93 196 176
rate 59 290 201
poumon 13 222 17
rein 19 7 23
cerveau ND 1,6 0,56

“Six patients ont regu des doses cumulées allant de 206 mg 3 AmB 2688 mg.
P Un patient ayant recu une transplantation cardiaque trois doses de ABLC (5,3 mg / kg/j)

"Trois patients ayant recu des doses cumulées allant de 820 mg a 3428 mg d'AmBisome.

Dans une autre étude; les concentrations d’amphotéricine B ont été déterminées dans

certains tissus prélevés au moment de I’autopsie de 20 patients dont 7 étaient traités par

I’amphotéricine liposomale (dose cumulée 2739.29 + 3754.24 mg) et 13 ¢étaient traités par

I’amphotéricine B dispersion colloidale. (Dose cumulée 3350.00 + 4211.48 mg) '®4.

Tableau 19: Concentrations tissulaires (ng/g) de ’amphotéricine B colloidale et de

I’amphotéricine B incorporée dans des liposomes

Amphotéricine B colloidale pg/g | Amphotéricine liposomale pg/g
foie 94.42 +60.17 102.81 + 68.72
rate 81.34 +57.97 60.32 +£29.75
poumon 32.62 £22.52 11.63 +£7.70
rein 36.77 +£33.22 11.89 £12.77
cerveau 1.39+£0.77 0.98 £0.75
myocarde 6.21 £5.10 3.18 £3.18
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2. Criteres pharmacocinétiques :

v'  Enfant : 81,170]

Chez l’enfant, la pharmacocinétique de I’amphotéricine B conventionnelle est
caractérisée par une forte variabilité inter-individuelle ainsi qu’une corrélation négative entre
la clairance rapportée au poids et ’age. Des valeurs de clairance rapportées au poids de 0,57 +
0,15 ml/min/kg pour les moins de 9 ans et de 0,24 + 0,02 ml/min/kg pour les plus de 9 ans ont
ainsi €té décrites, contre une valeur moyenne de 0,17 ml/min/kg pour I’adulte. Une analyse
Pharmacocinétique de population plus récente chez 57 enfants agés de 9 mois a 16 ans
atteints de tumeurs malignes a montré qu’a une dose de 1 mg / kg / jour; les nourrissons les
plus jeunes et les plus légers peuvent tre sous-dosés tandis que les enfants les plus agés et les
plus lourds, peuvent avoir un surdosage. Ces phénomenes suggerent la nécessité d’augmenter
les doses en mg/ kg lorsque I’age (ou le poids) diminue. Pour des doses en mg/ kg identiques
a celles utilisées chez I’adulte (0,5-1 mg/kg), les concentrations d’amphotéricine B sont deux
fois plus faibles chez le nourrisson. Dans une petite population des prématurés (age
gestationnel : 27.4 +£5 semaines), la concentration dans le LCR est de I’ordre de 40-90% des

concentrations sé€riques recueillies.

La pharmacocinétique de I’amphotéricine B sous forme de complexes lipidiques a été
étudiée a la posologie de 2,5 mg/ kg chez 6 enfants dgés de 4 & 17 ans "%\, La clairance
moyenne était de 3,64 £ 0,78 ml/min/kg (soit 0,218 £ 4,7 L/h/ kg), ce qui est trés supérieur
aux valeurs retrouvées pour ’amphotéricine B conventionnelle. Ainsi, pour une dose de 2,5
mg/kg/] d’Abelcet®, les concentrations plasmatiques d’amphotéricine B observées sont
inférieures a celles décrites pour la dose de 1-1,5 mg/kg de Fungizone®. Chez le nouveau-né,
la clairance est augmentée environ d’un facteur 2 (0,399 L/h/ kg) et est proportionnelle au
poids, tandis que le volume de distribution est directement proportionnel au poids. L’age
gestationnel n’a par contre pas d’influence sur les paramétres pharmacocinétiques "*'l, De
plus, il ne semble pas y avoir de différence pharmacocinétique majeure entre le nouveau-né et

[181]

I’adulte . Les parametres pharmacocinétiques moyens de I’amphotéricine B administrée

sous forme liposomale sont également trés différents de ceux des deux autres formes !\,
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La clairance et le volume de distribution central de I’amphotéricine B sont en effet
respectivement deux et trois fois plus faibles dans le cas de I’Ambisome® que dans celui de la
Fungizone® "), En conséquence, les concentrations plasmatiques d’amphotéricine B obtenues
apres administration de la forme liposomale sont trés supérieures a celles obtenues apres
administration de la forme conventionnelle. Cependant, comme cela a ¢t¢é montré chez
I’adulte, la majorit¢ de I’amphotéricine B administrée sous forme d’Ambisome” reste
séquestrée dans les liposomes, si bien que la concentration de I’amphotéricine B non
liposomale aprés administration d’Ambisome” est en fait inférieure & celle obtenue aprés
administration de la forme conventionnelle, ce qui est probablement a I’origine la meilleure

tolérance rénale de la forme liposomale.

v’ Rapport entre paramétres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques :

Les études de PK/PD ont itialement été réalisées avec la forme désoxycholate sur des
modgles in vitro et in vivo de candidoses disséminées |"!. Celles-ci ont permis de démontrer
I’importance d’obtenir des concentrations €levées d’amphotéricine B par rapport a la CMI, et
donc d’utiliser de fortes doses pour des schémas d’administration non fractionnés (caractere
concentration dépendant de Dl’activité antifongique). Ces modeles ont également permis de
mettre en évidence la persistance d’un effet antifongique (effet postantifongique), malgré des
concentrations inférieures a la CMI de ’amphotéricine B. L’index PK/PD retenu est donc le
rapport Cpax/CMI, et les auteurs s’orientent vers une valeur cible de celui-ci comprise entre 2
et 4. Cet index et sa cible ont été confirmés dans des modéles d’aspergillose 72!, Ces résultats
montrent que les relations pharmacodynamiques de I’amphotéricine B sont similaires pour les
Candida et les Aspergillus.

Une étude récente en pédiatrie !

nous amene a nous interroger sur la valeur cible
définie dans les modeles in vitro et in vivo chez ’homme. En effet, dans cette étude portant
sur un faible nombre d’enfants traités par amphotéricine B liposomale (n = 10), le succes
clinique est obtenu pour un rapport Cp.x/CMI supérieur a 40. La réponse compléte est obtenue
pour des valeurs d’index Cp./CMI significativement supérieures (moyenne + ET : 67,9 +

17,5) aux valeurs retrouvées chez les enfants présentant une réponse partielle (40,2 + 13,3).
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L’¢tude de la PK de I’amphotéricine B liposomale chez des patients neutropéniques "%

montre que seuls les schémas posologiques supérieurs a 5 mg/kg sont capables d’aboutir a des
concentrations sériques supérieures a 40 mg/L. Il faut bien évidemment relier cette
concentration a la CMI du champignon ou de la levure considérée. Le suivi thérapeutique de
I’amphotéricine B n’est pas recommandé de facon systématique. Ponctuellement, il peut étre
intéressant de réaliser un suivi thérapeutique au pic afin d’évaluer le rapport Cn./CMI. Le
dosage de la concentration résiduelle peut mettre en évidence une accumulation du

