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RESUME

Introduction et objectif : La cause majeure de morbidité et de mortalité dans la
mucoviscidose est l'atteinte pulmonaire et ses surinfections bactériennes et/ou
fongiques. Le rble des infections fongiques est de plus en plus reconnu dans la
détérioration de la fonction respiratoire chez les patients atteints de mucoviscidose.
L'étude internationale prospective « MFIP » (pour MucoFong International Project)
avait pour objectif (i) de déterminer la fréquence des micromycetes dans les voies
respiratoires des patients atteints de mucoviscidose, et (ii) d’évaluer et comparer
différents milieux de culture utilisés dans la pratigue mycologique avec pour but de
proposer un protocole standardisé pour I'isolement des espéces fongiques chez ces
patients.

Méthode : Nous avons étudié 469 expectorations de patients atteints de
mucoviscidose agés de 1 a 67 ans, suivis dans I'un des 19 centres participants (18
centres européens et un australien). Apres un prétraitement par agent mucolytique,
les expectorations ont été ensemencées sur 7 milieux : milieu chromogéne (CM),
milieu de Sabouraud ou milieu YPDA (YPDA), milieu Dichloran-Rose Bengal Benomyl
Chloramphénicol (DRBBC), milieu Sélectif Scedosporium (SSM), milieu de Sabouraud
(ou milieu YPDA) additionné de chloramphénicol et de cycloheximide (YPDACC),
milieu B+ (BM), milieu enrichi en érythritol (EM), et une dilution de 1/10 de
I'expectoration sur un milieu YPDA (DIYPDA) a été réalisée. Les milieux de culture ont
été incubés en aérobie & 37°C sauf les milieux BM et EM (incubation < 30°C) pendant
15 jours, et examinés 2 fois par semaine. Les espéces fongiques ont été identifiees
sur la base des caractéristiques macroscopiques et microscopiques. Les délais de
positivité et la quantité de chaque espece ont été relevés.

Résultats : 78% des expectorations avaient une culture positive pour au moins un
micromycete, avec une différence significative (p< 0.001) entre 'dge moyen des
patients avec culture positive (25,8 ans) et celui des patients avec culture négative
(17,5 ans). Candida albicans est le champignon le plus prévalent de notre études avec
un taux de 47.7% ; Aspergillus fumigatus est le champignon filamenteux le plus
frequemment isolé (34,5%) suivi par Scedosporium apiospermum (5,1%). La
comparaison des différents milieux a montré que : le milieu YPDA était le plus sensible
pour la détection d’A. fumigatus, le milieu SSM pour la détection de Scedosporium
spp, et le milieu BM pour l'isolement d’Exophiala spp. Aprés analyse par méthode de
CHAID, la combinaison des 4 milieux suivants : YPDA, BM, EM et YPDACC a permis
de détecter 93,2% des espéces fongiques potentiellement pathogénes de notre étude.

Conclusion : MFIP est la premiére étude organisée au niveau international traitant
cette problématique. La colonisation fongique chez les patients atteints de
mucoviscidose était corrélée a I'dge. A. fumigatus était le champignon filamenteux le
plus frequemment isolé (34.5%). La meilleure association des milieux pour détecter
une majorité des espéces fongiques potentiellement pathogenes dans notre étude est :
YPDA, BM, EM plus YPDACC.
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INTRODUCTION ET SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La mucoviscidose est une maladie génétique autosomique récessive létale. La cause
majeure de morbidité et de mortalité dans cette maladie est I'atteinte pulmonaire et
ses surinfections. La gravité des lésions pulmonaires dépend de la colonisation des
voies respiratoires par les microorganismes et de la réaction inflammatoire qu’ils
entrainent, les conséquences étant une dégradation de la fonction respiratoire pouvant
mettre en jeu le pronostic vital du patient. Bien que les bactéries soient de loin les
principaux agents responsables de ces infections respiratoires, certaines espéeces
fongiques notamment les champignons filamenteux peuvent étre a l'origine de
colonisation voire d’infections respiratoires parfois graves.

Dans ce contexte, notre travail avait pour objectif d’'une part de déterminer la fréquence
des especes fongiques dans les voies respiratoires des patients atteints de
mucoviscidose, responsables soit de colonisations, soit d’'infections. D’autre part, nous
avons voulu évaluer et comparer différents milieux de culture conventionnels ou semi-
sélectifs utilisés dans la pratique mycologique du laboratoire de diagnostic avec pour
but de proposer un protocole consensuel et standardisé pour I'isolement des espéces
fongiques chez ces patients qui prend en compte les prévalences des différentes
especes fongiques.

Notre projet correspond a une étude internationale multicentrigue (19 centres)
prospective incluant une large population de patients atteints de mucoviscidose de
différentes régions (Europe et Australie). Il s’inscrit dans la continuité du PHRC
« Mucofong » : une étude nationale multicentriqgue prospective centrée sur le suivi

mycologique de patients atteints par la maladie, initiée en 2007.
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|. Généralités sur la mucoviscidose

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies génétiques mortelles dans les
populations caucasiennes. Sa transmission est autosomique récessive, probablement
connue depuis I'Antiquité et décrite déja au Moyen- Age « Malheur & I'enfant qui laisse
un godt de sel lorsqu’on I'embrasse, on lui a jeté un sort et il mourra bientdt » (selon
un dicton du nord de I'Europe). En 1936, Guido Fanconi fait 'association entre maladie
ceeliaque, fibrose kystique congénitale du pancréas, et bronchectasie. La maladie fut
ainsi dénommeée « fibrose kystique de pancréas » (« Cystic Fibrosis » CF en anglais)
(1). En 1938, Dorothy Anderson donne la description anatomo-pathologique compléte
de la fibrose kystique (2) . En 1953, Paul Di Sant’ Agnese met en évidence un exces
de chlorure de sodium dans la sueur des enfants atteints de la mucoviscidose (3) ; le
test a la sueur sera standardisé en 1959 (4). En 1989, le gene impliqué dans la
mucoviscidose est isolé par les équipes de Lap-Chee-Tsui, Francis Collins et John
Riordan (5-7).

Bien que le géne ait été mis en évidence il y a plus de 25 ans, la mucoviscidose reste
une maladie quasi-incurable méme si des récents progrés ont permis d’améliorer sa
prise en charge et d’augmenter 'espérance de vie des patients. En effet, 'espérance

de vie est passée de 31 ans en 2002 a 41 ans en 2012 (8).

A. Epidémiologie
L'incidence de la mucoviscidose est variable en fonction des populations. Elle est entre
1/2500 a 1/4000 habitants pour les populations d’origine caucasienne, a l'inverse cette
incidence est plus faible pour les populations asiatiques et africaines (9). Pas de sex-
ratio, la mucoviscidose touche autant de femmes que d’hommes.
Selon les estimations de Cystic Fibrosis Foundation (CFF), le nombre des personnes

atteintes de la mucoviscidose dans le monde était de 70000 en 2012 dont 30000 aux
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Etats-Unis (8).

En Europe (22 pays recensés), on estimait & 32248 le nombre des personnes atteintes
de la mucoviscidose en 2010 (Tableau 1) (10). Quant a I'Australie, on évaluait les
personnes atteintes a 3156 en 2012 (11).

Tableau 1 : Nombre des personnes atteintes de la mucoviscidose en Europe en
2012, par pays (10).

Pays Nombre des patients Couverture estimée

Allemagne 5003 95%
Autriche 352 39%
Belgique 1138 >90%
France 5759 90%
Danemark 450 100%
Espagne 918 30%
Gréce 96 20%
Hongrie 557 90%
Royaume-Uni 9348 100%
Italie 4119 70%
Pays-Bas 1306 97%
Portugal 138 48%
République Tchéque 523 100%
Suéde 509 85%
Suisse 443 55%
Israél 427 72%
Moldavie 42 100%
Serbie 121 >90%
Slovaquie 333 >90%
Slovénie 80 75%
Lettonie 30 >90%

Russie 359 15-20%

Total 32248
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En France, ce nombre s’élevait a 6196 en 2012, avec des prévalences variables

selon les régions (Figure 1) (12).

Nb de malades poue 100 000 habitants

+8

ram sar

(NN RN

Figure 1: Carte de prévalence de la mucoviscidose par département (nombre de
patients pour 100 000 habitants) (12).

B. Génétique

La mucoviscidose survient suite a une ou plusieurs mutations du géne CFTR pour
« Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator ». Il est situé sur le bras long
du chromosome 7 (79g31) et code pour une protéine impliquée dans la régulation du
transport des ions chlorures au niveau de la membrane apicale des cellules
épithéliales (5—7). Plus de 1900 mutations ont été identifiées a ce jour, la plus fréquente
(rencontrée chez pres de 80 % des malades en France) est la mutation F508del (13).
Les mécanismes des mutations les plus fréquents sont : les mutations faux-sens
(40%), suivies des mutations par décalage du cadre de lecture (frameshift-16%), des

mutations sur le site d’épissage (12%), des mutations non-sens (8%) (14).
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Le gene CFTR s’étend sur prés de 250 kilo bases (kb) d’ADN et comprend 27 exons.
Il est transcrit en un ARN messager de 6,5 kb et code pour une protéine
transmembranaire de 1480 acides aminés, de poids moléculaire compris entre 140 et
180 kilo Daltons (kDa) (5-7).

L’ensemble des mutations identifiées au niveau du géne CFTR peut étre réparti en six
classes, leurs conséquences fonctionnelles (Figure 2) (15) entrainant des

manifestations cliniques diverses et variées.

Cl-TR
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Figure 2 : Schéma des différentes classes de mutations du géne CFTR (15).

C. Physiopathologie
La protéine CFTR est localisée sur la face apicale des cellules épithéliales ATP
dépendante. Son expression tissulaire est large puisqu’'on la retrouve dans les
épithéliums sécréteurs de plusieurs organes : poumons, pancréas exocrine, intestin,
tractus génital, glandes sudorales, foie, sinus, vésicule biliaire, glandes salivaires (16).
C’est un canal chlorure qui régule les transports ioniques en générant des gradients
osmotiques a travers la membrane épithéliale. Elle est également régulatrice d’autres
canaux ioniqgues comme le canal ORCC (Outward Rectifying Chloride Channel), les
canaux potassigues baso-latéraux ROMK (Renal Outer Medullary potassium) et ENaC

(Epithelial Sodium Channel). La protéine CFTR joue donc un role fondamental dans la
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régulation de I'hydratation de la surface épithéliale (Figure 3) (17).

AlTP

membrane

apicale
ORCC

_/

] membrane
baso-latérale

L

Figure 3 : représentation schématique des différents canaux régulés par la
protéine CFTR (17).

Dans le cas de la mucoviscidose, la protéine CFTR est altérée ou absente ce qui
entraine un défaut d’hydratation de la surface épithéliale et une augmentation de la
viscosité du mucus qui va s’accumuler dans les voies respiratoires, digestives et
d’autres organes. Cette accumulation de mucus visqueux favorise les phénoménes
inflammatoires locaux et les infections. Inflammation et infection entretiennent alors un
cercle vicieux et sont responsables des Iésions irréversibles des tissus épithéliaux

notamment au niveau pulmonaire (18).

D. Manifestations cliniques

La présentation clinique de la mucoviscidose est polymorphe. Les symptomes varient
d’'un patient a l'autre, soit dans leur mode d’apparition, soit dans la sévérité de leurs
manifestations. La mucoviscidose peut se manifester dées la naissance ou au contraire,

n’apparaitre que plus tard dans la vie (19). Tous les organes peuvent étre touchés avec
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des degrés variables, mais les principaux viscéres atteints sont I'appareil respiratoire,
I'intestin, le pancréas, le foie et I'appareil génital (20).
1. Atteinte pulmonaire
Les manifestations respiratoires peuvent apparaitre des la premiere année de vie. Le
tableau clinique est dominé par une toux chronique, une expectoration purulente et
visqueuse et des bronchites a répétition. L'évolution est émaillée d’exacerbations
marquées par une majoration du syndrome obstructif, un déclin de la fonction
pulmonaire et une perte de poids (21). Les infections pulmonaires chroniques sont
responsables de ces exacerbations ; elles vont entrainer avec I'inflammation chronique
locale une insuffisance respiratoire, qui est a l'origine du décés dans 80% des cas (19).
Les bactéries initialement retrouvées sont Haemophilus influenzae et Staphylococcus
aureus suivies par Pseudomonas aeruginosa, qui apparait quelgues mois a quelques
années plus tard. L’évolution est également marquée par la colonisation des voies
aériennes par d’autres agents bactériens (Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas
maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, mycobactéries non tuberculeuses) et des
pathogenes opportunistes fongiques (22). Le role des especes fongiques dans la
mucoviscidose sera abordé en détail dans la seconde partie de nos généralités.
2. Atteinte digestive

A la naissance 15% des enfants atteints de mucoviscidose présentent un iléus
méconial mais l'atteinte digestive se manifeste principalement par une atteinte
pancréatique et hépatobiliaire, 85% des patients développent une insuffisance
pancréatique exocrine qui se traduit par une stéatorrhée, une carence nutritionnelle
malgré un appétit conservé, des ballonnements et plus rarement des douleurs
abdominales (19). L'atteinte du pancréas endocrine par destruction des ilots de
Langerhans et/ou dégénérescence graisseuse peut survenir dans 20% des cas. Chez

les adolescents et jusqu’a 50% chez les adultes, on peut observer les deux types de
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diabete : une insulinopénie et une résistance a l'insuline qui est due aux fluctuations
des sécrétions d’insuline (23).
L’atteinte hépatique se manifeste par une hépatomégalie et une cholestase biologique
chez 50% des patients, mais seulement 5% des patients vont développer une cirrhose
hépatique (24).
D’autres manifestations digestives spécifiques (syndrome d’obstruction intestinale
distale) et non spécifiques (constipation, reflux gastro-cesophagien) peuvent se voir au
cours de la mucoviscidose. lls contribuent a la malnutrition et au retard de croissance
staturo-pondérale généralement observe chez les patients (25).

3. Atteinte génitale
L'infertilité touche plus de 95% des hommes atteints de mucoviscidose, ceci en raison
d’'une extréme sensibilité du tissu épithélial des canaux déférents a la diminution de
quantité de protéines CFTR fonctionnelles. Cependant, la spermatogenése reste active
mais l'atrésie bilatérale des canaux déférents entraine une azoospermie qui est
responsable de cette infertilité (26). Chez les femmes, I'épaississement de la glaire
cervicale est a l'origine de la diminution de la fertilité (27).

