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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes
nationaux de normalisation (comités membres de 1'ISO). L'élaboration des Normes internationales est
en général confiée aux comités techniques de I'ISO. Chaque comité membre intéressé par une étude
a le droit de faire partie du comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales,
gouvernementales et non gouvernementales, en liaison avec I'[SO participent également aux travaux.
L'ISO collabore étroitement avec la Commission électrotechnique internationale (IEC) en ce qui
concerne la normalisation électrotechnique.

Les procédures utilisées pour élaborer le présent document et celles destinées a sa mise a jour sont
décrites dans les Directives ISO/IEC, Partie 1. Il convient, en particulier, de prendre note des différents
critéres d'approbation requis pour les différents types de documents ISO. Le présent document a
été rédigé conformément aux reégles de rédaction données dans les Directives ISO/IEC, Partie 2 (voir
www.iso.org/directives).

L'attention est attirée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire 1'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'1SO ne saurait étre tenue pour responsable
de ne pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence. Les détails concernant
les références aux droits de propriété intellectuelle ou autres droits analogues identifiés lors de
I'élaboration du document sont indiqués dans I'Introduction et/ou dans la liste des déclarations de
brevets recues par 1'lSO (voir www.iso.org/brevets).

Les appellations commerciales éventuellement mentionnées dans le présent document sont données
pour information, par souci de comimodité,/a I'intention des utilisateurs et ne'sauraient constituer un
engagement.

Pour une explication de la nature volontaire des normes, la signification des termes et expressions
spécifiques de I'lSO liés a I'évaluation de la conformité, ou pour toute information au sujet de 1'adhésion
de I'ISO aux principes de I'Organisation mondiale du, commerce ,(OMC) concernant les obstacles
techniques au commerce (OTC), voir www.iso.org/avant-propos,

Le présent document a été élaboré par le comité technique ISO/TC 212, Laboratoires de biologie médicale
et systemes de diagnostic in vitro, en collaboration avec le comité technique CEN/TC 140, Dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro, du Comité européen de normalisation (CEN) conformément a I’Accord de
coopération technique entre I'lSO et le CEN (Accord de Vienne).

Cette deuxiéme édition annule et remplace la premiere édition (ISO 16256:2012), qui a fait 'objet d'une
révision technique.

Les principales modifications sont les suivantes:
— dans le titre, ajout de «microdilution en milieu liquide»;
— suppression de la lecture a 48 h pour 'espece Candida par la méthode de lecture visuelle;

— suppressiondes définitions de sensibilité et de résistance qui sonten dehors du domaine d’application
du présent document relatif au déroulement des essais;

— inclusion de considérations relatives aux essais de sensibilité aux agents antifongiques d’especes de
levure, avec des plaques de microdilution «traitées» par des fabricants de plaques avant utilisation
dans les essais;

— mise ajour des méthodes de dénombrement de cellules viables pour les méthodes de lecture visuelle
et spectrophotométrique;

— ajoutde nouveaux agents antifongiques (isavuconazole, rezafungine) dans les tableaux répertoriant
les plages pour les essais et le contrdle qualité;

iv © IS0 2021 - Tous droits réservés
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— caractérisation détaillée des composés d’'une formulation de RPMI-1640 connue pour donner des
résultats reproductibles aux essais de sensibilité aux agents antifongiques des especes de Candida
et de Cryptococcus neoformans;

— réassignation des annexes;

— mise a jour de la bibliographie avec des informations plus pertinentes sur le déroulement des essais
de sensibilité aux agents antifongiques des levures.

Il convient que l'utilisateur adresse tout retour d’information ou toute question concernant le présent
document a I'organisme national de normalisation de son pays. Une liste exhaustive desdits organismes
se trouve a I'adresse www.iso.org/fr/members.html.