;1 124
médicament 24,

3. Interactions medicamenteuses:

L’amphotéricine B ne présente pas d’interaction significative avec les autres
médicaments : les risques d’interactions sont liés aux effets néphrotoxiques, hypokaliémiques
et hématotoxiques de I’amphotéricine B elle-méme. La prescription d’amphotéricine B est
alors déconseillée avec d’autres médicaments néphrotoxiques, avec les digitaliques et avec les

diurétiques hypokaliémants **4¢!.
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Tableau 20 : Interactions médicamenteuses de I’amphotéricine B

Association

Conséquence

Mesure

Aciclovir

Acide clodronique
Acide zolédronique
Adéfovir
Adriamycine
Adriblastine
AINS

Aminosides
Cidofovir
Ciclosporine
Foscarnet
Ganciclovir
Ifosfamide
Lithium
Méthotrexate
Opacifiants iodés
Organoplatines
Pentamidine
Tacrolimus
Targocid(Teicoplanine)
Ténofovir
Vancomycine

Risque accru de néphrotoxicité

A prendre en compte

Diurétiques
Laxatifs,
Glucocorticoides, Tétracosactide

Hypokaliémants,

Risque majoré d'hypokaliémie
(additif)

Précaution d'emploi : surveillance
kaliémie
+ si besoin correction

Digitaliques 1 toxicité des digitaliques par Précaution d'emploi : surveillance
I'hypokaliémie. kaliémie + ECG
Zidovudine 1 toxicité hématologique Précaution d'emploi : NFS
fréquentes
Risque majoré troubles du rythme
ventriculaire avec torsades de
Sultopride pointes Déconseillé

Relaxants musculaires

1 des effets des relaxants
musculaires

Surveiller signes d’apnée

Transfusions de GB

Toxicité pulmonaire aigué
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1V.2.6 Efficacité clinique :

L’amphotéricine B desoxycholate a la posologie de 0,5 a 1,5 mg/kg/j reste le traitement
de référence de la plupart des mycoses systémiques, notamment chez les immunodéprimés.
Son efficacité est variable suivant la nature de I’agent fongique incriminé et du terrain sous-
jacent : greffes de moelle, transplantations d’organe, hémopathies et cancer, infections par le
virus de I'mmmunodéficience humaine (VIH), corticothérapie, diabéte... Une réponse a
I’amphotéricine B est ainsi observée dans 60 a 80 % des candidémies et seulement 50 % des
candidoses chroniques disséminées, 20 a 83 % des aspergilloses pulmonaires invasives, 70 %
des cryptococcoses, 10 a 50 % des mucormycoses et moins de 30 % des infections

disséminées a Trichosporon .

+ Amphotéricine B en complexe lipidique (Abelcet”) :

L’ABLC a la dose moyenne de 5 mg/kg/j a été évaluée chez 556 patients intolérants ou
en échec de I’amphotéricine B conventionnelle "'l 1"’ ABLC s’accompagne d’une réponse
favorable dans 67 % des candidoses disséminées, 42 % des aspergilloses, 82 % des fusarioses
et 71 % des mucormycoses. Elle entraine respectivement 41 et 57 % de réponse chez les
transplantés de moelle et d’organe. Walsh ef al. ont confirmé ces résultats en pédiatrie (chez
111 enfants), notamment chez les prématurés et nouveau-nés, ou ils rapportent 70 % de
réponse favorable (81 % dans les candidoses et 56 % dans les aspergilloses) '*!. Dans deux
études prospectives et randomisées, I’ABLC semble au moins aussi efficace que

I’amphotéricine B classique "*"!

. Ainsi dans un travail sur 231 ¢épisodes de candidoses
systémiques ou invasives, ’ABLC (a 5 mg/kg/j) donne des résultats équivalents a
I’amphotéricine B conventionnelle (de 0,6 4 1 mg/kg/j) '®!. Sharkey et al. aboutissent & une
conclusion similaire dans les cryptococcoses neuroméningées chez le patient VIH positif avec
86 % de réponse a 5 mg/kg/j d’ABLC (contre respectivement 63 % des 17 patients traités par

0,7 mg/kg/j d’amphotéricine B conventionnelle) "%,
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+ Amphotéricine B incorporée dans des liposomes (Ambisome®) :

Les données concernant I’efficacit¢ de I’amphotéricine B liposomale proviennent
d’études ouvertes et prospectives '“**!"5] Dans les études ouvertes, I’Ambisome” (avec une
posologie usuelle de 1 a 3 mg/kg/j) s’accompagne d’une réponse dans 66 % des aspergilloses
invasives et 81 % des candidoses (chez des patients en échec ou intolérants a I’amphotéricine
B) ", De bons résultats sont également notés en pédiatrie '**!. Deux études concluent a la

1371 ot Pautre dans des

supériorité de I’Ambisome” : I'une dans les neutropénies fébriles
mycoses invasives vari¢es °*, Par ailleurs, il faut souligner qu’Ellis et al. ont comparé deux
posologies quotidiennes d’Ambisome® (1 et 4 mg/kg/j) dans des aspergilloses, avec des taux
de réponse identiques dans les deux groupes . En prophylaxie, I'utilisation d’Ambisome®
peut étre intéressante, comme I’'illustre I’étude de Tollemar et al. chez des transplantés de foie
1581 Dans d’autres groupes 4 risque (greffés de moelle osseuse et sujets neutropéniques), deux

études de prophylaxie se sont révélées négatives (pas de bénéfice en termes d’activité) #1371,

+ Amphotéricine B en dispersion colloidale (Amphocil®/Amphotec”) :

L’efficacité de ’ABCD a tout d’abord été évaluée chez 572 patients (cinq études de
phase I/II) présentant une mycose invasive et un échec et/ou une contre-indication a
I’amphotéricine B (néphrotoxicité de I’amphotéricine B ou insuffisance rénale préexistante)
3], Elle entraine une réponse dans 49 % des aspergilloses invasives "%, 70 % des candidoses
systémiques ou profondes ¥ et 67 % des mucormycoses "*. Le pourcentage de réponse est
de 70 % dans les tumeurs solides et les hémopathies et de 55 % dans les transplantations
(moelle et organe). Une réponse est obtenue dans 50 % des cas d’échec de I’amphotéricine B
conventionnelle et dans 61 % des cas de néphrotoxicité de I’amphotéricine B. Dans ces
¢tudes, la dose optimale d’ABCD semble étre de 3 et 4 mg/kg/j.