4. Autres atteintes
Les affections rhino-sinusiennes sont constantes et la polypose nasale est tres
fréquente surtout chez les enfants de plus de 5 ans. Au niveau cutané, la perte de sel
peut entrainer une déshydratation lors de grand effort ou de forte chaleur.
Enfin, d’autres signes plus rares sont parfois observés, comme des Iésions de fibrose
myocardique, des troubles de la perfusion myocardique, une cardiomyopathie non

obstructive, une arthropathie ou une ostéoporose pouvant survenir dés I'enfance (28).
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E. Diagnostic et dépistage

1. Dépistage prénatal

Le dépistage prénatal est réalisé dans le cadre d’un conseil génétique. Il est proposé
uniguement aux couples hétérozygotes pour la mutation du géne CFTR, en cas
d’antécédents familiaux de mucoviscidose, ou en cas de découverte d’hyper-
échogénicité intestinale a I'échographie de second trimestre.
Il consiste a rechercher I'anomalie génétique sur les villosités choriales dés la
douziéme semaine d’aménorrhée par une biopsie trophoblastique. Le dosage des iso-
enzymes de la phosphatase alcaline dans le liquide amniotique peut étre réalisé a 18
semaines d’aménorrhée aprés une amniocentése (29). Des techniques non invasives
sont en cours de développement, notamment I'lISET pour « isolation by size of
epithelial tumor/trophoblastic cells » qui permet de détecter des anomalies génétiques
sur des trophoblastes circulants dans le sang maternel a partir de la cinquieme
semaine de gestation (30).

2. Dépistage néonatal
Le dépistage néonatal est systématique en France depuis 2002 pour I'ensemble de
la population. Il fait partie du test de Guthrie (dépistage de cinq maladies : I'hyperplasie
congénitale des surrénales, la phénylcétonurie, I'hypothyroidie congénitale, la
drépanocytose, et la mucoviscidose).
Ce dépistage consiste a doser au 3™ jour de vie la trypsine immuno-réactive (TIR) :
une enzyme sécrétée par le pancréas et circulant dans le sang, un taux élevé refléte
I'atteinte du pancréas mais n’est pas spécifique de la mucoviscidose. Si le taux de TIR
est supérieur a 65 ug/L, une recherche des 30 mutations les plus fréquentes du géne
CFTR est réalisée. Si les deux alleles du gene CFTR sont mutés, le diagnostic est
alors confirmé par un test a la sueur (31). L'algorithme ci-dessous (Figure 4) résume

les difféerentes étapes du dépistage et montre le nombre de dépistage néonataux
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réalisés en France en 2012.

Dosage TIR-|3 > TIR-J3 < 65 pg/L
n= 813 195 n =809 244

TIR-J3 = 65 pg/L
(0-490/")

n= 1
2 Absence de

consentement TIR-J21 < 40 pg/L

Etude de géne CFTR-Kit CF30 i n =547
n=3 866 \

2 mutations 1 mutation o mutation * TIR -3 =100 pg/L* Controle TIR-J21
n=101 n=291 n=3474 n=634 n=634
CRCM - Test de la sueur TIR-J21 = 40 pg/L
n=479 i)

4

Mucoviscidose n = 140 Non malade
2mut.n =101 1mut.n=36 omut.n=3 n =290 Conseil génétique
‘ Conclusion en attente (31) si 1 mutation
ou dcd (9) ou perdu
Prise en charge devue (9)
de la maladie n=49

Figure 4 : Algorithme du dépistage néonatal de la mucoviscidose en France,
D’aprés I’association francaise pour le dépistage et la prévention des handicaps
de I'enfant 2012 (31).

Enfin, le diagnostic de mucoviscidose doit étre évoqué devant tout signe sino-
pulmonaire chronique, anomalies gastro-intestinales ou nutritionnelles, devant un
syndrome de déplétion sodique, ou encore devant des anomalies uro-génitales
masculines entrainant une azoospermie obstructive. Dans certaines situations, les

signes cliniques ne sont pas spécifiques ce qui rend le diagnostic difficile.

F. Prise en charge thérapeutique

La mise en place en France des centres de ressources et de compétences de la
mucoviscidose, ou CRCM, a permis d’homogénéiser la prise en charge des patients

atteints de mucoviscidose. L'objectif des CRCM est d’améliorer la qualité de vie et de
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ralentir la dégradation de la fonction respiratoire qui est la principale cause de
morbidité et de mortalité.

Dans les CRCM, la prise en charge est pluridisciplinaire. Tous les professionnels de la
santé (pneumologue, gastro-entérologue, médecin traitant, interniste, médecin ORL,
microbiologiste, infirmier(e), kinésithérapeute, diététicien(ne) et psychologue) sont
impliqués et coordonnent leurs activités.

La kinésithérapie respiratoire fait partie du traitement de base de la mucoviscidose. Elle
est systématique dés que le diagnostic est confirmé, méme en I'absence de signes
respiratoires, elle a pour but de suppléer au défaut de systeme mucaociliaire (32).

En paralléle et pour fluidifier les sécrétions bronchiques, des mucolytiques peuvent étre
prescrits. Les molécules les plus efficaces sont les Dornase alfa (rhDNase ou
Pulmozyme®). Dans le cas de la mucoviscidose, la désoxyribonucléase recombinante
(rhDNase) est une enzyme d’origine humaine obtenue par génie génétique qui permet
d’hydrolyser des grandes quantités d’ADN issues notamment des leucocytes et des
microorganismes présents sur le site inflammatoire (33). En cas d’échec ou
d’intolérance au rhDNase, I'inhalation de sérum salé pourrait étre utilisée pour favoriser
I'hydratation du mucus et améliorer la clairance mucociliaire (34).

Le recours aux B2 mimétiques (Salbutamol) n’est pas systématique, seulement
utilisées en cas d’exacerbation pour une courte durée. En cas de géne respiratoire, ils
sont souvent associés aux corticoides inhalés pour une durée plus longue.

Les corticoides par voie orale sont également utilisés dans le traitement de la
mucoviscidose pour atténuer les réactions inflammatoires et immunologiques de
I'aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA). Leur utilisation n’est pas
recommandée en dehors de 'ABPA. Les antifongiques (notamment les molécules
azolées telle que litraconazole ou le posaconazole) trouvent aussi leur place dans

cette indication. lls permettent souvent de diminuer les doses de corticoides et surtout
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d’améliorer la tolérance a I'effort (35).

L’antibiothérapie est un élément essentiel dans la prise en charge de la mucoviscidose.
Elle doit étre judicieuse, précoce, administrée a forte dose en raison du
raccourcissement de la demi-vie et de 'augmentation de I'espace de distribution chez
le patient atteint de mucoviscidose. Le choix des antibiotiques et leurs modalités
d’utilisation (durée, rythme, posologie, voie d’administration, mono ou poly-thérapie)
seront adaptés en fonction du ou des germes isolés, de leur sensibilité et de I'histoire
clinique du patient (32).

Pour lutter contre le fléchissement de I'état nutritionnel, un régime riche et équilibré est
recommandé des le plus jeune age. Les besoins énergétiques sont plus importants
que ceux de la population générale en raison de la malabsorption et des dépenses
énergétiques élevées associées a la mucoviscidose. L'apport en eau et chlorure de
sodium doit étre augmenté, notamment en cas de chaleur ou d’effort physique pour
prévenir la déshydratation.

La compensation du déficit enzymatique du pancréas exocrine est assurée par les
extraits pancréatiques gastro-protégés (Créon®) et I'administration de vitamines
liposolubles.

En cas de dénutrition majeure I'alimentation par voie entérale (sonde nasogastrique,
gastrostomie) pourra étre envisagée, la voie parentérale restant exceptionnelle (36).
Les perspectives thérapeutiques visant a restaurer la fonction protéiqgue de CFTR
(thérapie protéinique) ou a remplacer le géne CFTR muté (thérapie génique) sont en
plein développement. Les premiers résultats obtenus sont trés prometteurs. A ce jour,
il existe une seule molécule commercialisée : l'ivacaftor (Kalydeco®) qui est un
potentiateur de la protéine CFTR efficace en présence de la mutation G551D (présente
chez 5% des patients atteints de mucoviscidose). Un essai randomisé en double

aveugle contre placebo chez des sujets porteurs de la mutation G551D (classe llI,
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Figure 2) a montré une amélioration rapide et significative du volume expiratoire
maximal par seconde (VEMS) avec un profil de sécurité acceptable (37).

Enfin, au stade terminal de la maladie, face a [linstallation d’une insuffisance
respiratoire invalidante et irréversible, seule la transplantation pulmonaire reste la
solution thérapeutique ultime, qui va permettre une amélioration de la survie et la

qualité de vie du patient (38).

II. Pathologie fongique et mucoviscidose

Le role des champignons est de plus en plus reconnu dans la dégradation de la
fonction respiratoire chez les patients atteints de mucoviscidose (47). La colonisation
des voies respiratoires au cours de la mucoviscidose est composée d'une flore
fongique variée ; certaines espéces fongiques n'ont pas de pouvoir pathogéne ou
celui-ci n’a pas été clairement identifié a ce jour. En revanche, d’autres espéces telles
qu’Aspergillus fumigatus sont a l'origine des manifestations cliniques entrainant des
complications infectieuses et/ou immunologiques.

Dans ce contexte lésionnel et inflammatoire, les champignons filamenteux sont de loin
les plus pathogenes, parmi eux : A. fumigatus, Scedosporium du complexe
apiospermum, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Scedosporium prolificans
[récemment renommé Lomentospora prolificans (39) ] et Exophiala dermatitidis sont

fréeguemment isolés et mis en cause.

A. Espece genre Aspergillus

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux ubiquitaires, présents partout dans
'environnement : sol, terre, air, végétations, aliments, a l'intérieur et a I'extérieur des
habitations... Plus de 200 espéces sont répertoriées dont une vingtaine ayant un réel
pouvoir pathogéne chez 'Homme (40). Aspergillus fumigatus est I'espece la plus

retrouvée dans l'arbre bronchique des patients atteints de mucoviscidose, sa
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fréquence augmente significativement avec I'dge et la prise d’antibiotiques par
inhalation (41). En France, la moyenne d’age du premier isolement est estimée a 12.3
ans (42). Au Royaume-Uni cette moyenne est estimée a 9 ans (43). La prévalence
varie de 5 & 78% (Tableau 2). Cette disparité est due probablement (i) aux milieux de
culture utilisés, et/ou (ii) aux protocoles différents entre les laboratoires (prétraitement
des échantillons, température et durée des cultures, méthodes d’identification des
micromycetes...), et/ou (iii) aux populations étudiées (adultes, enfants, mode de
recrutement) et/ou (iv) aux types de prélevement utilisés (écouvillon nasal,
expectoration, LBA), enfin (v) aux conditions climatiques spécifiques de chaque pays
ou région (43-50).

Tableau 2 : Prévalence d’A. fumigatus dans la population caucasienne.

Pays (référence) Nombre de patients Prévalence
Sudfield et al. 2010 USA (51) 614 36.3 %
Nielson et al. 2014 Danemark (52) 148 13.6%
Mortensen et al. 2011 Danemark (53) 274 33.2%
Valenza et al. 2008 Allemagne (54) 60 35%
Gungor et al. 2012 Turquie (55) 48 10.4%
Paugam et al. 2010 France (56) 201 56.7%
Saunders et al. 2011 Royaume-Uni (43) 51 37%
Nagano et al. 2010 Irlande (57) 77 5.2%
Fischer et al. 2014 Allemagne (58) 221 53.8%
Kondori et al. 2014 Suéede (59) 98 17%
Masoud-Landgraf et al.2013 Autriche (45) 113 78.8%

Sur le plan physiopathologique, A. fumigatus posséde une grande capacité de
sporulation, ce qui explique la présence de spores (ou conidies) en grande quantité dans
'environnement. Grace a leur petite taille (2-3.5um), les spores peuvent pénétrer
profondément dans les poumons jusqu'aux alvéoles ; la contamination se fait

principalement par inhalation (40). Chez I'héte immunocompétent, ces spores sont
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généralement inoffensives et facilement éliminées par le systeme immunitaire inné qui
met en ceuvre toute une stratégie pour les neutraliser : comportant en plus des cellules
épithéliales comme une barriere mécanique (ou tapis mucociliaire), des cellules a
activité phagocytaire (macrophages, polynucléaires neutrophiles), des peptides
antimicrobiens (lactoferrine, B-defensines, elastase, cathepsine G...) et des médiateurs
chimiques (cytokines et chemokines,...) (60). Chez le patient atteint de mucoviscidose,
il 'y a une modification du systéme immunitaire inné qui se manifeste par une
augmentation des polynucléaires neutrophiles lors des infections mais avec une activité
phagocytaire faible, une dérégulation du systeme de recrutement des macrophages et
une altération de I'activité oxydative des cellules phagocytaires (61). En paralléle, A.
fumigatus posséde une grande capacité d’adhésion aux différentes molécules de
'organisme (fibrinogéne, laminine, collagéne de type | et IV) (62). De plus, il échappe
aux mécanismes de défense immunitaire au niveau pulmonaire en inhibant I'activité
ciliaire et partiellement 'activité phagocytaire grace a ses enzymes (catalase, protéase
...) et ses toxines (la ribotoxine, la gliotoxine, la fumagilline...) (63). D’autres facteurs
contribuent a sa virulence : sa capacité d’adaptation a son héte, sa thermotolérance, sa
croissance rapide a 37°C, ses métabolites secondaires, I'acquisition d’'une grande
tolérance vis-a-vis du stress et de I'hypoxie, ainsi que d’autres caractéristiques qui
restent encore a ce jour mal élucidées (62).

A. fumigatus contient aussi de puissants allergénes qui sont a lorigine des

manifestations immuno-allergiques : sinusite, bronchite allergique et ABPA (48).
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Ainsi, tous ces facteurs favorisent la colonisation de I'arbre bronchique des patients
atteints de mucoviscidose ; ce qui peut conduire a des manifestations infectieuses

et/ou immunologiques (Figure 5).

