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RESUME :

L’isavuconazole est un nouveau antifongique triazolé qui a un spectre d’action trés large et qui posséde une excellente activité in
vitro contre les champignons filamenteux et levuriformes. L’utilisation clinique de I’isavuconazole pour le traitement des candidoses
invasives n’a pas été signalée. L’objectif de cette étude est d’évaluer la sensibilité des levures du Candida isolés a partir de patients
hospitalisés dans les Services de Réanimation du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Sétif a I’isavuconazole avec calcul de
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en utilisant la technique de référence européenne «European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing» (EUCAST). 37 souches de Candida (C) isolées a partir d’hémocultures, de cathéters et des urines sont
utilisées pour les tests de sensibilité a I’isavuconazole. Les 16 souches de C.albicans ont présenté une CMI trés faible (CMI=0.015).
Les CMI de C.glabrata varient de 0.06 a 0.25ug/ml. C.tropicalis, C.parapsilosis et C.dubliniensis ont présenté une CMI trés faible
(CMI=0.015pg/ml).
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AB?TTRACT: DETERMINATION OF ISAVUCONAZOLE SUSCEPTIBILITY OF CANDIDA SOECIES BY THE EUCAST
METHOD.

Isavuconazole is a new triazole antifungal agent with a very broad spectrum of action and excellent in vitro activity against fila-
mentousfungi and yeast. Clinical use of isavuconazole for the treatment of invasive candidiasis has not been reported. The objective
of/thisstudyis to evaluate the sensitivity of candida yeasts isolated from patients hospitalized in the intensive care unit of the Sétif
UniversityHospital to isavuconazolewithcalculation of minimal inhibitory concentration using the European reference technique
EUCAST 37 Candida strains isolated from blood cultures, catheters and urine are used for isavuconazole sensitivity testing. The 16
" strains of C.albicans showed a verylow MIC (MIC =0.015) and the MIC of C.glabrata ranged from 0.06 to 0.25ug/ml. C.tropicalis,
C.parapsilosis and C.dubliniens is showed a verylow MIC (MIC= 0.015pug/ml).
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INTRODUCTION

’incidence des infections fongiques nosocomiales a aug-

menté de fagon considérable ces 30 dernieres années [1].
Les candidoses restent les infections fongiques les plus fré-
quemment diagnostiquées et représentent 7% des infections no-
socomiales. Elles sont responsables d’une augmentation de la
morbi-mortalité, plus particulierement en réanimation. Malgré
les progreés réalisés dans le domaine des traitements antifon-
giques, la mortalité liée aux candidoses invasives est de 40%
[2]. Quatre classes d’antifongiques sont disponibles pour le trai-
tement des candidémies : les polyenes, les triazolés, les échino-
candines et la flucytosine.
L’isavuconazole est un nouveau antifongique triazolé qui a un
spectre d’action trés large et qui posséde une excellente activité
in vitro contre les champignons filamenteux et levuriformes.
Son activité fongicide repose sur le blocage de la synthése de
I’ergostérol, un composant essentiel de la membrane des cellules
fongiques. Il a une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM)
européenne dans le traitement de 1’aspergillose invasive et de la
mucormycose chez les patients pour lesquels le traitement par
amphotéricine B est inapproprié [3]. L’utilisation clinique de
I’isavuconazole pour le traitement des candidoses invasives n’a
pas été signalée, cette molécule est en cours d’essais pour le trai-
tement des candidémies. L’objectif de cette étude est d’évaluer
la sensibilité des levures du genre Candida isolées a partir de
patients hospitalisés dans les services de réanimation du CHU
de Sétif a I’isavuconazole avec calcul de la CMI en utilisant la
technique de référence européenne EUCAST.

MATERIELS ET METHODES

1. Les souches étudiées

Les especes de Candida utilisées pour les tests de sensibilité
a I’isavuconazole sont des souches isolées a partir d’hémocul-
tures, de cathéters, d’urines, de liquide de dialyse et de sondes
urinaires. Ces espéces ont €té isolées chez des patients hospita-
lisés dans les services de réanimation du CHU de Sétif durant la
période du ler novembre 2016 au 30 novembre 2017.