L’efficacité de ’ABCD est confirmée par deux études randomisées. Ainsi dans les

aspergilloses invasives, Bowden et al. rapportent 52 % de bonnes réponses avec 6 mg/kg/

d’ABCD versus 51 % avec 1 a 1,5 mg/kg/j d’amphotéricine B *2!

fébriles, White ef al. observent 50 % de réponse a 4 mg/kg/j d’ABCD versus 43 % a 0,8
B 17711

. Dans les neutropénies

mg/kg/j d’amphotéricine
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IV.2.7 Tolérance de I’amphotéricine B :

1. Effets indésirables:

+ Amphotéricine B conventionnelle:

v’ Réactions immédiates: ">+
En général, l'incidence des effets indésirables causés par le traitement avec

I’amphotéricine B Desoxycholate est élevée:

Des réactions d’intolérance immédiates sont observées chez 70 a 90 % des patients.
Elles sont marquées par la fievre et des frissons (30 a 50 % des traitements), liées a une
stimulation directe de la libération de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, de
Prostaglandines E2 et d’IL-1) par les cellules phagocytaires mononucléaires, Parfois
accompagnés des céphalées, des nausées (20 %), des vomissements et des diarrhées. Ces
effets peuvent étre réduits par l'administration avant le traitement des antipyrétiques, des
antihistaminiques et / ou antiémétiques. Parmi les autres manifestations directement
rattachées a I’administration d’amphotéricine B, il convient également de noter des effets
Hypotensives, des bouffées vasomotrices, rashs cutanés, troubles visuels, troubles
vestibulaires, convulsions. Des troubles pulmonaires sont exceptionnellement rapportés.
Expérimentalement, 1'amphotéricine B augmente la perméabilité de l'endothélium pulmonaire

et la production de radicaux oxydants, ainsi que la pression artérielle pulmonaire.

L’amphotéricine B est irritante et peut produire des thrombophlébites au site
d’injection. L'extravasation du médicament peut donner lieu & une nécrose tissulaire.
L’incidence peut €tre réduite en respectant : les concentrations maximales recommandées, une
durée minimale d’administration de 4 heures, en variant les sites d’administration, et

notamment en utilisant un site veineux a gros débit sanguin, une voie veineuse centrale.

Bien que rares, des réactions allergiques séveres, jusqu’au choc anaphylactique peuvent
survenir. Elles sont détectées par I’administration du premier milligramme d’amphotéricine B
avec prudence, donc lentement, sous surveillance étroite. Si aucune réaction d’intolérance
n’apparait durant les 30 premicres minutes, le risque de choc peut en principe €tre écarté, et la

perfusion étre menée a son terme.
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v’ Réactions hématologiques: %4138l

Une anémie normocytaire normochrome est relativement fréquente. Elle survient chez
75% des patients traités par ’amphotéricine B, suite a une toxicité directe sur les cellules
souches hématopoiétiques (moelle osseuse), a une baisse de la production d’érythropoiétine et
¢galement a une apoptose érythrocytaire. Elle peut survenir jusqu’a une dizaine de semaines
apres ’instauration du traitement. Cette anémie doit €tre dépistée en réalisant une numération-
formule sanguine une fois par semaine. Une leucopénie et/ou une thrombopénie peuvent
rarement survenir voire exceptionnellement une agranulocytose.

v" Néphrotoxicité:

- Epidémiologie:

Dans une premiére étude large datant de 1964 1*°!, 83% des patients, sur un total de 81,
développaient une insuffisance rénale (créatinine > 15 mg/l) pendant un traitement par
amphotéricine B. D’autres rapportent une baisse du débit de filtration glomérulaire de 40%
chez presque 100% des patients dans les deux a trois premires semaines de traitement 7!,
Dans les études les plus récentes, une IRA définie par un doublement de la créatininémie a été
observée chez 40 a 60% des patients "*'7. De plus 20 4 90% des patients développeront une

hypokaliémie *7.

L’insuffisance rénale est le plus souvent réversible. La persistance d’une insuffisance
rénale chronique est dose dépendante. Elle est observée avec une fréquence de 44% chez les

patients ayant regu plus de 4 g et 17% a moins de 4 g en dose cumulée d’amphotéricine B.

Les facteurs de risque de cette néphropathie ont été étudiés dans une étude cas-controle
sur cent treize patients. Trente cinq patients (31%) ont présenté une insuffisance rénale définie
par une augmentation de 100% de la créatininémie pendant le traitement par amphotéricine B.
Les facteurs de risque identifiés sont une dose journaliere élevée (risque augmenté d’un
facteur 1,8 pour chaque augmentation de dose de 0,1 mg/kg/j), I'utilisation de diurétique et
une fonction rénale anormale avant traitement. Les autres facteurs de risque sont ceux usuels
pour tous les médicaments néphrotoxiques (déshydratation, autres traitements néphrotoxiques,

hypovolémie efficace) 7!,
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- Présentation clinigue " :

Les manifestations rénales sont le principal effet secondaire de I’amphotéricine B
conventionnelle. L’amphotéricine B induit des anomalies de type glomérulaire et tubulaire.
Les manifestations biologiques incluent une insuffisance rénale, une acidose tubulaire, une
diminution des capacités de concentration des wurines (polyurie) et des anomalies
électrolytiques essentiellement la forme d’une acidose, d’une hypokaliémie et d’une
hypomagnésémie. L’ insuffisance rénale survient le plus souvent apres une a deux semaines de
traitement. L’arrét du traitement conduit classiquement chez la plupart des patients qui
survivent a une normalisation de la créatininémie. Il faut souligner que la survenue d’une
insuffisance rénale est chez ces patients, un facteur de Co-morbidité importante. En effet,
chez le patient msuffisant rénal dialysé, du fait d’une toxicit¢ de I’amphotéricine B, la

mortalité est multipliée par trois.

L’acidose tubulaire qui est caractérisée par une baisse de la réserve alcaline (HCOs") est
dose dépendante. Elle a été retrouvée dans 100% des cas chez six patients ayant re¢u une dose
cumulée supérieure a 1 g. Inversement pour une dose cumulative < 1 g, son incidence a été
¢valuée a moins de 2% sur 194 patients. Elle précéde la diminution du débit de filtration
glomérulaire indiquant que cette acidose reste indépendante de I’apparition de I’insuffisance

rénale. Ce trouble est le plus souvent réversible a I’arrét du traitement.

Le défaut du pouvoir de concentration des urines est ’effet secondaire rénal le plus
fréquent. Cette altération survient en dehors de toute insuffisance rénale aprés une a deux
semaines de traitement. Elle reflete la toxicité tubulaire de I’amphotéricine B et peut donc
survenir sans altération de la fonction rénale. La polyurie est résistante a la vasopressine et est
généralement réversible a Dlarrét du traitement. Elle est fréquemment associée a une

hypokaliémie qui peut elle-méme étre responsable d’une polyurie résistante a la vasopressine.
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L’hypokaliémie est liée a une perte rénale de potassium. Elle est tres fréquemment
rencontrée (20-75%). Chez certains d’entre eux, le maintien d’une kaliémie normale est
difficile et oblige a perfuser jusqu’a 300 mEq de potassium/jour. L’hypokaliémie peut étre
responsable d’effets systémiques (faiblesse, fatigue, crampes, rhabdomyolyse) et
cardiologique (troubles du rythme, mort subite, etc.) mais elle est peut €tre également un

facteur d’aggravation de la toxicité rénale de ’amphotéricine B.

- Physiopathologie:

L’administration de I’amphotéricine B induit une vasoconstriction intra-rénale aigué et

une altération des cellules épithéliales rénales.