Aspergillus dans I'appareil
respiratoire de patient CF

Aspergillose
pulmonaire
invasive

Bronchite
aspergillaire

Réponse
immunologique
I

Aspergillome Colonisation

Sensibilisation a

Angio-
invasive

Non Angio-
invasive

ABPA

I'Aspergillus

Aspergillose invasive

Figure 5 : Manifestations Cliniques d’Aspergillus sp. chez le patient atteint de
mucoviscidose d’aprés Chotirmall (64).

Sur le plan clinique, 'ensemble des micromyceétes et en particulier A. fumigatus sont
capables de coloniser puis d’infecter l'arbre respiratoire des patients atteints de
mucoviscidose (Tableau 3). Dans ce contexte, I'étude génotypique de la colonisation
des voies respiratoires par A. fumigatus a permis de mettre en évidence quatre types
de colonisations : (i) une colonisation transitoire par un seul génotype, (ii) une
colonisation chronigue par plusieurs génotypes qui se succedent, (iii) une colonisation
chronique par un génotype prédominant et (iv) une colonisation continue par un seul
génotype (65). Il semble qu’il existe une sélection génotypique de I'A. fumigatus au

cours de sa colonisation des voies respiratoires (66).
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Tableau 3 : Définition de colonisation et infection Aspergillaire d’aprés Liu et al.
(48).

Colonisation par Aspergillus spp. Infection par Aspergillus spp.

Isolement de I'Aspergillus spp. a partir | Isolement de "Aspergillus spp. a partir
de plus de 50% des crachats sur une | de plus de 50% des crachats sur une
période de 6 & 12 mois période de 6 & 12 mois

Absence de détérioration de la fonction | Déclin de la fonction respiratoire.
pulmonaire
Exacerbation des symptémes
Absence de majoration des symptdmes | respiratoires comme la toux.
respiratoires comme la toux
Aspergillus spp. est le seul micro-
organisme isolé a plusieurs reprises.

Absence ou réponse partielle a un
traitement antibiotique a spectre adapté
d’'une durée de 2 a 4 semaines.

D’autres espéces d’Aspergillus peuvent coloniser les voies respiratoires soit
transitoirement comme Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Aspergillus nidulans,
soit d’'une fagon chronique comme Aspergillus terreus ; elles peuvent alors étre a
I'origine des cas d’ABPA et d’aspergillose invasive (42).
1. Aspergillose Broncho-pulmonaire allergique (ABPA)

LAPBA est la pathologie fongique la plus anciennement connue dans la
mucoviscidose, elle a été décrite pour la premiére fois en 1952. C’est une affection
respiratoire secondaire a une réaction immune complexe d’hypersensibilité vis-a-vis
d’Aspergillus (67). A. fumigatus est de loin I'espéce la plus fréquemment incriminée
dans cette pathologie mais d’autres espéces aspergillaires sont également mises en
cause : A. flavus, A. niger et A. terreus (68). Les Scedosporium peuvent également
donner des tableaux d’allergie de type MBPA (mycose broncho-pulmonaire allergique).
Sa prévalence varie de 1 a 10% dans la mucoviscidose selon les études, elle est rare

avant 'adge de 6 ans (64). Dans une étude épidémiologique récente le nombre de

18



TOUATI Kada Introduction et synthése bibliographique

patients atteints de mucoviscidose souffrants d’ABPA est estimé a 5506 a travers le
monde (69).

Différents facteurs contribuent au développement d’'une ABPA : laltération de la
clairance mucociliaire, le terrain atopique auxquels peut s’associer une colonisation
bronchique par Aspergillus. Cette colonisation est a l'origine de sécrétions d’enzymes
protéolytigues (responsables en partie de lésions épithéliales) et du relargage
antigénique local responsable d’'une réaction d’hypersensibilité de type | immédiate,
entrainant la libération d’IgE puis de type Il semi-retardée avec libération des IgG anti-
Aspergillaires précipitantes (70).

Le tableau clinique comporte un asthme qui devient corticodépendant avec des
symptdmes atypiques tels que la fievre, des expectorations purulentes, des moules
bronchiques, des hémoptysies et une majoration de la toux ; parfois une condensation
pulmonaire est retrouvée en I'absence d’infection bactérienne. Ce tableau clinique
rend le diagnostic difficile et tardif car les signes cliniques sont souvent partagés et
rencontrés au cours de la mucoviscidose (68) ; des criteres cliniques, biologiques et
radiologiques ont été proposés (Tableau 4) par la conférence de consensus de la
Cystic Fibrosis Foundation afin de délimiter le flou diagnostique et permettre un
diagnostic précoce de la maladie (71).

Tableau 4 : Critéres diagnostiques d’ABPA durant la mucoviscidose (71).

(i) Détérioration clinique (ftoux, sibilants, intolérance a l'effort, expectorations) non
attribuée a une autre étiologie.
(i) IgE totales ou sériques supérieures a 1000 Ul

(iii) Réactivité cutanée immédiate a A. fumigatus ou présence IgE spécifiques anti-A.
fumigatus
(iv) | Anticorps precipitants ou IgG sériques vis-a-vis d’A. fumigatus

(V) Anomalie radiologique récente (infiltrat, atélectasie, changement autre inexpliqué)

Ces criteres ont été révisés a plusieurs reprises depuis 2002 par d’autres auteurs.
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Une classification récente (Tableau 5) a permis de classer la maladie aspergillaire de
nature immunologique en trois groupes (ABPA, bronchite aspergillaire et
sensibilisation aspergillaire) en utilisant deux nouvelles méthodes diagnostiques : RT-
PCR ( Real time, polymerase chain reaction) et le dosage de galactomannane
(polysaccharide libéré par Aspergillus au cours de sa croissance) dans les
expectorations, combinées a la sérologie (dosage IgE et IgG) (72).

Tableau 5: Classification de Baxter et al. de la maladie immunologique

aspergillaire (72).

Classes RT-PCR Galactomannane Taux d’IgE Taux d’lgG
Absence de
maladie -[+ - - )
aspergillaire
APBA + + * *
Bronchite 4 + - Ifaibles Elevés
aspergillaire
Sen5|b|I|.saF|on + + Elevés - [faibles
aspergillaire

Cinq stades évolutifs ont été décrits au cours de I'ABPA: aigué, rémission,
exacerbation, corticodépendance et fibrose pulmonaire (73).

Le traitement doit étre instauré précocement pour prévenir la destruction pulmonaire
et contrOler les exacerbations. Il repose classiquement sur deux molécules : les
corticoides et litraconazole. Récemment [I'utilisation chez I'enfant et I'adulte de
'omalizumab (anticorps monoclonal recombinant anti-lgg) a donné des résultats
encourageants quant au rétablissement de la fonction respiratoire tout en épargnant
des corticoides (68).

2. Bronchite aspergillaire

Il s’agit d’'une nouvelle entité clinique décrite dans la mucoviscidose. Sa fréquence est
estimée a 30% chez les patients adultes (>18 ans) atteints de mucoviscidose (69). Le

tableau clinique se traduit par un trouble ventilatoire obstructif dG a une inflammation
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bronchique non spécifique, dans certains cas elle peut étre asthmatiforme (74).
La biologie se caractérise par une sérologie positive a IgG anti-Aspergillus et sérologie
IgE négative avec culture ou RT-PCR positive dans les expectorations (RT-PCR est
plus spécifique et plus sensible que la culture) (72).
Le traitement n’est pas codifié, mais il semble que les patients répondent bien aux
antifongiques de type azolés (75).

3. Maladie aspergillaire invasive
Deux entités de la maladie invasive ont été différenciées et proposées dans le cadre
de la mucoviscidose : (i) I'aspergillose invasive (Al) se produisant dans le cadre des
états immunosuppresseurs profonds lors de la transplantation et (ii) I'aspergillose
pulmonaire invasive (API) chez les patients atteints de la mucoviscidose non-
transplantés. API est la pathologie la plus fréquemment observée au cours de la
mucoviscidose, bien que les maladies invasives restent exceptionnelles dans ce
contexte. Al a été récemment associée a un risque quatre fois plus élevé de survenue
lorsque les patients atteints de la mucoviscidose sont colonisés par A. fumigatus (76).
Sur le plan clinique, c’est une pneumopathie fébrile sans amélioration aprés 48h
d’antibiothérapie a large spectre, associée a des douleurs thoraciques, toux,
hémoptysies, et dyspnée.
L'examen anatomopathologique d'une biopsie pulmonaire avec lisolement
d’A.fumigatus est le gold standard mais il reste un geste invasif, et rarement
envisageable dans ce contexte (77), donc le diagnostic est basé sur un faisceau
d’arguments cliniques, radiologiques et biologiques.
Le diagnostic est prouvé quand I'examen histologique est positif ou s'’il y a association
d’'une culture positive d’'un site normalement stérile a Aspergillus (hors LBA, urine,
sinus) et a un critére clinique, le diagnostic est probable quand il y a présence d’un

critére d’héte, d’'un critére clinique et d’'une culture positive (LBA, crachat) ou d’'une
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antigénémie (Ag Galactomannane) positive. Enfin le diagnostic est possible s’il existe
un critere d’héte et un critére clinique (78).

Les criteres dEORTC/MSG (Tableau 6) permettent de hiérarchiser la démarche
diagnostique (78).

Tableau 6 : Critéres diagnostiques d’infections fongiques invasives (critéres
EORTC/MSG révisés 2008).

Critéres d’hote Critéres cliniques Critéres mycologiques

e Neutropénie< 500/mm3 (> | e Infection pulmonaire =1des3 | e Histologie

10j) signes suivants au scanner: e Culture positive d'un site
¢ Allogreffes de CSH -Lésion dense, bien limitée, avec ou stérile (hors LBA, sinus,
e Corticoides > 0.3 mg/kg/j (> | sans halo urine).
3 semaines) -Croissant gazeux e Examen direct ou
e Immunosuppresseurs -Cavite culture positive dans
cellulaires T dans les 90 | ® Trachéobronchite = 1 des crachats, LBA,
jours avant. signes suivants vu en aspiration sinusienne.
o Déficit immunitaire fibroscopie bronchique : e Ag galactomannane
constitutionnel Ulcération, nodule, positive dans  sérum,
pseudomembrane, plaque, ou LBA, LCR.
escarre e Pas de place pour PCR en
e Sinusite: = Imagerie de sinusite routine

plus 1 des 3 signes suivants :
-Douleur aigué localisée
-Ulcére nasal avec zone de nécrose
-Extension osseuse, y compris
orbitaire
e Infection du SNC = 1 des 2
signes suivants :
-Lésions focales a 'imagerie
-Prise de contraste méningé en
scanner ou IRM

Le traitement doit étre débuté dés la suspicion d’une API, en paralléle de I'évaluation
diagnostique. Deux molécules sont classiquement indiquées en premiéere intention : le
Voriconazole et 'Amphotéricine B liposomale. Par contre la mortalité reste élevée
malgré un traitement précoce (79).

4. Aspergillome
C’est le développement des hyphes d’Aspergillus dans une cavité préexistante

(secondaire a une tuberculose, tumeur, sarcoidose, infection, emphyseme bulleux, ou
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encore spondylodiscite ankylosante). La forme est le plus souvent un grelot, mais peut
aussi parfois évoluer vers la forme chronique cavitaire. L'Aspergillome est composé
de filaments mycéliens, de cellules inflammatoires, de fibrine, mucus et débris
cellulaires (77). C’est une affection rare au cours de la mucoviscidose (64). La Iésion
reste stable et elle peut se résorber spontanément sans traitement dans 10% des cas
(80). En général, le tableau clinique est asymptomatique, mais dans certaines
situations c’est 'hémoptysie qui est le symptdme révélateur de cette pathologie qui
peut engager le pronostic vital si elle est massive (64). Le diagnostic repose sur la
clinique, I'imagerie et la biologie. Le scanner reste l'outil radiologique le plus
performant pour déceler les petites Iésions, I'image en grelot est 'image typique de
I’Aspergillome pulmonaire (Figure 6).

La culture mycologique des expectorations revient positive a I'’Aspergillus spp. dans
50% des cas seulement. Par contre la sérologie (IgG anti-aspergillaire) est positive
dans la plupart des cas. L'/Ag galactomannane peut étre détecté dans le LBA mais sa

valeur diagnostique est variable (77).

Figure 6 : Coupe tomodensitométrique d’un
aspergillome du lobe supérieur gauche

(aspect en « grelot »).

L'abstention thérapeutigue est la regle notamment chez les patients
asymptomatiques. La résection chirurgicale de la cavité et de la truffe aspergillaire est
habituellement indiquée en cas d'hémoptysie et chez les patients ayant une fonction
respiratoire satisfaisante (81). En cas d’inopérabilité, [linstillation percutanée

d’Amphotéricine B guidée par le scanner thoracique peut étre utilisée (82).
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B. Scedosporium sp.

Le genre Scedosporium appartient a la famille des Microascacées, sept groupes ont
été différenciés au sein de cette famille : Petriella, Petriellopsis, Scedosporium
prolificans (Lomentospora prolificans), Parascedosporium, Pseudallescheria,
Lophotrichus et Graphium, dans une large étude de taxonomie basée sur les
séquences nucléotidiques des régions ITS (83).

Essentiellement les groupes Pseudallescheria (le complexe Pseudallescheria boydii /
Scedosporium apiospermum) et Lomentospora prolificans ont été décrits en
pathologie humaine. Ce sont des champignons filamenteux opportunistes, présents
dans les sols, et les eaux polluées avec une répartition géographique limitée pour S.
prolificans qui semble étre localisé principalement en Australie, USA et la péninsule
ibérique (84).

1. Le complexe Pseudallescheria boydii / Scedosporium

apiospermum

Le complexe Pseudallescheria boydii / Scedosporium apiospermum est composé de
5 especes : Scedosporium apiospermum stricto sensu, Pseudallescheria boydii,
Scedosporium aurantiacum, Pseudallescheria minutispora, Scedosporium dehoogii.
Cette classification a été établie récemment apres les travaux de Gilgado qui
comportaient la description des morphologies macroscopiques et microscopiques, des
tests de croissance a différentes températures d’incubation (25, 37, 40, 42, 45 et
50°C), des tests d’assimilation de sucres (ribitol, L-arabinitol, sucrose, maltose et D-
ribose) et une étude moléculaire (des locus : ITS 1 et 2 et de la sous-unité 5,8 S des
ARN ribosomaux, séquence TUB et BT2 du gene de la bétatubuline et une partie du
géne codant pour la calmoduline) (85,86). Ce complexe représente le deuxieme
champignon filamenteux isolé des prélévements respiratoires chez les patients atteints

de mucoviscidose aprés A. fumigatus, mais la prévalence varie d’'une étude a l'autre
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(Tableau 7). Cette variation est due aussi au manque de standardisation de I'examen
mycologique des expectorations (44).