© ISO 2021 - Tous droits réservés \%



ISO 16256:2021(F)

Introduction

Les essais de sensibilité in vitro sont réalisés sur des micro-organismes soupgonnés d’étre pathogenes,
particulierement s’ils sont supposés appartenir a des especes pouvant avoir développé une résistance a
des agents antimicrobiens courants. Ces essais sont également utilisés dans le cadre de la surveillance
de résistance, des études épidémiologiques de sensibilité, ainsi que pour comparer les nouveaux agents
avec ceux existants.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des agents antimicrobiens se fait via
des modes opératoires de dilution qui constituent la méthode de référence pour les essais de sensibilité
aux agents antifongiques. Les méthodes de détermination de CMI servent a surveiller la résistance,
aux essais comparatifs de nouveaux agents a des fins de recherche ou d’enregistrement, a établir la
sensibilité des organismes produisant des résultats ambigus lors d’essais de routine, aux essais sur
les organismes lorsque les essais de routine sont peu fiables et a obtenir des résultats quantitatifs
nécessaires a un traitement clinique. Dans des essais par dilution, on éprouve la capacité des micro-
organismes a se développer de facon discernable sur une série de boites de gélose (dilution en milieu
solide) ou de bouillons de culture (dilution en milieu liquide) renfermant des dilutions consécutives
d’agents antimicrobiens.

La CMI est définie comme la plus faible concentration d'un agent antimicrobien (en mg/l) qui, dans
des conditions d’essai in vitro données, réduit de fagon mesurable visuellement ou optiquement, la
croissance d’'un micro-organisme sur une durée donnée. La CMI est un indicateur de la sensibilité de
I'organisme a 'agent antimicrobien et aide a la prise de décision de traitement clinique. Les résultats
pouvant étre influencés par,la, méthode. utilisée, un_controle et une normalisation soigneux sont
nécessaires pour maintenir unereproductibilité'intra= etinterlaboratoires!1l est généralement reconnu
que les déterminations de CMI en milieu liquide sont reproductiblessjusqu’a une dilution au demi de la
concentration critique (c’est-a-dire a plus o' moins une cupule'ou‘un/tube dans une série de dilutions
au demi).

La dilution en milieu liquide estune technique dans laquellejdesscontenants renfermant des volumes
identiques de solutions d’agent antimicrobienauxconcentrations croissantes (généralement au demi)
sont ensemencés d'une quantité connue de micro-organismes.

La microdilution en milieu liquide correspond a un essai de dilution en milieu liquide sur une plaque de
microdilution.

Les méthodes de référence décrites dans le présent document sont destinées aux essais sur des cultures
pures de levures. Les méthodes de microdilution en milieu liquide décrites dans le présent document
sont essentiellement identiques a celles décrites par le Clinical et Laboratory Standards Institute
(CLS)IIIS] et par le Comité européen des antibiogrammes (EUCAST)[2I[10], Au départ, ces méthodes
se sont révélées présenter des CMI du fluconazole similaires, si ce n'est identiques, a 2 mg/1 presl3l.
Ensuite, les méthodes se sont avérées présenter des CMI pour deux souches de contrdle qualité d’agents
antifongiques autorisés qui étaient similaires a celles décrites dans le présent document, méme si les
résultats du controle qualité obtenus pour la méthode spectrophotométrique peuvent avoir tendance
a étre légérement inférieurs a ceux obtenus pour la méthode de lecture visuelle. Le laboratoire qui
souhaiterait utiliser le présent document pour des études sur de nouveaux agents antifongiques
ou comme méthode de référence pour des comparaisons avec des CMI obtenues par un dispositif de
diagnostic, peut choisir les options du mode opératoire a employer en fonction du mode de lecture de la
CM], selon qu’elle se fasse par inspection visuelle (méthode CLSI)[2] ou par spectrophotométrie (méthode
EUCAST)I2I[10], Quel que soit son choix, il convient de respecter scrupuleusement le mode opératoire de
I'option choisie. Dans la premiere édition du présent document, c’est-a-dire I'ISO 16256:2012, les essais
de controle qualité rapportés ont été effectués en utilisant des plaques de microdilution en milieu
liquide non traitées par les fabricants de plaques en plastique, que ce soit pour la méthode de lecture
visuelle ou pour la méthode spectrophotométrique.

Dans le présent document, les formes verbales suivantes sont utilisées:

— «doit» indique une exigence;

Vi © IS0 2021 - Tous droits réservés



— «il convient de/que» indique une recommandation;
— «peut/il est admis/permis» indique une autorisation;

— «peut/il est possible que» indique une possibilité ou une capacité.
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Laboratoires d’analyses de biologie médicale et systemes
de diagnostic in vitro — Méthode de référence de
microdilution en milieu liquide pour soumettre a essai
I'activité in vitro des agents antimicrobiens par rapport
aux levures impliquées dans les maladies infectieuses

AVERTISSEMENT — Le présent document peut impliquer l'utilisation de produits dangereux
et la mise en ceuvre de modes opératoires et d’appareillage a caractére dangereux. Le présent
document n’est pas destiné a traiter de tous les probléemes de sécurité liés a son utilisation. 11
incombe a I'utilisateur du présent document d’établir, avant de 'utiliser, des pratiques d’hygiene
et de sécurité appropriées et de déterminer I'applicabilité des restrictions réglementaires.