Les phénomenes cellulaires semblent étre liés a une fixation de ’amphotéricine B sur
les stérols membranaires au niveau des cellules vasculaires et épithéliales rénales.
L’amphotéricine B se lie au cholestérol membranaire avec cependant une affinité bien
moindre qu’avec I’ergostérol des cellules fongiques. Elle forme ensuite des pores dans la
membrane cytoplasmique ce qui augmente de facon importante la perméabilité membranaire.

Cette action sur les membranes pourrait étre le point de départ des effets néphrotoxiques.

Les 1ésions induites par I’amphotéricine B au niveau cellulaire sont liées a sa liaison au
niveau des stérols de la membrane cellulaire : ergostérol pour la cellule fongique et
cholestérol pour la cellule du mammifére > Dés le début des années 60, des études ont
montré que des antifongiques de cette classe pouvaient induire des altérations de la
perméabilité cellulaire résultant en une fuite des constituants intracellulaires. Il a de plus été
montré que la toxicité de ces antifongiques dépendait de la présence de stérol au niveau de la
membrane cellulaire. Il a donc été proposé que ’amphotéricine B se comporte comme un
pseudo phospholipide qui interagit avec les molécules de stérol causant la formation de pores
aqueux dans la membrane cytoplasmique en augmentant ainsi de facon importante la

perméabilité membranaire **¥1,
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Au niveau du tubule rénal distal, il est donc probable que les effets observés sont liés a
un effet direct de ’amphotéricine B sur la cellule tubulaire. Cette hypothese est confortée par
la constatation que l’amphotéricine B se fixe au niveau de la plupart des tissus '®7¢.
L’altération de la perméabilité de la membrane des cellules de la partie corticale des tubes
collecteurs habituellement imperméables a 1'urée empécherait la présence d’un gradient
d’urée et donc expliquerait les troubles de concentration des urines. De méme, un flux passif
de potassium au niveau des cellules tubulaires distales altérées expliquerait la perte de

potassium.

L’amphotéricine B est également responsable d’une réduction aigué¢ du flux sanguin
rénal et du débit de filtration glomérulaire lorsqu’elle est administrée par voie intraveineuse
ou intra-artérielle. Ceci a été largement démontré chez I’animal **’?!, La premiére anomalie
décrite est une vasoconstriction induite par ’amphotéricine B sur les arteéres rénales chez le

rat et le chien et sur les artérioles glomérulaires afférentes chez le lapin.

Le role important de cet effet vasoconstricteur, dans I’induction de I’insuffisance rénale,
est suggéré par la pauvreté des I€sions histologiques retrouvées lors de ’insuffisance rénale et

le manque de corrélation entre la sévérité de I’insuffisance rénale et les 1ésions histologiques.

Cette vasoconstriction a ¢été rapportée a une stimulation de la balance tubulo-
glomérulaire. Ce phénomene physiologique permet une réduction du débit de filtration
glomérulaire lorsqu’il existe une augmentation de la concentration en NaCl délivrée via le
tubule distal a la macula densa. Cependant, les expériences par microponctions ont montré
que la concentration en ions chlore dans le tubule distal est inchangée lors de I’administration
d’amphotéricine B ce qui suggere I’absence d’activation du rétrocontrdle. Cette
vasoconstriction pourrait aussi €tre liée a une action directe de ’amphotéricine B, effet qui a
été démontré sur les artérioles rénales et non rénales isolées. La suppression de la
vasoconstriction par le vérapamil et en arteére isolée dans une solution sans calcium suggere
fortement un effet dépendant des canaux calciques voltage dépendant. L’altération
membranaire induite par ’amphotéricine B pourrait initialement créer un flux entrant passif
de sodium responsable d’une dépolarisation de la cellule. Cette dépolarisation induirait un
flux entrant de calcium par transport actif au travers de canaux voltage dépendant, flux
responsable d’une vasoconstriction. Parmi les nombreux médiateurs potentiellement
impliqués dans les effets vasculaires de I’amphotéricine B, il faut citer ’endothéline, le

thromboxane A2, le systéme NO et le systéme rénine-angiotensine 47/,
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Tableau 21: effets indésirables de I’amphotéricine B.

Générales

- Fiévre, Frissons, malaise’ perte de poids, bouffées vasomotrices.

Gastro-intestinal

- Anorexie, nausée, vomissement, diarrhées, Dyspepsie, douleurs

abdominales, gastro-entérite hémorragique, Ictére, Insuffisance hépatique

aigué.

Pulmonaire - dyspnée, Bronchospasme, cedéme Pulmonaire non cardiogénique,
Pneumopathie.

Neurologique Céphalées, Convulsions perte d'audition, Acouphénes, Vertiges, trouble de

vision, Diplopie, Neuropathie périphérique, encéphalopathie.

Local Douleur au point d’injection avec ou sans phlébite ou thrombophlébite.

Dermatologique - éruption maculo-papuleuse, prurit.

Allergique Réactions anaphylactiques : cedéme de Quink.

Locomoteur Douleurs généralisées, Arthralgie, Myalgie.

Cardiovasculaire Arrét cardiaque, Arythmies, ICC, Hypertension, Hypotension, Choc.
Hématologique - Anémie Normocytaire normochrome, Thrombopénie, Agranulocytose,
Leucopénie, leucocytose, éosinophilie.

Rénal Altération de la fonction rénale, Azotémie, Elévation de la créatininémie,

hypokaliémie, Hypomagnésémie, L'acidose tubulaire rénale, Néphrocalcinose.
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& Les formulations lipidiques de I’ amphotéricine B : ¥

L’administration d’amphotéricine B (a la dose de 1 mg/kg/j) avec I'Intralipide” permet
de réduire ’incidence de la néphrotoxicité (2/16 versus 9/16), de la fievre et des frissons (5/16
versus 12/16) par rapport a la Fungizone®™ mais 1’amélioration de la tolérance semble

dépendre de la maniere de préparer cette émulsion.

La tolérance de I’Ambisome® a été évaluée chez des patients atteints d’hémopathies
malignes, de tumeurs solides, de sida et chez des patients transplantés (greffes de moelle, de
foie et de rein), a des doses allant de 0,5 a 5 mg/kg/j, et des doses totales cumulées allant
Jusqu’a 16,8 g. Les abandons de traitement en raison des effets indésirables ont été de 3 % des
patients dans une étude, tandis qu’il n’y a pas eu d’abandon dans les deux autres €tudes. La
fréquence des frissons et de la ficvre est extrémement réduite par rapport a celle observée
avec la Fungizone® (1 a 3 % des patients). Une élévation de la créatinine sérique (20 a 30 %
au-dessus de la valeur de départ) a été observée chez 10 a 30 % des patients, mais ces patients
recevaient souvent par ailleurs des médicaments néphrotoxiques (ciclosporine, aminosides,
vancomycine...). De plus, chez certains patients ayant une créatininémie ¢levée en raison d’un
traitement préalable par la Fungizone®, la créatininémie a diminué au cours du traitement par
I’ Ambisome® (15 % des patients dans une étude). Une hypokaliémie a été observée dans 18 a
36 % des cas (la fréquence est la plus élevée lorsque le furosémide est associ€). Enfin, les
enzymes hépatiques ont augmenté (jusqu’a quatre fois la valeur basale) dans environ 30 %
des cas. Globalement, la tolérance est améliorée par rapport a la Fungizone” et permet
d’administrer des doses trois a cing fois plus élevées en moyenne, sans prémédication.
L’amélioration de la tolérance avec I’Abelcet” (a la dose de 5 mg/kg/j) porte surtout sur la
fonction rénale, avec une augmentation de la créatininémie deux a trois fois moins importante
que celle observée sous Fungizone® a4 1 mg/kg/j, une baisse de la créatininémie peut étre
observée sous traitement. En revanche, la fréquence des effets indésirables immédiats (fievre,
frissons, nausées, vomissements) et les abandons de traitement surviennent dans 8 a 15 %