Une étude de 50 souches de complexe P. boydii/S. apiospermum isolées chez des
patients atteints de mucoviscidose a été menée en France pour déterminer la
fréequence de chaque espece. Elle a montré que P. boydii prédominait largement
(62%), suivi de S. apiospermum (24%), Scedosporium aurantiacum (10%) et
Pseudallescheria minutispora (4%). Scedosporium dehoogii n’a pas été retrouvé dans
cette étude clinique (87).

La prévalence de S. apiospermum reste élevée chez les patients atteints de
mucoviscidose par rapport a sa fréquence dans I'environnement (88). Son adhérence
a I'épithélium se fait entre autre par une lectine. Concernant ses facteurs de
virulence, il possede une protéase extracellulaire comparable a celle d’A. fumigatus
ainsi que des protéases alcalines et superoxides desmutases (64).

Tableau 7 : Prévalence du Complexe P. boydii/ S. apiospermum.

Référence Nombres de patients Prévalence
Paugam et al.2010 France (56) 201 3.4%
Manso et al 2011 ltalie (89) 1837 2%
Horré et al. 2009 Allemagne (90) 48 11.9%
Blyth et al 2010 Australie (91) 69 14.7%2
Sudfield et al.2010 USA (51) 614 2 3052
Kondori et al. 2014 Suéde (59) 98 1%
Gungor et al. 2012 Turquie (55) 48 0%
Masoud-Landgraf et al.2013 Autriche (45) 113 10.6%

a Scedosporium spp.
Sur le plan clinique, quand la contamination par S. Apiospermum se fait par voie

respiratoire (inhalation des spores), il peut y avoir des manifestations respiratoires

(Figure 7) a type de mycétomes pulmonaires (masse fongique intracavitaire), de
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pneumonies nécrosantes et/ou de scédosporioses broncho-pulmonaires allergiques
(SBPA) semblables aux ABPA (84). La dissémination hématogene peut survenir en
cas dimmunodépression ; elle est fatale dans 50% des cas malgré un traitement
antifongique (92). Actuellement, la transplantation pulmonaire est discutée chez les
patients atteints de mucoviscidose et colonisés par ce champignon (91). En cas
d’effraction cutanée, S. apiospermum peut étre responsable de mycétomes
(pseudotumeur inflammatoire localisée au tissu sous-cutané), voire d’ostéomyélites si

la plaie est profonde aprés une longue période (93).
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Figure 7 : Manifestations cliniques de S. Apiospermum.

2. Lomentospora prolificans (Scedosporium prolificans)

L. prolificans a été décrit pour la premiere fois en 1984 chez des enfants qui avaient
une ostéomyeélite d’ou son ancien nom Scedosporium inflatum (94). L. prolificans peut
étre responsable d’infections cutanées et ostéo-articulaires chez les patients
immunocompétents et d’infections disséminées chez les patients immunodéprimés,
qui sont fatales dans 80% des cas (95). Cette grande mortalité s’explique par la
résistance de L. prolificans a de nombreuses molécules antifongiques, comme
'amphotéricine B et les azolés (itraconazole, posaconazole et voriconazole). Seules
les échinocandines (caspofungine, micafungine et anidulafungine) ont une activité

modérée contre ce champignon in vitro (96). Dans le contexte de la mucoviscidose, L.
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prolificans semble étre un colonisateur des voies respiratoires dont la détection devra
étre prise en compte en cas de projet de transplantation. Cette colonisation peut étre

transitoire ou chronique et peut durer jusqu’a 4 ans (97).

C. Exophiala dermatitidis

C’est un champignon dématié qui peut étre responsable de phaeohyphomycose a
porte d’entrée cutanée post-traumatique (98). Ce champignon dimorphique se
présente sous forme d’une levure noire a 37C° mais sous forme filamenteuse a
température ambiante. Il est ubiquitaire, issu du sol mais trés fréquent dans
I'environnement intérieur. |l peut survivre longtemps dans un environnement humide
et chaud par exemple : les salles de bain, cuisines, sauna et lave-vaisselle (46,99,100).
Sa prévalence dans la population atteinte de mucoviscidose varie entre 1.1 et 19%
(Tableau 8). Plusieurs raisons ont été avancées pour expliquer cette disparité, telles
que : facteurs génétiques, mode de vie, et manque de standardisation de I'examen
mycologique (notamment ['utilisation des milieux sélectifs et temps d’incubation
prolongé) (42,44). Dans une étude de typage des souches isolées chez les patients,
la colonisation par E. dermatitidis est typique de celle d’'un champignon faiblement
distribué dans I'environnement, ce champignon occupant des réservoirs particuliers
qu’il est nécessaire de définir (101).

Sur le plan clinique, E. dermatitidis est responsable de cas d’infections cérébrales
décrites exclusivement en Asie (99), dans d’autres régions du monde des cas
d’'onychomycose, kératite, otite externe et infections cutanées secondaires a un
traumatisme ont été rapportés (102-104).

Au cours de la mucoviscidose, E. dermatitidis peut coloniser les voies respiratoires et
induire une réponse sérologique qui peut s’Taccompagner d’'un syndrome inflammatoire
biologique non spécifique (hyperleucocytose et accélération de VS) (59). Son pouvoir

pathogéne n’est pas clairement élucidé dans ce contexte, mais des cas de
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pneumonies et infections pulmonaires invasives ont été rapportés a E. dermatitidis
(105-107).

La colonisation des voies aériennes par A. fumigatus, 'homozygotie pour la mutation
F508del, Tlinsuffisance pancréatique et [utilisation d’antibiotiques par voie
intraveineuse au long cours seraient des facteurs de prédisposition a la colonisation
de ces patients par E. dermatitidis (59,108).

Tableau 8 : Prévalence d’E. dermatitidis en Europe.

Référence Nombre de patients Prévalence

Kondori et al.2011 Suéde (109) 97 19%

Horré et al.2004 Allemagne (110) 81 6.2%
Lebecque et al.2010 Belgique (108) 154 5.8%
Bakare et al.2004 Allemagne (47) 94 1.1%
Nagano et 2010 Irlande (57) 77 3.9%

Kondori et al.2014 (59) Suede 98 17%
Masoud et al.2013 Autriche (45) 113 8.8%

D. Rasamsonia argillacea

C’est un champignon filamenteux thermophile anciennement connu sous le nom de
Geosmithia argillacea, morphologiquement tres proche des Pénicilliums et
Paecilomyces avec lesquels ils ont été longtemps confondus ; cela contribue
certainement a sa sous-estimation (111).

Des cas de colonisation chronique a R. argillacea chez les patients atteints de
mucoviscidose ont été rapportés en France, Italie, Royaume-Uni et Autriche
(45,89,112,113). Les lésions de I'épithélium bronchique causées par les infections
bactériennes favorisent I'implantation de ce champignon, et la signification clinique de

cette colonisation n’est pas encore clairement définie. Actuellement il n'y a pas assez
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de données dans la littérature pour pouvoir conclure, mais la détection de ce
champignon dans les voies respiratoires des patients ne doit pas étre négligée puisque
R. argillacea est un véritable pathogene opportuniste chez les patients
immunodéprimés, tels que les patients atteints de granulomatose familiale chronique

ou d’affections hématologiques (114).

E. Acrophialophora fusispora

Acrophialophora fusispora est un champignon thermorésistant, présent dans le sol. Il
est rarement isolé en pathologie humaine (42). Ce champignon est aussi difficile a
identifier que R. argillacea méme dans les laboratoires spécialisés en mycologie. Son
incidence est probablement sous-estimée, par conséquent sa pertinence clinique est
mal documentée. Ce champignon a été rapporté comme responsable de kératite et
d'infection pulmonaire chez les adultes immunocompétents et d'un abcés du cerveau
chez un enfant atteint de leucémie lymphoblastique aigué (115). A. fusispora est
également responsable d’infection disséminée chez le chien (116). Chez les patients
atteints de mucoviscidose, une colonisation chronique par A. fusispora pourrait
contribuer a la dégradation progressive de la fonction respiratoire en entretenant

notamment l'inflammation locale (115).

F. Candida

Les espéces Candida sont isolées trés frequemment dans les expectorations des
patients atteints de mucoviscidose. Candida albicans, commensal des muqueuses, est
la levure la plus retrouvée. Sa prévalence varie de 46 a 78% selon les études, alors
gue les autres especes sont moins frequentes (45,54,55,64,117). Le rble pathogene
de C. albicans a été étudié dans un modéle in vitro sur une muqueuse épithéliale
porteuse du géne CFTR muté. Il a été démontré que C. albicans ne stimule pas la

réponse pro-inflammatoire en comparaison avec A. fumigatus qui peut entrainer une
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augmentation de I'lL6 et I'lL8 (118). Dans une étude prospective menée sur 11 ans, il
a été montré que la colonisation par C. albicans est un meilleur prédicteur de
I'insuffisance pancréatique, de I'ostéopénie et de la co- colonisation par P. aeruginosa.
Cette colonisation présage de facon indépendante des exacerbations des patients
hospitalisés et du déclin a la fois du VEMS et de I''MC (119). Ces données
intéressantes nécessitent d’étre confirmées par d’autres études pour comprendre et
éclaircir le vrai réle de cette levure dans ce contexte. Aujourd’hui, la colonisation des
patients atteints de mucoviscidose par Candida est considérée comme banale et sans

role ou effet pathogene.

I1l. Contexte général de notre étude

Les infections broncho-pulmonaires représentent donc un probléeme majeur auquel sont
confrontés les patients atteints de la mucoviscidose. Les bactéries sont de loin les
principaux microorganismes responsables de ces infections respiratoires. Ces dernieres
années I'amélioration de leur prévention et leur prise en charge a permis d’augmenter
la survie de ces patients mais s’est accompagnée de I'émergence d’infections
fongiques. Aujourd’hui, I'impact des champignons notamment filamenteux est de plus
en plus reconnu dans le processus inflammatoire qui est responsable de la dégradation
de la fonction respiratoire. Or, ces micromycétes sont capables aussi de disséminer,
posant alors des problémes d’ordres prophylactique et thérapeutique notamment en cas
de greffe pulmonaire. La fréquence exacte de ces micromycetes dans la mucoviscidose
commence a étre étudiée mais reste mal/peu déterminée. De plus, le manque de
standardisation des méthodes de culture d’isolement des espéces fongiques ne facilite
ni les études ni les comparaisons inter-laboratoires.

Dans ce contexte, notre étude avait pour objectif d’'une part de déterminer la fréquence

des especes fongiques dans les voies respiratoires des patients atteints de
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mucoviscidose, responsables soit de colonisations, soit d’'infections. D’autre part, nous
avons voulu évaluer et comparer les différents milieux conventionnels et/ou semi-
sélectifs utilisés dans la pratigue mycologique du laboratoire de diagnostic avec pour
but de proposer un protocole consensuel, standardisé pour I'isolement des espéces

fongiques chez ces patients.
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MATERIELS ET METHODES

Notre travail fait suite au PHRC national « Mucofong » qui correspondait a une étude
nationale multicentrique prospective centrée sur le suivi mycologique de patients
atteints de mucoviscidose, initiée en 2007.

Notre étude est baptisée « MFIP » pour Mucofong International Project. Les grandes
lignes de notre étude ont été définies au 2°™¢ séminaire du groupe du travail
ECMM/ISHAM (European Confederation for Medical Mycology/ International Society
for Human and Animal Mycology) sur les infections respiratoires fongiques dans la
mucoviscidose, en septembre 2011 a Angers. Cette étude a été congue en 3 phases :
(i) une enquéte préliminaire basée sur le volontariat recensant a I'échelle internationale
les différentes pratiques existantes, a partir de I'analyse de cette enquéte et des
données bibliographiques, (ii) I'élaboration du protocole unique utilisé par tous les
centres participants MFIP pour déterminer la prévalence fongique dans la
mucoviscidose et comparer I'efficience des différents milieux, et enfin (iii) la réalisation
de I'étude MFIP dans les laboratoires participants.

In fine, notre projet correspond a une étude internationale multicentrique (19 centres)
prospective dont I'objectif principal est de déterminer la prévalence des espéces
fongiques présentes dans I'arbre respiratoire des patients atteints de mucoviscidose.

L'objectif secondaire est de comparer et d’évaluer les différents milieux de culture
standards et/ou semi-sélectifs utilisés en mycologie dans le suivi des patients atteints

de mucoviscidose, avec le but de proposer un protocole standardisé de cette analyse.
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|. Population étudiée

Entre avril et septembre 2013, 469 expectorations ont été recueillies aupres des
patients enfants et adultes atteints de mucoviscidose. Dix-neuf centres ont participé :
9 centres en France, 4 centres en ltalie et 1 centre dans chacun des pays suivants :
Royaume-Uni, Espagne, Belgique, Autriche, Gréce et I’Australie (Figure 8).

Toutes les expectorations provenaient de patients dont le diagnostic de mucoviscidose
avait été validé sur les critéres actuellement en vigueur. Leur inclusion dans I'étude a

éte réalisée lors d’'une visite médicale de routine ou pendant une hospitalisation.

Figure 8 : Carte des centres participants.

Les patients greffés pulmonaires et les patients incapables d’expectorer ont été exclus
de cette étude. Nous avons exclu aussi les expectorations dont la quantité était

insuffisante pour ensemencer tous les milieux testés.
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[I. Milieux de cultures utilisés

Toutes les expectorations incluses dans notre étude ont été ensemencées sur les 8
milieux sélectionnés ou conditions sélectionnés. Le choix des milieux était basé sur
I'expérience des centres participants. Chaque centre a proposé une sélection des
milieux les plus performants pour isoler les espéces fongiques dans les expectorations
des patients atteints de mucoviscidose. Le choix des différents milieux testés a été

discuté lors du séminaire de 2011 a Angers, et s’est arrété sur les 7 milieux suivants :

A. Milieu chromogene (CM)

Il est destiné a la culture des levures et des champignons filamenteux. Il permet surtout
d’identifier et de quantifier d’éventuelles levures par virage colorimétrique.