1 Domaine d’application

Le présent document décrit une méthode d'essai de la sensibilité aux agents antifongiques des
levures pathogénes, dont Candida spp. et Cryptococcus neoformans. La méthode de référence décrite
ici na pas été utilisée dans des études sur les phases levures de champignons dimorphes tels que
Blastomyces dermatitidis et/ou Histoplasma capsulatum variété capsulatum. En outre, les essais sur les
champignons filamenteuxt(moisissures)\posent d'autres problémes' de normalisation qui ne sont pas
traités par le présent mode opératoire. Ces méthodes,vont au-dela du domaine d’application du présent
document.

Le présent document décrit la méthode de référence de microdilution en milieu liquide qui peut étre
réalisée de deux facons. La premiére implique une détermination visuelle de la CMI (méthode CLSI)[
[2]; 1a seconde implique une détermination spectrophetométrique de la CMI (méthode EUCAST)[21[10], La
CMI reflete I'activité de I'agent antimicrobien dans les conditions d’essai décrites et peut, avec d’autres
facteurs tels que la pharmacologie de 'agent ou les mécanismes de résistance antifongique, servir dans
la prise de décision de traitement clinique. Par ailleurs, les CMI peuvent servir a définir les populations
en types sauvage ou non sauvage. L'interprétation clinique de la CMI sort du domaine d’application du
présent document. Des critéres d'interprétation catégoriels spécifiques aux méthodes du CLSI et de
I’EUCAST sont donnés dans les derniers tableaux d’interprétation édités par ces organismesl21[15], Dans
le cadre d’'une validation ou d’'un enregistrement, les méthodes d’essai de sensibilité de routine ou les
dispositifs de diagnostic peuvent étre comparés avec la présente méthode de référence, afin de garantir
des résultats comparables et fiables.

2 Reéférences normatives

Le présent document ne contient aucune référence normative.

3 Termes et définitions
Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s’appliquent.

L'ISO et I'lEC tiennent a jour des bases de données terminologiques destinées a étre utilisées en
normalisation, consultables aux adresses suivantes:

— IS0 Online browsing platform: disponible a I'adresse https://www.iso.org/obp

— IEC Electropedia: disponible a 'adresse https://www.electropedia.org/

© ISO 2021 - Tous droits réservés 1
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31

agent antifongique

substance d’origine biologique, semi-synthétique ou synthétique qui inhibe la croissance des
champignons ou les tue et peut, par conséquent, servir au traitement des infections

Note 1 al'article: Cette définition n’inclut pas les produits désinfectants, antiseptiques et conservateurs.

3.2 Agents antifongiques — Propriétés

3.21

teneur

fraction active d'une substance d’essai, déterminée par dosage par rapport a une poudre de référence
de la méme substance

Note 1 al'article: La teneur peut étre exprimée par une fraction massique en milligrammes par grammes (mg/g),
par un contenu actif en unités internationales (UI) par gramme, par un pourcentage volumique ou massique ou
par une concentration massique en moles d’ingrédient par litre de la substance d’essai.

3.2.2
concentration
quantité d’agent antifongique (3.1) dans un volume spécifié de liquide

Note 1 al'article: La concentration est exprimée en mg/1.
Note 2 al'article: mg/l = ug/ml, mais 'emploi de I'unité pg/ml n’est pas recommandé.

3.3
solution meére
solution initiale servant aux dilutions

34

concentration minimale inhibitrice

CMI

concentration (3.2.2) la plus faible qui, dans des conditions d’essai in vitro spécifiées, réduit la croissance
dans une mesure donnée sur une période spécifiée

Note 1 al'article: La CMI est exprimée en mg/1.

3.5

type sauvage

absence, chez une souche fongique donnée, de mécanisme acquis phénotypiquement détectable de
résistance a l'agent antifongique (3.1)

3.6

souche de référence

souche fongique répertoriée, bien connue, aux phénotypes et/ou génotypes de sensibilité antifongique
stables et spécifiés

Note 1 a l'article: Les souches de référence sont conservées sous forme de cultures meres desquelles sont
obtenues des cultures de travail. Elles proviennent de collections de cultures et servent au controle qualité.