des cas.
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La tolérance de I’Amphocil® a été évaluée a des doses entre 0,5 et 8 mg/kg/j (le plus
souvent 4 ou 6 mg/kg/j). Les effets indésirables les plus fréquents sont les frissons (9 %), la
fievre (7 %), une hypotension (5 %) et une thrombocytopénie (3 %). L’augmentation de la
créatininémie n’a €été observée que dans 1,2 % des cas, et les abandons de traitement ont
représenté 12 % des cas. La prémédication n’est donnée que si la tolérance a une dose test de

5 mg/kg/j n’est pas bonne, et il est recommandé de ne pas dépasser 7,5 mg/kg/j.

2. Contre indications:

Il faut noter que la seule contre-indication absolue de ’amphotéricine B est I’allergie a

un composé de la famille des macrolides polyéniques (moins de 1 %) !,

, . . 24,113
3. Données disponibles sur la grossesse: **'3

L’amphotéricine B traverse le placenta vers la circulation feetale et le liquide
amniotique. Le rapport de concentration sérique foetal/maternel est d'environ: 1/3. Des

concentrations plus ¢élevées ont été mesurées dans le tissu placentaire.

Les études sur I'animal ont montré qu’aucune atteinte tératogéne n'a été révélée lors de
l'emploi de I’amphotéricine B a des doses 2,5 a 10 fois supérieures aux  doses
correspondantes chez ’humain. Selon les données d’une littérature, ’amphotéricine B a traité
une infection intra amniotiques a Candida albicans par une perfusion transcervicale, sans
avoir aucun effet toxique sur le nouveau-né. Bien que chez des femmes enceintes, des
infections fongiques générales ont été traitées avec succes par l'amphotéricine B sans qu'il n'y
ait d'effets patents chez le foetus, ce médicament devrait €tre administré avec prudence
pendant la grossesse et uniquement si ’avantage éventuel pour la mére ’emporte sur le risque

potentiel pour le feetus.

La FDA classe ’amphotéricine B dans la catégorie B selon le risque que comporte son

administration pendant la grossesse.
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4. Données disponibles sur ’allaitement: ">

Les données disponibles sur le passage lact¢ de ’amphotéricine B sont relativement
faibles, basées sur les caractéristiques des produits ; aucune étude n’a été réalisée.
L’amphotéricine B posséde un poids moléculaire important, présente une forte liaison
protéique et une faible biodisponibilit¢ orale. De part ces propri€tés, la probabilit¢ de la

retrouver dans le lait semble faible, de méme que son absorption par I’enfant.

De nouvelles formes de cette molécule ont ét¢ commercialisées pour en limiter les effets
néphrotoxiques et permettre d’augmenter les concentrations thérapeutiques. Il s’agit de la
forme liposomale, dont le passage lacté peut étre également augmenté. De ce fait, on pourrait
penser qu’il vaudrait mieux I’éviter, mais rappelons que ’amphotéricine est largement utilisée
en pédiatrie a fortes doses. Par conséquent, ce ne sont pas les faibles quantités regues via le
lait qui seront néfastes. A I"opposé la forme liée a des phospholipides s’en trouve alourdie,

diminuant les risques de transfert dans le lait.

IV.2.8 Données pharmacoéconomiques:

Le cofit du traitement est un ¢élément important dans la stratégie thérapeutique. Les cofits

journaliers approximatifs sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau 22: Coiit moyen d’une semaine de traitement par des antifongiques (cout d’acquisition):
[75]

AmBD | ABCD | ABLC | LAmB | Itraconazole | Voriconazole | Caspofungine

1 4 5 5 400 mg/j 6mg/kg le 1% 70mg le 1%
Doses mg/kg/i | mg/kg/j | mg/ke/j | mg/kg/j | deux 17 jours jour puis jour puis
puis 200 mg/j 4mg/kg/j 50 mg/j
Cout
hebdomadaire | 260.26 | 3360.00 | 5775.00 | 9231.60 |  1663.83 2550.00 2623.75

estimé (US §)
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Il ressort que ’amphotéricine B de loin reste le traitement le moins onéreux. Cela plaide
en faveur de son utilisation malgré sa toxicité, dans la conférence de consensus francaise de

2004. B8

Cependant, une ¢tude pharmaco économique canadienne a comparé les couts du
voriconazole et de I’amphotéricine B conventionnel dans le traitement de I’aspergillose

. . 14
mvasive [ 8].

Le colit d’acquisition du voriconazole (voric) est supérieur a celui de
I’amphotéricine B conventionnel (AmBD). Néanmoins, le cofit total du traitement avec cet
antifongique est fortement augmenté par les colits impliqués dans la prévention et le
traitement des effets indésirables (réactions liées a la perfusion et toxicité rénale en
particulier), et la nécessité de passer a un autre traitement Antifongique (73,7 % des patients)
en raison de graves effets secondaires ou de réponse déficiente. Méme observation et faite
dans I’étude de Wenzel ez al. """, le coiit total du voriconazole présente une réduction de 10%

par rapport a celui de ’amphotéricine B conventionnelle.

étude canadienne

45000 autre raisons
40000 N

4 hépatotoxicité
35000
30000 4 néphrotoxicité

25000

M réponse déficiente

20000

M effets indésirables immédiats
15000

cout total en dollars $

10000 M antifongique

5000

AmBD voric

Figure 17: Coiits totaux comparés des traitements antifongiques($).

70



Etude de la sensibilité in vitro a ’'amphotéricine B de 96 souches de Candida isolées au CHU Ibn Sina

Les cotits de traitement des toxicités induites par I’amphotéricine B conventionnel sont
suffisamment importantes pour que l'analyse pharmacoéconomique a suggéré que
I’amphotéricine B liposomale moins néphrotoxique serait économique dans certaines

. . , A .« 0. , 2
situations, malgré son codt d’acquisition énorme 7!

. Dans une autre étude pharmaco-
économique, Kuti et al. ®' ont conclu que la différence de coit global de I’'amphotéricine B
en complexe lipidique et I’amphotéricine B liposomale est principalement due aux cofits
d'acquisition différents et que les colts liés au traitement ajoutés (colt d’hospitalisation+
cofits des traitements associés) sont identiques pour les deux formulations.