Ce milieu contient un substrat chromogéene d’hexosaminidase qui est hydrolysé en
présence des levures, notamment de Candida. Chaque espéce produit une couleur
caractéristique de cette levure. Ce milieu est incubé a 37°C.

Sa composition est la suivante :
- Peptone 10g
- Glucose 20g
- Agar-agar 159
- Chloramphénicol 0,5g
- Chromogene 2g

- Eau distillée gsp 1000 ml

B. Milieu Sabouraud ou YPDA

Le milieu de Sabouraud ou le milieu YPDA sont des milieux polyvalents destinés
initialement a la culture des dermatophytes. Actuellement, il est largement utilisé pour
isoler et cultiver toutes sortes de micromycetes. L'azote des peptones qu’il contient est
une source de facteurs de croissance. Il contient aussi le glucose en concentration

élevée, qui favorise la croissance des champignons osmotiquement stables mais qui
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n’est pas toléré par la plupart des bactéries. Son pH faible convient parfaitement aux
champignons mais pas a de nombreuses bactéries. Pour les centres qui ne
disposaient pas du milieu de Sabouraud, ils ont utilisé le milieu YPDA. Ce milieu est
incubé a 37°C.

Il est composé pour le milieu de Sabouraud / pour le milieu YPDA de :

- Digestion pancréatique de caséine 5g/ Yeast extract 59

- Peptone 5g/ 10g

- Glucose 40g/ 20g

- Agar 20g

- Eau distillée gsp 1000 ml
Un second milieu Sabouraud ou YPDA a également été ensemencé et incubé a 37°C
avec I'expectoration diluée au 1/10.

C. Milieu Dichloran-Rose Bengal Benomyl Chloramphénicol
(DRBBC)

Ce milieu a été développé initialement pour I'isolement des moisissures présentes
dans les aliments (120). C’est un milieu semi-sélectif qui est utilisé pour favoriser le
développement des champignons a croissance lente. Le chloramphénicol inhibe la
croissance bactérienne. L'addition de bénomyl qui est un inhibiteur de microtubules,
permet de diminuer le développement des colonies fongiques a croissance rapide, de
type Aspergillus, Rhizopus et Mucor. Linhibition de I'envahissement par ces
moisissures et la diminution générale de la taille des colonies améliorent la numération
et la détection de plusieurs especes concomitantes. Le milieu est incubé a 37°C.

Il se compose de :
- Dichloran Rose-Bengale agar base 31,5g
- Chloramphénicol 0,5¢g
- Glucose 10g
- Benomyl (en fin de cuisson) 0,008g
- Eau distillée gsp 988 ml
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D. Milieu sélectif pour Scedosporium (SSM)

C’est un milieu semi-sélectif développé par Rainer et collaborateurs en 2008
spécifiqguement pour faciliter l'isolement des espéces du complexe P. boydii/S.
apiospermum (121). Il contient en plus du Dichloran agar et du Benomyl, 3
antibiotiques : le Chloramphénicol, la Ciprofloxacine et la Streptomycine. Le milieu est
incubé a 37°C.

Il est composé de :
- Phosphate monopotassique 1.25 g
- MgS04.7H20 0.625 g
- Maltose 6.25 g
- Extrait de malt 6.25 g
- Extrait de levure 1 g
- Peptone de soja 0.625 g
- Ciprofloxacine 0.1 g
- Streptomycine sulfate 0.1 g
- Chloramphénicol 0.1 g
- Dichloran 2 g
- Benomyl6g
- Agar20g
- Eau distillée gsp 983 ml

E. Milieu de Sabouraud ou milieu YPDA additionné de
chloramphénicol et de cycloheximide (YPDACC)

Ce milieu semi-sélectif est utilisé pour favoriser le développement des champignons a
croissance lente. On ajoute au milieu Sabouraud (ou milieu YPDA) du Chloramphénicol
(0.5g/litre) qui est un antibiotique bactériostatique a large spectre inhibant la croissance
de la plupart des espéces bactériennes. L'ajout de cycloheximide (actidione 0.5g/litre)
permet d’inhiber la synthése protéique de certaines espéces fongiques comme L.
prolificans et certains Aspergillus spp. Le complexe S. apiospermum est quant a lui

résistant au cycloheximide. Ce milieu est incubé a 37°C.
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F. Milieu B+ (BM)

Le milieu B+ est un milieu semi-sélectif qui a été décrit et développé par Nagano et
collaborateurs pour faciliter la culture fongique a partir des expectorations des patients
atteints de mucoviscidose (122). Il contient les éléments de base nécessaires pour la
croissance des micromycetes et 4 antibiotiques de large spectre pour supprimer un
maximum des especes bactériennes, ces dernieres pouvant inhiber ou masquer le
développement des champignons (123). Ce milieu est incubé a 27°C.

Il est composé de :
- Yeast extract 30g
- Glucose 16.7 g
- Agar: 209
- Peptone 6.8g
- Cotrimethoxazole 0.128g
- Chloramphénicol 0.05 g
- Ceftazidime 0.032 g
- Colistine 0.024g
- Eau distillée gsp 1000 ml

- pH (6.3) a ajuster a la fin de préparation
G. Milieu enrichi en érythritol (EM)

L’érythritol est un polyol (sucre alcoolis€) qui représente une source de carbone
sélective pour Exophiala dermatitidis (124). Ce milieu semi-sélectif est incubé a 27°C.

Sa composition est la suivante :

- Yeast nitrogene base 6.7g

- Méso-érythritol 10g

- Chloramphénicol 0.5g

- Agar 25¢g

- Eau distillée gsp 1000 ml.
Les milieux : DRBBC, YPDACC, SMM, BM, EM ont été préparés au CHRU de Lille
(Institut de Microbiologie, Centre Biologie Pathologie) et ont été envoyés dans chaque

centre participant par le transporteur DHL.
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l1l. Protocole de I’étude MFIP
Tous les prélévements provenaient de patients atteints de mucoviscidose suivis dans
les centres participants. Ces prélevements ont été recueillis au cours des visites
systématiques annuelles ou lors d’exacerbations.
Tous les centres participants ont suivi le méme protocole (Figure 9), a la réception de
I'échantillon un prétraitement était réalisé pour homogénéiser I'expectoration. Cette
homogénéisation a pour but d’augmenter la sensibilité de détection des différents
micromycetes et éventuellement de semi-quantifier la culture fongique (45).
Le prétraitement consistait a ajouter un mucolytique de volume égal a I'échantillon,
puis mélanger pendant au moins 15 secondes a l'aide d’un vortex et d’'incuber cette
préparation a une température de 37°C pendant 30 minutes.
Les expectorations prétraitées ont été ensemencées avec un volume défini de 20uL
du culot sur les 7 milieux sélectionnés. En plus une dilution au 1/10 de I'’échantillon a
été réalisée et ensemencée sur milieu Sabouraud ou YPDA (DIYPDA). Cette dilution
permettrait de détecter un début de colonisation (communication orale d’A. Borman).
Les températures d’incubation sont de 37°C pour détecter les champignons
thermotolérants et entre 25°C et 30°C pour la détection des champignons d’origine
environnementale avec un potentiel pouvoir pathogéne (125) (Figure 9). Les milieux
de culture étaient observeés 2 fois par semaine sur une durée de 15 jours.
Puisqu’un volume constant était ensemenceé dans tous les centres, le délai de positivité
ainsi que le nombre de colonies (quantification semi-quantitative pour chaque espéce)
étaient notifiés sur la feuille de travail présentée en annexe 1.
L'identification des micromycétes reposait sur des caractéristiques macroscopiques et

microscopiques.
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Volume égal de mucolytique

* 15 s Vortex
3 15 & 30 min & 37°C

S |

1:10 dilution: détection un début
de colonisation
TA, Bormoan commumicabion
parsonnels;

3) Boites de culture seront incubées a la T° indiquée pour 15 jours
4)Identification d'espéce: Caractéristigues macro et microscopigues.

Figure 9 : Protocole standardisé de I’étude MFIP.

Pour les levures, lidentification se faisait par l'interprétation macroscopique des
colonies ayant poussé sur le milieu chromogéne. Par exemple lidentification de
Candida albicans est aisée : les colonies sont de forme ronde, Iégérement bombées,
lisses, a bord net, de couleur rose a mauve (pour milieu chromogéne CandiSelect™4
utilisé au CHU de Lille) (Figure 10). Quand I'examen macroscopique n’est pas assez
contributif, une galerie d’identification (APl ID 32C®) basée sur les caractéeres
biochimiques de la levure, ou l'utilisation de MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization - Time of Flight) pouvaient étre réalisées dans les centres.

Pour les champignons filamenteux, lidentification d’espéce repose sur I'aspect
macroscopique et microscopique (Figures 11 et 12). Certaines données (température,
vitesse de pousse, sensibilité au cycloheximide) peuvent étre des compléments utiles

a I'identification.
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A. Examen macroscopique

Sur un plan général, la température et la vitesse de croissance font partie de nos
critéres d’'identification. Le délai de positivité de culture est court en cas d’Aspergillus
et plus long pour d’autres genres tels que le genre Scedosporium.

En fonction du type de mycélium aérien ou non, et du milieu de culture (Sabouraud ou
YPDA), la texture des colonies peut étre laineuse, duveteuse, poudreuse, granuleuse
ou glabre. La topographie des colonies (plane, surélevée, cérébriforme, avec présence

de stries) peut également orienter I'identification.

Figure 10 : Aspect macroscopique de C. albicans (A) et C. glabrata (B) sur milieu

CandiSelect™4 (Cultures du laboratoire de Parasito-Mycologie CHRU de Lille).

Figure 11 : Aspect d’A. fumigatus : (A) macroscopique sur milieu Sabouraud (B)

microscopique coloré au bleu de lactophénol (Cultures du laboratoire de Parasito-
Mycologie CHRU de Lille).
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Figure 12 : Aspect de S. apiospermum : (A) macroscopique sur milieu DRBBC

(B) microscopique coloration au bleu de lactophénol. A (Cultures du laboratoire de
Parasito-Mycologie CHRU de Lille), B (126).

La couleur des colonies et la présence des pigments diffusibles sont aussi des
éléments d’orientation. Par exemple, les colonies de champignons dématiés sont de
couleur brune, grise ou noire et celles des champignons hyalins sont blanches ou

autres couleurs (rouge, vert, jaune, mauve, ...).

B. Examen microscopique

Pour réaliser I'observation au microscope, on appliqgue un morceau de Scotch® par sa
face collante sur la colonie a identifier, puis on le dépose sur une lame avec une goutte
de bleu au lactophénol. Le tout est recouvert d’'une lamelle ; puis on observe au
grossissement x40. On analyse successivement (127) :

- Les hyphes : septées, non septées, plutét larges (> 4um) ou étroites (<4um)

- Les conidiophores : absents, simples, ou ramifiés.

- Les cellules conidiogenes : annellides, phialides...

- Les conidies : uni- ou pluricellulaires, en amas ou en chaines, forme (ronde, ovale,
en massue...).

- Les organes de fructification : périthéces, cléistothéces (sexué), pycnides (asexué).
L'ensemble de ces éléments est schématisé dans la figure 13 pour le genre

Aspergillus.
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Figure 13 : Terminologie pour décrire la morphologie des champignons

filamenteux du genre Aspergillus [issues de (119)].

V. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été effectuée en collaboration avec la Plate-Forme d’Aide
Méthodologique du CHRU de Lille (Pr Alain Duhamel, et Mme Nassima Ramdane-
Sebbane) avec I'aide du logiciel SAS version 9.3.

Nous avons étudié les prévalences de chaque espéce fongique, les sensibilités et les
valeurs prédictives négatives des milieux de culture testés, et nous avons tenté de
déterminer la meilleure association de milieux de culture a 'aide d’arbres décisionnels
selon la méthode de CHAID.

Une valeur de p inférieure a 0,05 était considérée comme statistiguement significative

pour toutes les analyses.

A. Prévalences

Une espece a été considérée comme présente a partir du moment ou elle a été

détectée sur au moins 1 des 8 milieux ou conditions de culture testés suivants :

- Milieu chromogéne (CM).
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- Milieu de Sabouraud ou milieu YPDA (YPDA).

- Milieu Dichloran-Rose Bengal Benomyl Chloramphénicol (DRBBC).

- Milieu Sélectif Scedosporium (SSM).

- Milieu de Sabouraud (ou milieu YPDA) additionné de chloramphénicol et de
cycloheximide (YPDACC).

- B+ Medium (BM).

- Milieu enrichi en érythritol (EM).

- Dilution 1/10 Milieu de Sabouraud ou YPDA (DIYPDA).

Les prévalences de chaque espéce fongique ont été calculées pour 'ensemble des
malades, puis dans un second temps nous avons distingué les prévalences dans les
populations d’age inférieur a 15 ans (population pédiatrique) et population d’age égal

ou supérieur a 15 ans (population adulte).

B. Sensibilités et Valeurs prédictives négatives (VPN) des
milieux de culture

- La sensibilité du milieu est la probabilité que le champignon soit détecté par le milieu
s’il est présent dans I'expectoration du patient.

- La valeur prédictive négative du milieu est la probabilité que le champignon soit
absent de I'expectoration s'’il n’est pas détecté par le milieu de culture.

Ces grandeurs ont été estimées a partir des données individuelles de chaque milieu
rapportées aux données générales de I'ensemble des milieux. Pour rester
statistiquement significatif, ces données ont été établies pour les espéces isolées au

moins 5 fois sur 'ensemble des expectorations.
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RESULTATS

|. Données générales de I’étude
Au total 469 expectorations ont été recueillies aupres des patients atteints de
mucoviscidose ageés entre 1 et 67 ans, avec un age moyen estimeé a 24 ans et un sex-
ratio proche de 1 (252 masculins et 217 féminins).
Nous avons isolé au moins un micromycete dans 366 expectorations, ce qui
correspond a 78% de I'ensemble des expectorations. Cette proportion chute a 52%
chez les patients moins de 15 ans et elle est de 86% dans la population de 15 ans et

plus (Figure 14).