Plusieurs espéces ont été étudiées : C.albicans (16 es-
peces), C.glabrata (06 espéces), C.parapsilosis (07 espéces),

C.tropicalis (05 espéces), C.dubliniensis (02 especes) et
C.pelliculosa (01 espece).

2. Les souches de références

Deux souches de référence ont été utilisées : C. krusei ATCC
6258 et C.parapsilosis ATCC 22019. Elles sont recommandées
par PEUCAST pour I’étude de la sensibilité aux antifongiques
[4,5].

3. Sensibilité a I’isavuconazole

Les tests de sensibilité a 1’isazuconazol ont été réalisés par la
technique de microdilution sur microplaque selon le protocole
standard de ’EUCAST [4-6], dans le laboratoire des maladies
infectieuses, Hopital Gregorio Maranon, Madrid, Espagne.

La solution d’isavuconazole a tester aux dilutions souhaitées
a été préparée dans le milieu Roswell Park Memorial Institute
medium (RPMI) 1640, qui contient le L- glutamine et le glucose
a 2%. Le milieu a été tamponné avec 1’acide 3 N-morpholino
propane sulfonique (MOPS) a une concentration finale de 0.165
mol/L. Le pH du milieu a été ajusté a 7 (6.9-7.1) avec la soude
10 mol/L et préparé en double concentration pour permettre une
dilution de 50%, une fois I’inoculum fongique ajouté.

3.1. Préparation de la gamme de dilution de ’isavuconazole

La gamme des concentrations testées dépendra de 1’antifon-

gique a tester. Ces concentrations doivent encadrer les concen-
trations seuils et les valeurs de CMI attendues pour les deux
souches de contréle qualité. Elles doivent également corres-
pondre a des taux plasmiques efficaces. Selon les recommanda-
tions de ’EUCAST, la gamme de concentration finale utilisée
pour I’isavuconazole est de 0.015 a 8 mg/L.

La solution mére a été préparée a des concentrations au moins
200 fois supérieure a la concentration la plus ¢élevée a tester. Le
solvant utilisé est le diméthylsulfoxyde (DMSO).

La gamme de dilution de 0.0312 a 16 mg/L a été obtenue par
dilution successive de la solution mére a 16000 mg/L. Pour
chaque concentration finale, 100ul ont été distribués dans les
puits des 10 premieres colonnes d’une plaque de microtitra-
tion a 96 puits. 100uL. de RPMI 1640 ont été distribués dans
les cupules de la 11é™ et la 12 colonnes. Les premiéres cor-
respondent au témoin de croissance des cultures ; il sera ajouté
100uL de la suspension de levures. Les derniéres correspondent
au témoin de stérilité du milieu ; dans ces cupules, seront dis-
tribuées 100puL d’eau distillée stérile (méme eau utilisée pour la
préparation de I’inoculum).

L’antifongique étant dilué au % dans la plaque lorsque I’on
ajoute I’inoculum, la gamme des concentrations finales lors de
I’essai est de 0.015 a 8mg/L.

3.2. Préparation de ’inoculum

L’inoculum de levures a été préparé a partir de cinq colonies
d’une culture de la souche datant de 18 a 24 heures. Les colo-
nies ont été mises en suspension dans 3 ml d’eau distillée stérile.
La suspension a été ajustée a une turbidité Mc Farland de 0.5,
en utilisant un néphélomeétre (Dinko Instruments, Spain), ce qui
correspond a une concentration de 1-5 x 10° cellules /ml. En-
suite, une dilution a 1/10 de 1’inoculum dans de ’eau distillée
stérile a été réalisée pour obtenir une concentration a 1-5 x 10°
cellules/ml. 100 ml de I’inoculum ont été déposés dans chaque
puit des colonnes 1 a 11, on obtient une concentration fongique
finale de 0.5 4 2.5 x 10° cellules/ml.

L’incubation des plaques a été faite a 35 £ 2 °C pendant 24 + 2
heures. Si I’absorbance est inférieur ou égal a 0.2, une 2™ incu-
bation de la plaque pendant 12 a 24 heures sera réalisée.