D’autre part, Wingrad et al. ont effectué une étude comparative du cout total de
I’amphotéricine B traditionnel et de la caspofungine dans le traitement des candidémies '),
Bien que le cout d’acquisition de I’amphotéricine B soit faible, Les auteurs ont conclu que
I'utilisation de la caspofungine en premicre ligne présente une stratégie potentielle

d’économie dans les hopitaux.

Au Maroc, I’amphotéricine B est disponible sous forme de suspension buvable
(Fungizone™) au codt de 52 Dh. La présentation injectable a ’AMM mais n’est pas

disponible dans les CHU.

Dans les services d’hématologie clinique, en cas d’aspergillose pulmonaire, les

cliniciens prescrivent fungizone® (suspension buvable) pour prévenir Iaspergillose invasive.
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IV.3. Résistance:

IV.3.1 Résistances aux antifongiques :
1. Définition:

Le terme « résistance antifongique » désigne la facult¢ que posseéde un champignon a

pouvoir croitre en présence d’un antifongique 7).

2. Types de résistances:

& Résistance microbiologique: (in vitro)

\

Se traduit par la diminution de la sensibilit¢ d’un champignon a un antifongique,
mesurée in vitro par des méthodes appropri€es et standardisées. La concentration minimale

inhibitrice de ’antifongique dépasse la valeur seuil de la sensibilité (breakpoints) du germe.

v’ Primaire:
Le germe se trouve naturellement résistant sans exposition préalable a I’antifongique
N7 La résistance caractérise une espéce donnée et concerne toutes les souches de cette
espece et est programmé sur le génome fongique. Les champignons naturellement sensibles
définissent le "spectre d’activit¢" de Dantifongique ; De nombreuses espéces sont
intrinséquement résistantes; Aspergillus terreus, Scedosporium apiospermum et Fusarium
spp. (a l'amphotéricine B), Candida krusei, Aspergillus spp. (au fluconazole), et Cryptococcus

néoformans et Zygomycetes (a la caspofungine) 7!,

v Secondaire:

Il s’agit d’'un germe qui normalement était sensible a I’antifongique et lui devient
résistant apres ’exposition. La résistance acquise concerne seulement certaines souches dans
une espece considérée habituellement sensible. L’acquisition de mécanismes de résistance se
fait par mutations ou par des modifications de 1’expression des génes codant la cible ou le
transport de I’antifongique. Le développement de la résistance chez des souches C. albicans

et C. neoformans au fluconazole illustre ce type de résistance.
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On distingue également la résistance stable, qui persiste méme en I’absence de
I’antifongique, et la résistance transitoire, épigénetique, licée a la modification transitoire de
I’expression d’un gene. La résistance épigénetique a €té observée apres de courtes périodes de

traitement antifongique "%,

4+ Resistance clinique: (in vivo)

La résistance clinique est définie par la persistance ou la progression de I’infection
malgré une thérapeutique appropriée et jugée. La prédiction de I’évolution clinique pour un
patient ayant une infection fongique est souvent difficile. La sensibilit¢ de la souche isolée
n’est qu'un facteur parmi d’autres. Les facteurs liés a I’hdte ont souvent plus d’impact sur
I’évolution clinique que les tests de sensibilit¢ in vitro: maladies sous-jacentes,
immunodépression, corps étranger (cathéter, valve cardiaque). Il faut également tenir compte
des caractéristiques pharmacocinétiques de I’antifongique: posologie inadaptée, pénétration
insuffisante au site de [IDinfection, liaison aux protéines plasmatiques, interactions

médicamenteuses.

Il ne faut donc pas confondre résistance in vitro et échec thérapeutique. La résistance in
vitro est souvent, mais pas toujours, prédictive d’échec thérapeutique. La sensibilité in vitro

ne prédit pas toujours un succés thérapeutique ¢/,

IV.3.2 Mécanisme de résistance aux antifongiques polyéniques:

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

donc a la survie cellulaire, les alternatives permettant de le substituer sont en nombre limite.
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D'autres travaux ont cependant suggere un autre mécanisme possible expliquant la
résistance aux polyeénes. Yoon et ses collaborateurs ont montre chez C. lusitaniae que la
résistance aux polyenes pouvait €tre la conséquence d'une diminution de l'accessibilité de la

membrane, par modification de la structure de la paroi fongique "**.

Bien que rarement décrits, les mécanismes de résistance acquise ou induite aux
polyenes ont été étudiés chez plusieurs especes fongiques. Il s'agit, a quelques exceptions
prés, d'une diminution du contenu en ergostérol des membranes plasmiques, voire une
absence totale d'ergostérol dans les membranes, par mutation d'un gene codant une enzyme

non indispensable de la voie de biosynthése de l'ergostérol 16%1611,

Les mécanismes moléculaires a 1’origine de la résistance aux polyenes ont été
principalement décrits chez des mutants induits de levures du genre Candida et chez S.
cerevisiae. Ainsi, la délétion du géne ERGI1 chez C. albicans ™" ou du géne ERG3 chez S.

[169]

cerevisiae conduisent a l'obtention de colonies présentant une résistance croisée aux

antifongiques azolés et polyeniques. De méme, l'nactivation du géne ERG6 conduit a une

[183] [78]

résistance a 'amphotéricine B chez C. lusitaniae et chez S. cerevisiae

Toutefois, peu de données concernant les mécanismes de résistance aux antifongiques
polyeniques sont disponibles pour des isolats cliniques de champignons pathogénes et les
¢tudes ont essentiellement porté sur l'espece C. albicans. Ainsi, des travaux ont montré qu'un
déficit en D35,6 désaturase, codée par le géne ERG3, pouvait étre a 1’ origine de la résistance
aux polyenes chez des isolats cliniques de C. albicans prélevés chez des patients atteints de

leucémie ou du SIDAPB61201
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IV.4. Données épidémiologiques :

IV.4.1 Epidémiologie des résistances aux antifongiques de Candida:

L'utilisation intensive de ces molécules a malheureusement conduit a une augmentation
de l'incidence des résistances aux antifongiques. C'est notamment le cas de la 5-fluorocytosine
qui n'est plus administrée qu'en association avec un autre antifongique. De méme, l'utilisation
préférentielle des azolés s'accompagne d'une fréquence élevée de la résistance a ces

antifongiques.

En revanche, Bien que de plus en plus fréquemment rapportée, la résistance aux
polyénes reste un événement relativement rare chez les isolats cliniques de champignons
pathogénes™!. Cette observation est tout d'abord la conséquence directe du mode d'action de
ces antifongiques, leur cible extracellulaire limitant le nombre de mécanismes permettant

d'échapper a leur action.

Cependant, si la résistance aux polyénes reste un événement rare, c'est aussi parce que
la sensibilit¢ aux polyénes des isolats cliniques fongiques n'est pas systématiquement
déterminée et que les méthodes de détermination de sensibilité ne sont pas suffisamment

[134]

standardisées L'incidence de souches résistantes aux polyenes pourrait Etre ainsi

largement sous-estimée.