Population générale Population < 15 ans Population > 15 ans

culture négative
u culture positive

Figure 14 : Proportions de cultures positives et négatives dans I’étude MFIP.

L’age moyen des patients avec une culture fongique positive était 25,8 ans et celui des
patients avec culture négative était de 17,5 ans. La comparaison de ces ages moyens
par le test des rangs signés de Wilcoxon nous a permis de montrer une différence

significative d’un point de vue statistique (p calculé <0.0001) (Figure 15).
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Figure 15 : Distribution de score de Wilcoxon pour I’age (ans)

Nous avons regroupé les centres participants par pays, et nous les avons représentés

en fonction des cultures positives et négatives dans la figure 16.
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Figure 16 : répartition des cultures positives/négatives par pays.
Si I'on regarde I'évolution du nombre d’espéces fongiques isolées par expectoration
figure en fonction de I'dge (Tableau 9), la comparaison des moyennes d’age des
différents groupes des cultures positives pour 1, 2, 3, 4 ou 5 especes avec le test de

Kruskal-Wallis ne nous permet de mettre en évidence une différence d’age
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statistiquement significative (p calculée = 0,21).

Tableau 9 : Nombre d’espéces fongiques isolées dans les 469 expectorations

étudiées et ages moyens des différents groupes.

Age moyen
Nombre Nombre Déviation | Médiane s moyen (ree)
s . : % y (année) des culture
d'especes | d'observations standard | (année) .
groupes positive/
négative
0 103 22% 11.81 14.50 17.5 175
1 163 34.7% 12.98 23 24.9
2 129 27.5% 10.25 25 26.7
3 53 11.3% 9.05 23.5 26.5 25.8
4 15 3.2% 9.52 27 27.6
5 6 1.3% 3.43 22.5 22.8

II. Prévalence des espéces fongiques

A. Prévalence globale
Nous avons calculé la fréequence des différentes espéces fongiques dans les
expectorations de notre population. Les prévalences ont été calculées sur la base des
469 expectorations.
La prévalence estimée des 469 expectorations se répartit comme indiquée dans le
tableau 10. Le C.albicans est de loin I'espéce fongique la plus fréquemment retrouvée
dans notre population avec une prévalence de 47.7%, I'A. fumigatus est le champignon
filamenteux le plus fréquemment isolé (34,5%).
Pour la suite de I'analyse des données, nous avons groupé certaines especes isolées
rarement (n<5). Pour rester significatifs dans les analyses statistiques qui suivront et
pour faciliter la lecture et compréhension des résultats, nous avons regroupé les
especes fongiques de la fagon suivante :
- La section fumigati comportant ici A. fumigatus et Neosartorya pseudofischeri.
- La section Circumdati comportant Aspergillus flavus et Aspergillus niger.

- La section Nidulantes contenant Aspergillus nidulans, Aspergillus terreus, Aspergillus
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versicolor.
- Le groupe autres Candida qui regroupe Candida famata, Candida kefyr, Candida
guillermondii, Candida kruzei, Candida lusitaniae, Candida tropicalis et Candida sp.

Tableau 10 : Prévalence des différentes espéces fongiques retrouvées dans les

expectorations des patients suivis dans I’ensemble des centres.

Prevalence Prévalence
Especes fongiques Nombre Espéces fongiques Nombre
% %
de cas de cas
Acremonium sp. 1 0.2% Chrysosporium sp. 1 0.2%
Arthrographis kalrae 1 0.2% Cladosporium sp. 9 1.9%
Aspergillus flavus 13 2.8% | Exophiala dermatitidis 10 2.1%
Aspergillus fumigatus 162 34.5% | Exophiala lecanii-corni 1 0.2%
Aspergillus nidulans 2 0.4% Exophl_ala . 1 0.2%
phaeomuriformis
Aspergillus niger 3 0.6% Exophiala sp. 4 0.8%
Aspergillus sp. 12 2.5% | Fusarium oxysporum 1 0.2%
Aspergillus terreus 10 2.1% Fusarium sp. 2 0.4%
Aspergillus versicolor 1 0.2% | Geotrichum capitatum 1 0.2%
Caesalpinia pulcherrima 1 0.2% | Geotrichum silvicola 1 0.2%
Candida albicans 224 47.7% Geotrichum sp. 4 0.8%
Candida kefyr 1 0.2% | Geotrichum klebahnii 1 0.2%
Candida dubliniensis 21 4.5% Neosar_torya_ 1 0.2%
pseudofischeri
Candida famata 2 0.4% | Paecilomyces variotii 4 0.8%
Candida glabrata 22 4.7% Penicillium sp. 44 9.4%
Candida guillermondii 1 0.2% | Rasamsonia argillacea 5 1.1%
Candida cruzeii 3 0.6% Rhizomucor sp. 1 0.2%
Candida lusitaniae 1 0.2% Rho_dotc_;rula 1 0.2%
mucilaginosa
Candida parapsilosis 21 4.5% Rhodotorula sp. 2 0.4%
Candida sp. 26 | 550 | COMPlexe P. Boydii/s. 24 |51%
apiospermum
Candida tropicalis 6 1.2% Lomentospora 7 1.5%
prolificans
Champignons
filamenteux non 8 1.7% Scedosporium sp. 13 2.8%
identifiable
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- Le groupe Exophiala sp. contient toutes les espéces du genre Exophiala (Exophiala
dermatitidis, Exophiala lecanii-corni, Exophiala phaeomuriformis et Exophiala sp).

- Le groupe P. boydii/S. apiospermum regroupe toutes les espéces du complexe.

- Le groupe « autres Scedosporium » contient Lomentospora prolificans,
Scedosporium sp.

- Le groupe « autres moisissures » : Arthrographis kalrae, Chrysosporium sp.,
Fusarium oxysporum, Fusarium sp., Paecilomyces variotii, Rhizomucor sp.,
Acremonium sp. et Champignons filamenteux non identifiés.

Les prévalences des entités regroupant les espéces sont représentées dans la figure

17.

Autres Scedosporium 4,3%
. Rasamsonia argillocea 1,1%
5. aplospermum 5,1%

icill Autres moisissuresd,1%
Pen: m sp 9,4% Autres Condido  8,5%
Exophiala sp 3,4%
Geotrichum 1,5%
Aspergillus sp 2,6

C. albicans 47,8%

\-.

Fumigati 34,

Nidulantes %
- . globrata Gy
Cladosporium 1,9% C, parapsilosis 4,7% 4

4,5%
Figure 17 : Prévalence des différentes espéces fongiques dans I’étude MFIP.

B. Prévalence en fonction de I’age

Nous avons ensuite comparé la prévalence de chaque espéce ou groupe en fonction
de I'age (une population dont I'adge est inférieur a 15 ans et une population d’age
supérieur et/ou égal a 15 ans) et observé des différences significatives entre les deux

populations pédiatrique et adulte concernant les prévalences des espéces fongiques
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ou groupes suivants : C. albicans, section fumigati et S. apiospermum (Tableau 11).

Tableau 11 : Prévalence des différentes especes fongiques retrouvées dans les

expectorations en fonction de I’age (seuil 15 ans).

Age <15 ans n=100 | Age >= 15 ans n=352
Especes - - Valeur
nombre | Prévalence | Nombre | Prévalence dep
Aspergillus sp. 3 3% 9 2,5% NC
Candida autres 6 6% 31 8,8% NC
Autres moisissures 1 1% 18 5,1% NC
Autres Scedosporium 3 3% 16 4,5% NC
C. albicans 28 28% 195 55,49% | <0001
Candida dubliniensis 2 2% 19 5,4% NC
C. glabrata 3 3% 19 5,4% NC
C. parapsilosis 4 4% 17 4,8% NC
Section Circumdati 1 1% 13 3,7% NC
Cladosporium sp. 1 1% 8 2,3% NC
Exophiala sp. 2 2% 14 4% 0.5407
Section Fumigati 16 16% 134 38% < 0,001
Rasamsonia argillacea 0 0 5 1,4% NC
Geotrichum sp. 1 1% 6 1,7% NC
Section Nidulantes 1 1% 12 3,4% NC
Penicillium sp. 4 4% 39 11,1% NC
S. apiospermum 1 1% 22 6,2% 0.0371

NC : non calculée

La prévalence des especes fongiques dans la population pédiatrique est inférieure par
rapport a celle de la population adulte sauf pour le groupe Aspergillus sp. Il n’existe
pas de différence significative entre les deux populations concernant la prévalence du

groupe d’Exophiala sp.

C. Prévalence en fonction de la latitude

Comme l'impact du climat sur la présence de certaines espéces fongiques est connue

(84,128-133). Nous avons calculé la fréquence des cultures positives et négatives, la
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prévalence des espéeces fongiques (Figure 19) en fonction des latitudes des centres
européens participants. Nous avons déterminé trois groupes : (i) +50°, (ii) 45°- 49° et

(iii) 40-44°. Devant le faible nombre de patients recrutés (N=16), le centre australien a

été exclu de cette analyse.

+ Sﬂn 45“‘ 450 4'0 - 441:-

= Culture négative

= Culture positve

Figure 19: Répartition des cultures positives et négatives de I’étude MFIP en
fonction de la latitude.

En utilisant le test exact de Fisher, nous avons observé une différence significative
entre les prévalences de chaque zone géographique définie par les latitudes +50°,
45°- 49° et 40-44° pour les champignons ou groupes suivants : C. albicans, C.
dubliniensis, C. glabrata, autres Candida, Geotrichum sp., section Fumigati,, complexe
S. apiospermum, Cladosporium sp., et Penicillium sp. (Tableau 12).

Tableau 12 : Prévalence des espéces fongiques en fonction des latitudes.

Espéces 50° 45-49° 40-44° Valeur p
Aspergillus sp. 1,4% 2% 4,6% 0.3628
Autres Candida 11,1% 3,6% 16% <0,0001

Autres moisissures 11,1% 2,8% 3,1% 0.0126
Autres Scedosporium 1,4% 5,2% 3,8% 0.4045
C. albicans 55,6% 54,0% 37,4% 0.0024

C. dubliniensis 11,1% 4,4% 1,5% 0.0107

C. glabrata 8,3% 6,0% 0,7% 0.0101

C. parapsilosis 1,4% 4,8% 6,1% 0.3211
Section Circumdati 2,8% 1,6% 6,1% 0.0586
Cladosporium sp. 5,6% 2,0% / 0.0202
Exophiala sp. 5,6% 4,4% 0,8% 0.0693
Section Fumigati 43,1% 34,0% 26,7% 0.0479
Rasamsonia argillacea 0% 0,8% 2,3% 0.4475
Geotrichum sp. 5,6% 0,8% 0,8% 0.0194
Section Nidulantes 0 3,6% 3,1% 0.3103
Penicillium sp. 19,4% 10,4% 2,3% <0,0001

S. apiospermum 1,4% 2% 14% <0,0001
Scedosporium spp. 2,8% 7,2% 16,8% 0.0019
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Il nexiste pas de différence significative (p=0.4045) pour le groupe «autre
Scedosporium» mais si on regroupe toutes les especes de Scedosporium en un seul
groupe englobant les especes du complexe P. boydii/S. apiospermum et L. prolificans,
on obtient une différence statistique significative (p=0.0019, Tableau 12). Ceci est en
accord avec les données de la littérature qui rapportent L. prolificans comme moins
frequemment isolé chez les patients et ayant une distribution géographique plus limitée

que celle des especes du complexe.

I11. Evaluation des performances des milieux de
culture
A. Détermination des sensibilités et valeurs prédictives
négatives
Notre objectif étant de déterminer I'apport de chaque milieu dans la mise en culture
des expectorations issues des patients atteints de mucoviscidose, nous avons calculé
les sensibilités et valeurs prédictives négatives des 8 milieux ou conditions testés pour
chaque espece fongique (Tableaux 13 et 14).
La sensibilité tient compte de la prévalence de I'espéce sur un milieu défini rapportée
a la prévalence globale du champignon. Ces 2 grandeurs se définissent de la fagon
suivante :
- Sensibilité (Se) = Probabilité que le milieu soit positif si le champignon est présent
sur au moins un des 8 milieux ou conditions testés.
- Valeur prédictive négative (VPN) = Probabilité que le champignon soit absent quand
le milieu est négatif.
La spécificité et la valeur prédictive positive sont par définition de 100%, car ces
parameétres ne sont pas calculables dans notre cas puisque nous ne comparons pas

nos données a une méthode de référence.
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Le milieu Sab/YPDA présente la meilleure sensibilité pour détecter les espéces de la
section Fumigati avec une valeur de 69.4%. Le milieu le plus sensible pour isoler les
Scedosporium est le milieu SSM avec une sensibilité a 90.4%. En effet, il a une
sensibilité de 87% pour S. apiospermum et 95% pour le groupe «autres
Scedosporiums.

Le milieu BM est le milieu le plus sensible pour isoler I'Exophiala sp. avec une
excellente sensibilité (87.5%) par rapport aux autres milieux, suivi par le milieu EM
(68.7%).

Les milieux conventionnels (Sab/YPDA et CM) sont performants pour isoler les
especes Candida mais le milieu le plus sensible pour détecter C. albicans est le milieu
DRBBC (88.4%), le milieu BM est le plus performant (80.9%) pour isoler C. dubliniensis
et le milieu CM demeure le plus sensible pour la détection de C. glabrata et C.
parapsilosis avec une sensibilité de 90.1% et 85.7% respectivement.

Pour les genres Penicillium, Geotrichum et Cladosporium, ce sont les milieux incubés
a une température inférieure a 30°C (BM et EM) qui présentent les meilleures
sensibilités et VPN. Ici, la température d’incubation semble jouer un réle important pour

le développement de ces moisissures.
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Tableau 13 : Sensibilités en % des milieux de culture vis-a-vis de chaque espéce ou groupe d’espeéces.