Les plaques de microtitrations ont été lues a I’aide d’un spectro-
photometre a la longueur d’onde de 530 nm. Le logiciel associé
au spectrophotometre permet de soustraire le blanc qui est la
moyenne des densités optiques (DO) réalisées sur 1’ensemble
des cupules de la derniére ligne (témoin de stérilité du milieu).
La lecture de la CMI de I’isavuconazole correspond a la cupule
ou la DO est de 50% de la DO du témoin de pousse. Ceci cor-
respond a 50% d’inhibition de pousse du témoin. La souche a
été classée dans une des trois catégories ; sensible, sensibilité
intermédiaire ou résistante en fonction des valeurs seuils pu-

e

bliées par le comité européen pour les tests de sensibilité qlpx//

antimicrobiens.

RESULTATS

37 souches de Candida isolées a partir d’hémocultures, de ca-
théters et des urines ont été utilisées pour les tests de sensibilité
a I’isavuconazole. Les résultats des CMI sont représentés dans
le tableau 1.

- Les16 souches de C.albicans ont présenté une CMI trés faible
(CMI=0.015).

- Les CMI de C. glabrata variaient de 0.06 a 0.25pug/ml.
C.tropicalis, C. parapsilosis et C.dubliniensis ont présenté une
CMI tres faible (CMI= 0.015pg/ml).

- La CMI de C.pelliculosa était de 0.03 pg/ml.
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Tableau I. Sensibilité des souches de Candida vis-a-vis de
Uisavuconazole.

Espéce de Candida Nombre d’isolats avec une CMI

(nombre d’isolats) (ng/ml) de :
0.015 0.03 0.06 0.125 0.25
C.albicans (16) 1
C.tropicalis (5) 5
C.glabrata (6) 2 2 2
C.parapsilosis (7) 7
C.dubliniensis (2) 2
C.pelliculosa (1) 1
DISCUSSION

La détermination de la sensibilité aux antifongiques des levures
se fait par la mesure de la CMI qui correspond a la plus faible
concentration d’antifongique permettant d’inhiber totalement
ou partiellement (pour certains antifongiques) la pousse dun
agent fongique.
L’isavuconazole est un nouveau antifongique triazolé, actuelle-
ment, il est utilisé¢ pour le traitement de 1’aspergillose invasive
et la mucormycose [7, 8]. L’activité in vitro de 1’isavuconazole
contre les levures a été rapportée.
Une vaste étude multicentrique comparant 1’isavuconazole a la
caspofungine pour le traitement des candidemies et des candi-
doses invasives suggére que I’isavuconazole ne répond pas aux
critéres de non infériorité, mais son efficacité in vitro sur les
levures du genre Candida a été démontrée [9]. Les CMI retrou-
vées dans cette étude sont comparables aux CMI rapportées par
d’autres auteurs ; en effet, I’isavuconazole est trés actif contre
C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis et C.dubliniensis.
C.glabrata qui est connue comme étant moins sensible aux
triazolés, a montré des CMI plus élevées que les autres es-
peces [9,10]. Dans une étude réalisée en France sur une large
collection de levures responsables de mycoses invasives (1457
souches), I’isavuconazole était actif contre les cinq espéces de
Candida les plus fréquemment isolées (CMI90< 0.5 mg/L pour
C.al‘ icans, C.glabrata, C.parapsilosis, C.tropicalis et C.krusei)
et également contre la majorité des espéces rares dont C.kefyr
et f%lusitaniae. Selon les résultats de la méme étude, quelque
isolats de C.albicans (0.7%), C.glabrata (2.7%), C.tropicalis
(1%0) et C.parapsilosis (0.8%) ont présenté des CMI > 4mg/L,
ais toutes ces especes étaient également résistantes au fluco-
nazole [10]. Une autre étude espagnole a révélé que C.alcibans
était ’espece la plus sensible, suivie de C.parapsilosis et de
C.tropicalis, tandis que des CMI plus élevées ont été observées
avec les deux espéces C.glabrata et C.krusei [11].

CONCLUSION

La résistance acquise des Candida spp. aux antifongiques est
rare et ne posseéde pas la méme ampleur que celle des bactéries
vis-a-vis des antibiotiques du fait de sa faible prévalence. Bien
que I’isavuconazole n’ait pas d’indication dans le traitement des
candidoses invasives, cette molécule a montré une bonne acti-
vité contre les espéces de Candida testées.
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