Si la plupart des espéces fongiques sont considérées comme sensibles aux antifongiques
polyéniques, il semble que certaines especes leur soient naturellement peu sensibles, comme
C. glabrata et C. krusei ™®, deux espéces considérées comme sensibles dose-dépendantes. 11
semble également que certaines especes aient une plus forte propension a développer une
résistance aux polyénes. C'est notamment le cas pour les espéces C. lusitaniae *¥3% et C.
[136]

guilliermondii

Concernant les échinocandines, La résistance est un événement relativement rare 1641

Plus de 99% des isolats de Candida testés sont sensibles '*'?* bien que des cas de résistance

aient déja été identifiés.
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IV.4.2 Facteurs de risques d’émergence des résistances aux antifongiques :

Les études épidémiologiques ont permis d'identifier les facteurs de risque associés a la
résistance aux antifongiques. L'immunodépression profonde et une neutropénie prolongée
jouent un réle primordial. L’immunodépression parait favoriser I’hétérogénéité génétique de

Candida qui accélére le développement de mutants résistants 72,

La pression de sélection due a une prescription accrue des azolés est ¢galement un
facteur essentiel. Les traitements empiriques, qui sont susceptibles d’améliorer le pronostic,
présentent un facteur de risques que le clinicien doit s’entrainer a reconnaitre. Leur
prescription incontrolée a toutefois été incriminée dans le développement et/ou la diffusion de
souches résistantes, et leur utilisation doit étre restreinte a certains groupes de patients
clairement identifiés **!. Une étude américaine a démontré une augmentation de I'utilisation
du fluconazole, de 1990 a 1995, de 16 a 20 fois supérieure chez les patients avec des cultures

191 Cette augmentation de Iutilisation du fluconazole correspond également a une

négatives
augmentation des souches de C. glabrata, pour lesquelles le fluconazole est moins efficace.
D’autres études ont également démontré que I'utilisation empirique du fluconazole provoque
un changement au niveau de la flore des soins intensifs vers des microorganismes plus

résistants 18!,

La Présence d’un corps étranger (cathéter, valve cardiaque) est un facteur essentiel en
favorisant la colonisation et développement de Candida en association avec sa surface %,
Au sein du biofilm formé, les microorganismes sessiles développent des caractéristiques tres
différentes de celles des microorganismes planctoniques (en suspension dans le milieu) : mise
en ceuvre de voies génétiques spécifiques, surexpression des pompes a efflux, modifications
structurales (forme filamenteuse), production d'exopolymeéres (matrice exopolymérique) ...

r \ P ’ . . . . 1
autant de phénoménes qui échappent aux mécanismes d’action des antifongiques °*1%,
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IV.4.3 Evolution de I’épidémiologie des résistances:

1. Intérét de la surveillance:

Depuis ces dernieres années, on note une évolution de I’épidémiologie des résistances
aux différents antifongiques, spécialement aux azolés. La surveillance de la résistance aux

139,142 . r R T
1391421 plusieurs études sont réalisées

antifongiques s’est aujourd’hui généralisée
continuellement dans le but d’évaluer la sensibilit¢ des agents fongiques aux antifongiques,
qu’ils soient anciennement mis sur le marché ou en vue de commercialisation. Dans le
premier cas, I’étude fournit des données sur I’apparition et le profil de résistance des espéces.
Alors que dans le deuxieme, elle évalue I’activité du nouvel antifongique par rapport aux

autres molécules disponibles sur le marché.

L’amélioration de la prise en charge des patients nécessite de connaitre I’évolution
épidémiologique des agents pathogénes et de leur résistance aux différents antifongiques.
Chose qui souligne I'importance de cette surveillance et I'intérét majeur de la réaliser d’une

mani€re constante.

2. Evolution de I’épidémiologie de la résistance aux antifongiques:

&+ Etude SENTRY :

Les données du programme SENTRY, qui a été porté sur deux ans (2006 et 2007) 7!,

afin de surveiller I’épidémiologie des résistances aux antifongiques aupres des centres nord-
américains, sud-américains et européens, indiquent une excellente efficacité in vitro de
I’amphotéricine B contre des isolats cliniques de Candida avec une CMI variante entre < 0.12
et 2 pg/ml. L’antifongique est actif dans les trois aires géographiques avec une sensibilité
oscillante entre 98.9 et 99.9%. Globalement les souches européennes et d’Amérique du nord
sont plus sensibles que celles d’Amérique latine du fait de la présence des souches C.

tropicalis résistantes.
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Figure 18: sensibilité des isolats de Candida a ’amphotéricine B, SENTRY

Par rapport a notre étude, on note une sensibilité diminuée de I’amphotéricine B sur les
souches de Candida isolées. L’amphotéricine B présente une sensibilit¢ de 91,67% dans notre

étude contre plus de 99% dans I’étude de ce programme international.
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Figure 19: comparaison de la sensibilité a I’amphotéricine B de Candida entre I’étude de

PHMIMY et le programme SENTRY.
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Pour C. albicans, C. glabrata et C. tropicalis, le taux de sensibilité retrouvé est inferieur
a celui de ce programme. En revanche C. krusei de notre étude est entierement sensible 100%

contre 93% pour le programme SENTRY.
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Figure 20: comparaison de la sensibilité a I’amphotéricine B vis-a-vis de Candida entre 1I’étude

de PHMIMY et le programme SENTRY

“+ Autres études :

Une étude prospective observationnelle, conduite de janvier & décembre 2004 dans sept
centres hospitaliers universitaires et dix centres hospitaliers non universitaires, membres du
Groupe d’épidémiologie et de recherche en infectiologie clinique du centre-ouest
(GERICCO). L’étude de la sensibilité¢ aux antifongiques des souches de Candida était réalisée
soit par les méthodes de référence du Clinical and Laboratory Standards Institute,
anciennement National Commitee for Clinical Laboratory Standards (CLSI) " ou de
I’European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ', soit par
bandelette E-test.
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La sensibilit¢ a 'amphotéricine B a été testée pour 100 souches de Candida sp. (60
souches de C. albicans, 17 souches de C. glabrata, 12 souches de C. parapsilosis, cinq
souches de C. tropicalis, trois souches de C. krusei, et trois souches appartenant a d’autres
especes dont une souche de C. lusitaniae). Toutes ces souches étaient sensibles in vitro a

I’amphotéricine B, y compris la souche de C. lusitaniae. #3615

Une autre ¢étude, réalisée dans le cadre de I’enquéte annuelle de surveillance des
résistances des hopitaux frangais non universitaires affiliés au College de Bactériologie
Virologie Hygiéne (ColBVH), a été conduite selon une méthodologie conforme aux
recommandations de 'ONERBA. Cette ¢tude a duré un mois en octobre 2004 et a été
proposée a 209 biologistes répartis dans 193 hdopitaux. Chaque centre devait recenser de fagon
prospective les épisodes de septicémies, incluant les candidémies. Les tests de sensibilité aux
antifongiques ont €té réalisés par les biologistes selon leur méthodologie habituelle et ont été

réévalués par technique E-test” (AB Biodisk) sur milieu RPMI (AB Biodisk™).

La répartition des especes au cours de ces 46 €pisodes de candidémies est la suivante :
C. albicans (50%), 13 C. glabrata (28.3%), cinq C. tropicalis (10.9%), trois C. parapsilosis
(6.5%), un C. krusei (2.2%) et un C. kefyr (2.2%).