CM  Sab/YPDA DRBB SMM [ YPDACC BM EM DIYPDA

Especes

- Aspergillussp 444 58,3 16,7 16,7 50 75 58,3 58,3
~ Autres Candida 607 72,5 75 70 62,5 775 65 52,5
~ Autres moisissures 125 31,9 10,5 21 31,6 36,9 52,6 15,8
 Autres Scedosporium 45 55 80 95 40 70 50 45
- C.albicans 817 79 88,4 79,5 77,2 75,5 63,8 40,5
- C.dubliensis 667 71,4 61,9 61,9 61,9 80,9 71,4 38,1
. C.glabrata 901 81,8 72,7 273 40,9 72,7 36,4 50
- C. parapsilosis 857 66,7 71,4 71,4 42,9 71,4 52,4 52,4
- Circumdati 533 53,3 0 0 33,3 26,7 26,7 26,7
~ Cladosporiumsp 0 0 0 0 0 44,4 67,7 0

~ Exophialasp = 437 43,7 0 12,5 31,2 87,5 68,7 375
~ Fumigati 656 69,4 6,2 5 49,4 59,4 61,9 437
 Rasamsoniaargillerae 60 80 40 40 80 60 80 40
- Geotrichumsp 143 28,6 28,6 28,6 28,6 85,7 57,1 28,6
~ Nidulantes 615 61,5 0 0 28,1 69,2 69,2 46,1
~ Peniciliumsp 46 7 23 4,6 4,6 55,8 72,1 4,6
~S. apiospermum 565 73,9 82,6 87 65,2 82,6 78,3 52,2
 Scedosporium spp 5172 65,1 81,4 90,7 53,5 76,7 65,1 48,8
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Tableau 14 : Valeurs prédictives négatives des milieux de culture vis-a-vis de chague espéce ou groupe d’espéeces

Espéeces CM Sab/YPDA DRBB SMM YPDACC BM EM DIYPDA
98,9 98,9 97,8 97,9 98,7 99,3 98,9 98,9
97,5 97,5 97,7 97,3 96,6 97,9 96,8 95,8

96,9 97,2 96,4 96,8 97,2 97,4 98 96,5
97,5 98 99,1 99,8 97,4 98,7 97,8 97,1
85 83,9 90,4 84,2 72,8 81,7 75,1 65,2
98,4 98,7 98,2 98,2 98,2 99,1 98,7 97,2
99,5 99,1 98,7 98,9 97,2 98,7 97 97,6
99,3 98,5 98,7 98,7 97,4 98,7 97,2 97,8
98,4 98,5 0 0 97,8 97,6 97,6 97,6
0 0 0 0 0 98,9 99,3 0
98 98 0 97 97,6 99,6 98,9 97,8
84,3 86,3 67,3 67 79,2 82,6 83,5 774

99,6 99,8 994 994 99,8 99,6 99,8 99,4
98,7 98,9 98,9 98,9 98,9 99,8 99,3 98,9
98,9 98,9 0 0 97,8 99,1 99,1 98,5

91 914 91 91,2 91,2 95,4 97,3 91,2
97,7 98,7 99,1 99,3 98,2 99,1 98,9 97,6
95,3 96,6 98,1 99,1 95,5 97,7 96,6 95,1
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B. Estimation des délais de positivité des milieux

Nous avons noté les délais de positivité des cultures des micromycétes pour proposer
une durée d’incubation optimale permettant d’isoler 'ensemble des espéces fongiques
notamment les especes qui présentent un intérét en clinique chez les patients atteints
de mucoviscidose (Tableau 15).

Les délais moyen et médian de positivité de chaque espéce ou groupe d’espéces sont
représentés dans la figure 20 et le tableau 15.

Le délai médian de positivité de nos cultures est inférieur ou égal a 4 jours, sauf pour
les espéces ou groupes suivants : S. apiospermum, Exophiala sp., Cladosporium sp.
et autres moisissures.

Les espéces Candida ont un développement rapide, leur délai moyen de positivité ne
dépasse pas 3 jours, et 95% des cultures a candida poussent avant le 6™ jour

d’incubation.

C. albicans
C. dubliensis
C. parapsilosis
C. glabrata
autres Candida
Fumigati I
Circumdati I
Nidulantes
Aspergillus sp I
S. apiospermum I ——
Autres Scedosporium
Exophiala spp I
Penicillium sp
Cladosporium sp I
R. argillerce I
Geotrichum sp
. ________________________________________________________________|

Autres moisissures

o
=
[N]
w
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ui
o
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Figure 20 : Le délai moyen (en jours) de positivité des cultures de chaque espéce

ou groupe d’espéces.
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Pour les especes de la section Fumigati, le délai médian de positivité est de 3.4 jours
et seulement 17.2% des cultures a Aspergillus de la section Fumigati poussent au-
dela de 6°™¢ jour.

Tableau 15 : Délais de positivité des cultures de chague espece ou groupe

d’espéces.
Aspergillus sp. 2 (16,7%) 7 (58,3%) 3 (25%) / 3
Autres Candida 9 (23.7%) 21 (55.2%) 6 (15.8%) 2 (5.3%) 29
Autres moisissures 2 (10.5%) 4 (21%) 7 (36.8%) 6 (31.6%) 5
Autres Scedosporium / 13 (68.4%) 526.3 5 (26.3%) 3,3
C. albicans 41 (18.3%) 150 (67%) 28 (12.5%) 5 (2.3%) 2,7
C. dubliniensis 2(9.5%) 12(57.1%) 7 (33.3%) / 3
C. glabrata 5(22.7%) 14 (63.6%) 3 (13.6%) / 2.9
C. parapsilosis 4(19%) 15(71.4%) 1 (4.8%) 1 (4.8%) 2.6
Circumdati / 8 (57.1%) 2 (14.3%) 4 (28.6%) 3.3
Cladosporium / 1(11.1%) 7 (77.8%) 1(11.1%)
Exophiala spp. / 3 (20%) 7 (46.7%) 5 (33.3%)
Fumigati 7 (4.6%) 76 (50.3%) 42 (27.8%) 26 (17.2%) 3.4
R. argillacea 0 3 (60%) 1 (20%) 1 (20%) 3
Geotrichum sp. 0 3(42.9%) 4 (57.1%) 0 4
Nidulantes 1(7.7%) 8(61.5%) 2(15.4%) 2 (15.4%) 3
Penicillium sp. / 21 (48.8%) 15 (34.9%) 7 (16.3%) 4
S. apiospermum / 8 (33.3%) 6 (25%) 10 (41.7%) 4.9

C. Recherche de la combinaison optimale des milieux pour
I’analyse mycologique des expectorations

Notre objectif étant de définir un protocole de mise en culture des expectorations dans
la mucoviscidose le plus standardisé possible, nous avons tenté de déterminer
'association des milieux de culture permettant d'isoler un maximum d’especes
fongiques potentiellement pathogénes dans ce contexte d’aprés les données
bibliographiques. Notre travail a été focalisé sur les espéces suivantes : Aspergillus de

la section Fumigati, Aspergillus de la section Nidulantes, Aspergillus de la section
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Circumdati, Aspergillus sp., Scedosporium spp., Cladosporium sp., Exophiala spp., et
R. argillacea.

Nous avons utilisé la méthode de CHAID (CHi-squared Automatic Interaction Detector)
pour définir la combinaison des milieux la plus optimale pour isoler ce groupe
d’espéces. Le CHAID est une méthode statistique qui consiste a construire un arbre
de décision a l'aide de divisions successives afin de classer un échantillon selon une
variable (ici présence de I'espéce dans le milieu de culture étudié), il se sert du test de
Chi2 pour déterminer la meilleure division a chaque étape (125,126). Huit milieux ou
conditions de culture ont été testés, les variables explicatives sont la présence /
absence d’'un champignon dans chacun des 8 milieux, ce qui permet de déterminer
les milieux de culture les plus performants pour isoler le groupe d’espéces que nous
avons déterminé.

Nous avons procédé de 2 facons différentes : (i) en considérant la population patients
et chaque expectoration comme positive/négative (Figure 21) et (ii) en prenant en
compte chaque champignon (présence/absence) (Figure 22).

A partir des 469 expectorations de notre étude, Aspergillus de la section Fumigati,
Aspergillus de la section Nidulantes Aspergillus de la section Circumdati, Aspergillus
sp., Scedosporium spp., Cladosporium sp., Exophiala spp., et R. argillacea, ont
détectés dans 216 expectorations positives (Figure 21).

Pour la premiere étape : c’est le milieu Sabouraud/YPDA qui est le plus sensible en
mettant en évidence 152 expectorations positives. Pour les 64 expectorations
restantes, le milieu BM affiche une meilleure performance avec détection de 34
échantillons (ou expectorations) positifs. Enfin, sur les 30 échantillons restants,
meilleur milieu est le milieu EM qui permet de détecter 16 autres expectorations

positives.
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150 (41%) 0
216 (59%) 1
Sab/YPDA
(0] (1]
150 (70%) 0 (00%)
64 (30%) 152 (100%)
BM
(0] (]
150 (83%) 0 (00%)
30 (17%) 34 (100%)
EM
(0] (1]
150 (91%) 0 (00%)
14 (09%) 16 _(100%)

Figure 21 : Arbre décisionnel obtenu a partir de I’étude des expectorations pour
isoler : Aspergillus de la section Fumigati, Aspergillus de la section Nidulantes,
Aspergillus de la section Circumdati, Aspergillus sp, Scedosporium spp,
Cladosporium sp, Exophiala spp, et R. argillacea.

Pour la 2ém¢ approche, nous avons mis en évidence 278 especes de champignons

appartenant a notre groupe de micromycetes potentiellement pathogénes. Nous avons
obtenu la méme combinaison des milieux (Sab/YPDA, BM et EM) et dans le méme
ordre que la 1¢ approche (Figure 22).

En ce qui concerne la 1 approche nous avons «raté» 14 expectorations positives
par cette combinaison. En utilisant la 2¢™¢ approche nous «ratons» 31 isolats de notre
groupe de champignons. Afin d’augmenter la sensibilité de notre combinaison de
milieux nous avons testé en rajoutant un 4™ milieu. C'est le milieu YPDACC qui
permet de détecter 12 isolats supplémentaires parmi les 31 ratés (Figure 23).
L’association des 4 milieux suivants : Sab/YPDA, BM, EM et YPDACC apporte une
sensibilité de 93,2% pour isoler : les Aspergillus de la section Fumigati, les Aspergillus
de la section Nidulantes, les Aspergillus de la section Circumdati, les Aspergillus sp.,

les Scedosporium spp., les Cladosporium sp., les Exophiala spp., et R. argillacea.
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Node 0
Categony % n
B Negative 27,0 103
B Pogitive 730 278
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Figure 22 : Arbre décisionnel obtenu en prenant en compte chague espece

pour isoler Aspergillus de la section Fumigati, Aspergillus de la section

Nidulantes, Aspergillus de la section Circumdati, Aspergillus sp.,

Scedosporium spp., Cladosporium sp., Exophiala spp., et R. argillacea.

59



TOUATI Kada Résultats
Node O
Category % n
¥ Negative 27,0 103
W Positive 730 278
Total 100,0 381
| =
Sab/ YPDA
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Node 1 Node 2
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™ Negative 495 103 ® Negative 00 O
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Figure 23 : arbre décisionnel de 4 milieux de culture pour isoler Aspergillus de

la section Fumigati, Aspergillus de la section Nidulantes, Aspergillus de la

section Circumdati, Aspergillus sp, Scedosporium spp, Cladosporium sp,

Exophiala spp, et R. argillacea.
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DISCUSSION

|. Epidémiologie fongique de notre population

Le pourcentage de cultures fongiques positives de notre étude est de 78% avec une
différence significative (p <0.0001) entre 'dge moyen des patients avec culture positive
(25,8 ans) et celui des patients avec culture négative (17,5 ans). Cette différence est
due probablement a I'’évolution naturelle de la maladie : le role délétere des infections
bactériennes sur I'épithélium respiratoire et I'utilisation fréquente des antibiotiques et
des corticoides sont des facteurs favorisants la colonisation fongique chez le patient
atteint de mucoviscidose (42,51,57,134).

Pour A. fumigatus nous retrouvons une prévalence globale de 34,5% (34,8% pour la
section Fumigati) avec différence significative (p < 0,0001) entre les populations
adultes et pédiatrigues (seuil de 15 ans) qui présentent respectivement des
prévalences de 38% et 16%. La prévalence d’A. fumigatus augmente donc avec I'age.
Dans notre étude, la moyenne d’age des malades enfants colonisés par A. fumigatus
est de 11,2 ans, ce qui se rapproche des données de Cimon et al. ou 'age moyen du
premier isolement du champignon en France avait été établi a 12,3 ans (135). Au
Royaume-Uni, Saunders et al. ont estimé la moyenne d’age de premier isolement a 9
ans (42).

Nous avons retrouveé aussi un gradient de prévalence décroissant selon I'axe nord-sud
qui pourrait étre expliqué par : (i) une différence des ages dans ces zones, (ii) une
différence des prises en charge et des pratiques professionnelles notamment le
recours fréquent aux antibiotiques par inhalation pour maitriser les infections
bactériennes (41), et/ou par une différence de la charge en spores aspergillaires dans

I'environnement (136).
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La prévalence d’A. fumigatus chez les patients atteints de mucoviscidose varie
considérablement selon les études de 5.8 a 78.8% (Tableau 2). Cette disparité est due
probablement (i) aux milieux de culture utilisés, et/ou (ii) aux protocoles différents entre
les laboratoires (prétraitement des échantillons, température et durée des cultures,
meéthodes d’identification des micromyceétes...), et/ou (iii)) aux populations étudiées
(adultes, enfants, mode de recrutement), et/ou (iv) aux types de prélevements utilisés
(écouvillon nasal, expectoration, LBA), enfin (v) aux conditions climatiques spécifiques
de chaque pays ou région (43-48,136,137).

La seconde espece aspergillaire la plus freqguemment isolée dans notre étude est A.
flavus avec une prévalence de 2,8%, principalement détectée chez les adultes. A.
flavus peut étre responsable des manifestations de type APBA (138), sa prévalence
varie entre 2 a 7% (45,53,55,56).

Le taux retrouvé pour A. terreus est de 2,1%, avec également une prédominance chez
les adultes, A. terreus peut étre comme A. flavus a l'origine de cas d’APBA (53), son
taux varie de 0,9 a 8% selon les études (45,53,56).