3.7 Méthode d’essai de sensibilité

3.71

dilution en milieu liquide

technique selon laquelle des conteneurs sont remplis de volumes appropriés d'une solution antifongique
aux concentrations (3.2.2) croissantes (souvent d'un facteur de 2) en agent antifongique (3.1), puis
complétés de volumes adaptés de bouillon (3.8) contenant un inoculum (3.9) spécifié

Note 1 al'article: Cette méthode a pour but de déterminer la concentration minimale inhibitrice (3.4).

2 © ISO 2021 - Tous droits réservés
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3.7.2

microdilution en milieu liquide

réalisation d’une dilution en milieu liquide (3.7.1) dans des plaques de microdilution d'une capacité
<300 pl par cupule

3.8
bouillon
milieu liquide employé pour cultiver les levures in vitro

3.9
inoculum
nombre d’unités formant colonie de levures dans une suspension, calculé par rapport au volume final

Note 1 al'article: L'inoculum est exprimé en unités formant colonie par millilitre (UFC/ml).

4 Modes opératoires d’essai
4.1 Généralités

4.1.1 Plaques et méthode

Les essais sont réalisés dans des plaques de microdilution en plastique jetables. La méthode consiste a
préparer des solutions de travail d’agent antifongique doublement concentrées, a raison de 100 pl par
cupule, puis de leur ajouter, un inoculum, lui-aussi de-100;ul;

4.1.2 Conditions d’utilisation des)plaques desmi¢rodilution jetables

Au départ, les essais ont été effectués dans des plaques de microdilution en milieu liquide n’ayant subi
aucun traitement supplémentaire de la part du-fabricant. Les données de contrdle qualité fournies
par les fabricants de'plaques non traitées (et sur lesquelles le présent document reposait au départ)
ont montré que les résultats du controle qualité sont systématiquement dans la spécification de tous
les agents antifongiques soumis a essai. Certains pays ont avancé que les résultats peuvent étre plus
cohérents en cas de traitement des plaques en plastique. Le traitement du plastique, que ce soit par
revétement ou par décharge corona pour conférer une charge électrique au plastique, est utilisé dans
les études de culture tissulaire et permet aux cellules tissulaires d’adhérer au plastique. On ne sait
pas si ce procédé a été normalisé pour tous les fabricants de plaques de microdilution. On sait qu’avec
certains agents antifongiques, les plaques traitées peuvent donner des CMI élevées par rapport a celles
obtenues avec des plaques non traitées. Ce traitement peut affecter le compte-rendu des résultats pour
ces agentsl13], Il convient que les laboratoires qui utilisent des plaques de microdilution «traitées» et
lues par un spectrophotometre s’assurent que les plaques traitées utilisées lors des essais donnent les
mémes résultats de controle qualité que celles indiquées dans le Tableau 5. Au départ, ces résultats
de controle qualité ont été obtenus avec des plaques non traitées. Les données indiquent que pour
pratiquement tous les agents antifongiques, les résultats de controle qualité pour les deux souches de
référence énumérées dans le présent document (Candida parapsilosis ATCC®Y 22019 et Candida krusei
ATCC® 6258) sont conformes a la dilution de base log, pour les méthodes d’essai/de lecture. Pour ces
souches et pour la méthode spectrophotométrique, les résultats comparatifs du contréle qualité sontles
mémes que ceux consignés au départ en utilisant les plaques non traitées[19] et les plaques traitéesl2],
a l'exception de la caspofungine (voir Tableau 5). Pour les isolats cliniques fournis par la méthode de
lecture visuellel2] et par la méthode de lecture spectrophotométrique a l'aide de plaques traitéesl2!
pour les deux méthodes d’essai, il convient d’interpréter les observations comparatives de la CMI avec
prudence.

1) ATCCestl'appellation commerciale d'un produit fourni par ’American Type Culture Collection. Cette information
est donnée par souci de commodité a l'intention des utilisateurs du présent document et ne saurait constituer un
engagement de 1'ISO a I'égard de ce produit. Des produits équivalents peuvent étre utilisés s’il est démontré qu’ils
conduisent aux mémes résultats.
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