L’amphotéricine B présente une bonne activité antifongique, néanmoins 2,3% des
souches testées était résistante. Les CMI obtenues avec l'amphotéricine B s’échelonnent de
0,047 a 1pg/ml. C. glabrata est ’espéce qui regroupe par ailleurs la majorité des souches les

moins sensibles a I'amphotéricine B. 1**!

Dans une autre ¢tude dans CHU de Grenoble, murat et al ont analysé la tendance sur
huit ans (de janvier 2003 a janvier 2011) de la sensibilité de C. krusei a ’amphotéricine B. Au
total 200 isolats provenant essentiellement de prélévements de patients de réanimation
(40 %), d’hématologie (10 %) et de pneumologie (8,5 %) sont parvenus au laboratoire de

parasitologie mycologie.
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La CMls était de 0,5 pg/ml et la CMlIyy de 1 pg/ml. Une augmentation significative des
valeurs de CMI entre 2003 et 2011 a été mise en évidence. Les résultats de cette étude

objectivent un niveau de sensibilité¢ de C. krusei a I’ Amphotéricine B trés nettement supérieur

[130]

a celui publi¢ par Pfaller et Diekema . Les isolats présentant une CMI ¢levée sont

essentiellement apparus dans un contexte suggérant plus la diffusion clonale d’une souche de

sensibilité diminuée qu’un effet de pression de sélection antifongique ",
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La mycologie médicale a subi de trés nombreuses évolutions au cours de ces dernieres
décennies. Les infections fongiques systémiques sont devenues une source de morbidité et de
mortalité importantes chez les sujets immunodéprimés ou hospitalisés dans les unités de soins

intensifs.

Pour les candidoses, les résistances aux azolés croissent proportionnellement a
I'utilisation trop large de ces médicaments. Dans cette situation, L’amphotéricine B
conventionnelle reste actuellement le traitement de référence. Cependant, les données
disponibles sur les nouvelles formulations de I’amphotéricine B sont suffisantes pour soutenir
les notions de meilleure tolérance et d’efficacité au moins équivalente a I’amphotéricine B
conventionnelle dans diverses mycoses systémiques et dans les neutropénies fébriles
résistantes aux antibiotiques. La place de ces formes d’amphotéricine B en seconde intention
(échec ou toxicité de I’amphotéricine B conventionnelle) ou en cas d’atteinte rénale préalable

peut donc se concevorr.

\

Notre ¢étude de sensibilit¢ a I’amphotéricine B des souches de Candida isolées a
’HMIMV et au CHU Avicenne de Rabat, nous a permis de générer les informations sur le
profil de résistance a I’amphotéricine B de Candida au sein des différents services de
réanimation. Nos résultats prouvent encore que I’amphotéricine B constitue le « Gold
standard » des antifongiques dans le traitement des infections fongiques invasives. Ces
constatations pourraient constituer des lignes directrices locales pour le traitement des

Candidémies, notamment pour le choix de I’antifongique idéal.

L’amélioration de la prise en charge des patients nécessite de connaitre 1’évolution
épidémiologique des agents pathogénes et de leur résistance aux différents antifongiques.
Chose qui souligne I'importance de la surveillance et I'intérét majeur de la réaliser d’une
maniere constante. De la sorte notre étude devrait refléter la volonté de notre établissement de
s’inscrire dans une démarche d’amélioration de la connaissance de 1’épidémiologie des
résistances aux antifongiques. Les résultats de notre étude devront étre confirmés par d’autres
¢tudes complémentaires et comparatives, surtout qu’il s’agit d’une premicre de son genre au

Maroc.
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RESUME

Titre de la thése : Etude de la sensibilité in vitro a ’amphotéricine B de 96 souches de Candida
isolées au CHU Ibn Sina.

Auteur de la thése : Saadia ABATOUR

Directeur de thése : Pr. B.E LMIMOUNI

Mots clés: Candida - Antifongigramme - Amphotéricine B - Sensibilité in vitro - surveillance.

Les infections invasives a Candida constituent une menace majeure en termes de morbidité et
de mortalité surtout en réanimation. Les données sur le phénoméne de résistance de Candida aux

antifongiques ne sont pas disponibles au Maroc.

Etablir le profil de sensibilité phénotypique des souches de Candida a I’amphotéricine B dans

les services de réanimation de ’HMIMYV et de CHU Avicenne de Rabat.

Notre étude prospective a inclus toutes les souches de Candida issues de prélévements divers
(hémocultures, sites périphériques). La culture et I’identification des souches de Candida étaient faites
sur milieu d’isolement Candiselect ™4 et la sensibilité in vitro a I’'amphotéricine B était réalisée par

diffusion en milieu gélosé des disques.

Durant la période de 1’étude, 96 souches sont inclues. A partir des hémocultures, seules Candida
albicans et Candida glabrata sont isolées. L’amphotéricine B est active sur toutes les espéces de
Candida : 91.77% : sensibles et 8.33 % intermédiaires ou résistantes. C. krusei 100% sensibles a
I’amphotéricine B. Elle était plus active sur C. albicans : 96 % et C. glabrata : 88 %. Pour C.

lusitaniae, les 2 souches isolées étaient intermédiaires ou résistantes.

Conformément a la littérature, la distribution des espéces dans notre étude montre une
prédominance de Candida albicans sur Candida non albicans, C.glabrata est 1’espéce la plus isolée

apres C. albicans. L’a

Amphotéricine B est active sur toutes les espéces de Candida sauf C. lusitaniae. Ce médicament

reste le traitement de référence dans le traitement des candidémies.
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SUMMARY
Thesis Title: Study of in vitro susceptibility to amphotericin B of 96 Candida strains isolated

at the Avicenna Hospital in Rabat.
Author of the thesis: Saadia ABATOUR

Supervisor: Prof. B.E LMIMOUNI
Keywords: Candida - epidemiology - amphotericin B- resistance — antifungal susceptibility testing -

surveillance.

Candida invasive infections are a major threat in terms of morbidity and mortality especially in
intensive care. Data on the phenomenon of resistance of Candida to antifungal agents are not available

in Morocco.

The aims of our study were to establish the phenotypic susceptibility profile of isolated strains

Candida to amphotericin B with an evaluation of resistance rates.

Our prospective study included 96 Candida’s strains from various specimens (blood and
peripheral sites) isolated from hospitalized in the intensive care units. Identification of Candida’s
strains was done on the medium Candiselect ™4 and in vitro susceptibility to amphotericin B was

performed by agar diffusion discs.

From blood cultures, only Candida albicans and Candida glabrata were isolated. Amphotericin
B had a great activity for all Candida species: over 91% were sensitive and 8.33% were intermediate
or resistant. C. krusei was fully susceptible to amphotericin B. It was more active on C. albicans with
a sensitivity of 96% and C. glabrata with 88%. For C. lusitaniae, the two strains were intermediate or

resistant.

According to the literature, the distribution of species in our study shows a predominance of
Candida albicans on Candida non albicans. C.glabrata is the species most isolated after C. albicans.
Amphotericin B is active on all Candida species except Candida lusitaniae, whose activity remains

low. This medication is the treatment of choice in the treatment of candidemia.
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