S. apiospermum a été isolé dans notre étude avec un taux de 5,1% ; on le retrouve
principalement chez les adultes. Ce champignon n’ayant été isolé qu’'une seule fois
dans les prélevements pédiatriques (prévalence estimée a 1%), il existe une différence
significative (p= 0.0371) entre la prévalence de S. apiospermum chez les adultes
(6,2%) et chez les enfants (1%). En général la colonisation des voies aériennes par S.
apiospermum survient apres celle de I'A. fumigatus, et 'age de la primo-colonisation
par S. apiospermum a été estimé a 14,5 ans (88). Comme certains centres ont réalisé
une identification de genre mais pas d'espece (13 isolats identifiécs comme
Scedosporium sp.), notre estimation de prévalence pourrait étre légérement sous-

estimée.
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De plus nous avons mis en évidence un gradient croissant nord-sud de la prévalence
de S. apiospermum en Europe, qui pourrait étre expliqué plus particulierement par les
éléments suivants :

-() le climat : S. apiospermum est une espece thermophile, avec une distribution
ubiquitaire mais prédominante dans les zones tempérées, sa fréquence dans
I'environnement est directement liée a la présence d’une pollution d’origine organique
(82)

-(ii) la distribution des mutations CFTR qui pourrait étre un facteur favorisant la
colonisation par certaines espéces fongiques comme S. apiospermum : il existe un
gradient décroissant de la mutation Delta F508 selon I'axe nord-ouest / sud-est pour
la partie continentale de I'Europe (139,140), et un gradient croissant selon I'axe nord-
sud de la mutation G542X avec une grande hétérogénéité des types de mutations
dans les pays méditerranéens d’Europe (141,142).

La prévalence de S. apiospermum varie considérablement selon les études, de 0% a
des taux avoisinants 14,7% (Tableau 7). Outre I'absence de standardisation de
'examen mycologique des expectorations (44), la distribution géographique de ce
champignon (climat, pollution, zone industrielle), et la fréquence des différentes
classes de mutation du gene CFTR pourraient expliquer cette variation de fréquence
rapportée d’'une étude a l'autre.

La prévalence de S. apiospermum reste élevée chez les patients atteints de la
mucoviscidose par rapport a sa fréquence dans I'environnement (89). De plus, sa
présence dans les voies respiratoires pourrait entretenir la réaction inflammatoire
locale par la sécrétion de protéases et le relargage de polysaccharides, contribuant au
déclin progressif de la fonction respiratoire (42). S. apiospermum peut étre a l'origine
des cas de scédosporioses broncho-pulmonaires allergiques (ou mycoses broncho-

pulmonaires allergiques ou MBPA) avec des manifestations cliniques semblables a
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celles d’'une ABPA, mais surtout a I'origine des cas d’infections invasives disséminées
en cas d'immunodépression dans les suite d’'une greffe pulmonaire (56,92,143). Dans
ce contexte, il semble préférable voire recommandé dans certains pays comme la
France de rechercher systématiquement les micromycetes du genre Scedosporium
face a une dégradation de la fonction respiratoire, a I'apparition de signes cliniques de
MBPA, ou dans le cadre d’un bilan pré-greffe.

Le genre Exophiala est retrouvé dans 3,4% des expectorations, avec un taux de 2%
dans la population pédiatrique et 4% chez les adultes. Nous avons détecté 16 isolats
dont 10 appartenaient a 'espéce E. dermatitidis, 4 étaient identifiés comme Exophiala
sp. et les deux derniers appartenaient aux especes E. lecanii-corni et E.
phaeomuriformis. La fréquence de ce genre dans la zone géographigue au-dela de
50° de latitude est de 5,8% contre 0,8% en deca de 44°, ce qui montre une tendance
a un gradient décroissant nord-sud méme si sur le plan statistique nous n’avons pas
observé de différence statistiquement significative (p=0.0693).

La prévalence d’Exophiala est toutefois tres variable d’'un pays a l'autre (Tableau 8).
La colonisation des voies aériennes par A. fumigatus, I'homozygotie F508del,
l'insuffisance pancréatique et I'utilisation d’antibiotiques par voie intraveineuse au long
cours seraient des facteurs de prédisposition a la colonisation des patients atteints de
mucoviscidose par E. dermatitidis (59,108). Ce champignon peut étre tres fréquent
dans I'environnement intérieur : il colonise les salles de bain, sauna public, hammam,
cuisine (100,144,145). On le retrouve notamment a des taux élevés (60%) dans les
joints des lave-vaisselles (99). Outre les facteurs cités ci-dessus (génétiques,
environnementaux, de mode de vie), le manque de standardisation de I'examen
mycologique pourrait également expliquer ces variations de fréquence.

Sur nos 469 prélévements, R. argillacea a été mis en évidence 5 fois uniguement chez

des patients adultes, ce qui correspond a une prévalence de 1,1%. Cette prévalence
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pourrait étre sous-estimée notamment a cause d'une mauvaise identification de
'espéce, souvent confondue avec les Penicillium et les Paecilomyces.

Des erreurs diagnostiques de ce champignon ont déja été signalées dans plusieurs
études (45,111,146). Des cas de colonisation chronique a R. argillacea chez les
patients atteints de mucoviscidose ont été rapportés en France, en lItalie, au Royaume-
Uni et en Autriche (45,89,111,113). R. argillacea est un pathogene considéré
aujourd’hui comme émergent. Il posséde une thermophilie importante et une
résistance au fluconazole et au voriconazole qui complique sa prise en charge
thérapeutique (147). Actuellement il n’'y a pas assez de données dans la littérature
pour pouvoir conclure, mais la détection de ce champignon dans les voies respiratoires
des patients atteints de mucoviscidose ne doit pas étre négligée, puisque R. argillacea
est un véritable pathogéne opportuniste chez les patients immunodéprimés, tels que
les patients atteints de granulomatose familiale chronique ou d’affections
hématologiques (114).

C. albicans est le champignon le plus prévalent de notre étude avec un taux de
prévalence a 47.7%. Il existe une différence significative (p<0,001) de cette prévalence
entre les deux populations : enfants (28%) et adultes (55,4%). Dans la littérature, la
prévalence de C. albicans est élevée et varie de 46 a 78%, alors que les autres
espéces du genre Candida sont moins fréquentes (45,54,55,64,117). Dans un
contexte de mucoviscidose, la colonisation chronique des voies respiratoires par C.
albicans est bien documentée et admise, avec transmission au sein de la fratrie. En
revanche sa contribution a la dégradation de la fonction respiratoire et a I'entretien de

I'état inflammatoire reste encore incertaine (148).

II. Performances des milieux de culture étudiés

Le milieu présentant la meilleure sensibilité pour la détection des especes de la section
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Fumigati est le milieu de Sabouraud ou YPDA (Sab/YPDA) avec une valeur de 69,4%.
Il présente aussi la meilleure VPN a 86,3%. Ces résultats confirment qu’'un milieu
conventionnel largement utilisé (Sabouraud ou YPDA) est parfaitement approprié pour
I'isolement d’A. fumigatus.

Les milieux Sab/YPDA et CM (pour milieu chromogénique) présentent la meilleure
sensibilité pour la détection des especes de la section Circumdati. Cette sensibilité
pourtant médiocre (53,3%) est a mettre en perspective avec son excellente VPN
(98,5%). Ces données viennent renforcer ['utilisation de ces milieux, couramment
ensemencés dans les laboratoires de mycologie lors de la prise en charge des
expectorations des patients atteints de mucoviscidose.

Pour les especes de la section Nidulantes et les autres especes d’Aspergillus, c’est le
milieu BM (B+ medium) qui s’avere étre le plus performant. Les sensibilités et VPN
sont respectivement de 69,3% et 99,1% pour le groupe Nidulantes, de 75% et 99,3%
pour les autres Aspergillus. De par son pH et sa composition en antibiotiques, ce milieu
permet d’'inhiber la croissance de la plupart des bactéries (122). Sa température
d’'incubation entre 25 et 30°C (selon les centres) est également un facteur pouvant
favoriser la croissance de ces moisissures.

Pour l'isolement de genre Scedosporium, le milieu SMM (appelé aussi SceSel+)
demeure le plus performant avec une sensibilité globale a 90,7% (87% pour S.
apiospermum et 95% pour les autres Scedosporium). Ces données sont en accord
avec les travaux de Blyth et al. (90,6%) (88). Le milieu SMM contient du bénomyl qui
est un inhibiteur de microtubules permettant de diminuer le développement des
moisissures a croissance rapide telles que le genre aspergillaire (seulement 8 souches
d’A. fumigatus et 2 souches d’autre Aspergillus ont poussé sur ce milieu).

Nos travaux ont permis de confirmer la supériorité du milieu SMM par rapport aux

autres pour isoler les espéces du genre Scedosporium.
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Le milieu le plus sensible pour isoler le genre Exophiala est le milieu BM avec une
sensibilité estimée a 87,5%, arrive ensuite le milieu EM avec une sensibilité de 68,7%.
Ces deux milieux ont été incubés a une température inférieure a 30° (entre 25 et 30°
selon les centres) qui pourrait favoriser le développement de ce champignon. De plus,
le milieu BM contient 4 antibiotiques a large spectre qui inhibent la plupart des especes
bactériennes en particulier Pseudomonas aeruginosa (122). Cette derniére est
capable de sécréter des métabolites secondaires inhibant la croissance fongique
(149). Nos résultats sont en faveur d’'une supériorité du milieu BM sur le milieu EM qui
avait été proposé comme milieu spécifique pour isoler les especes du genre Exophiala
(50,109).

L’étude de la durée d’incubation des cultures a montré que la médiane de positivité de
nos cultures est inférieure ou égale a 4 jours pour la majorité des especes fongiques
notamment les Candida et Aspergillus, sauf pour S. apiospermum, Exophiala spp.,
Cladosporium sp. et autres moisissures (Tableau 15). Nos délais sont approximatifs
puisque nous avons controlé les cultures deux fois par semaine et non pas
quotidiennement, néanmoins nos résultats sont en accord avec les données de la
littérature sur les croissances des espéces fongiques (45,91,108,109,150). Ainsi, les
espéeces de la section Fumigati ont une médiane de 3,4 jours et 82,8% des cultures
poussent avant le 6°™¢ jour d’'incubation. La vitesse de croissance des Candida est la
plus rapide avec des médianes qui ne dépassent pas 3 jours, et 95% des cultures a
Candida poussent avant le 6™ jour. Ces champignons ont une croissance rapide et
sont facilement détectés.

Nos résultats confirment que S. apiospermum et Exophiala spp. sont des champignons
a développement plus lent. En effet, la médiane de délai de positivité de S.
apiospermum est presque de 5 jours (4,9) ce qui se rapproche de la valeur (6 jours)

publiée dans les travaux de Blyth et al. en 2010 (91). Pour Exophiala spp., le délai

67



TOUATI Kada Discussion

moyen de positivité est de 6,4 jours, avec une valeur médiane de 5 jours qui est en
accord avec les travaux de Lebecque et al publiés en 2010 (108).

Pour répondre a notre second objectif qui était de déterminer la meilleure combinaison
de milieux, nous avons utilisé la méthode de CHAID pour identifier les milieux capables
d’isoler le plus grand nombre d’espéces fongiques potentiellement pathogenes. Nous
avons donc axé notre analyse selon la méthode de CHAID sur les espéces suivantes :
Aspergillus de la section Fumigati, Aspergillus de la section Circumdati, Aspergillus de
la section Nidulantes, Aspergillus sp., Scedosporium spp., Exophiala spp., R.
argillacea et Cladosporium sp.

L'association des 3 milieux : Sab/YPDA, BM et EM permet de détecter 93,5%
(202/216) des expectorations positives a au moins un des champignons cités ci-
dessus. Nous avons obtenu la méme combinaison de milieux en prenant en compte
non plus I'expectoration mais chaque espéce individuellement (Sensibilité de 88,8% ;
247 espéces sur 278). L'inclusion d'un 4°™e milieu permet d’identifier le milieu YPDACC
comme meilleur milieu pour augmenter la sensibilité (ici & 93,2%, isolement de 259 sur
278 espéces). Par cette combinaison, nous avons « raté » 19 isolats qui se composent
de : 9 isolats d’A. fumigatus, 4 isolats d’Aspergillus de la section Circumdati, 2 isolats
de S. apiospermum, 3 isolats d’autres Scedosporium et un isolat d’Aspergillus de la
section Nidulantes.

Au total, nos travaux confirment I'intérét de I'utilisation de milieux conventionnels (type
Sabouraud), et semi-sélectifs (BM, EM et YPDACC) incubés a 2 températures
differentes (37°C et entre 25-30°C) pour assurer lisolement des espéces autres
qu’Aspergillus. Ainsi, la combinaison proposée a l'issue de I'étude MFIP semble bien
appropriée pour la détection des espéces fongiques potentiellement pathogenes dans
la prise en charge des expectorations dans la mucoviscidose. Nous proposons donc

l'association d'un milieu de Sabouraud (ou YPDA) au milieu B+ (BM), et
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éventuellement soit au milieu de Sabouraud additionné de chloramphénicol et
cycloheximide (YPDACC), soit au milieu enrichi a I'Erythritol (EM) pour détecter les
espéces fongiques d’intérét. Les milieux Sab/YPDA et YPDACC sont a incuber a 37°C,
les milieux BM et EM sont a incuber a des températures comprises entre 25 et 30°C.
Nous suggérons d’utiliser le milieu SceSel+ (SMM) si le patient est colonisé ou s’il a

un antécédent de colonisation par Scedosporium.
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CONCLUSION

L'étude MFIP est la 1ére étude organisée au niveau international pour déterminer
I'épidémiologie fongique chez les patients atteints de mucoviscidose, et pour proposer
des éléments de recommandation pour 'examen mycologique des expectorations
dans la mucoviscidose.

La détection des champignons dans les expectorations des patients atteints de
mucoviscidose est importante en raison de I'émergence de ces microorganismes dans
les contextes (i) soit de colonisation chronique/infection, (ii) soit d’ABPA, (iii)) ou de
fongémie post-transplantation.

Nos résultats montrent que la colonisation fongique est significativement corrélée a
'age des patients. A. fumigatus est de loin le champignon filamenteux le plus
frequemment isolé (34,5%) suivi par S. apiospermum (5,1%). lls nous permettent de
proposer un protocole général pour 'examen mycologique des expectorations dans la
mucoviscidose. Ce protocole se base sur le prétraitement des échantillons avec un
agent mucolytique et 'ensemencement d’au moins les 2 milieux permettant I'isolement
de la majorité des espéces dont Aspergillus (le milieu Sabouraud (ou YPDA) incubé a
37°C, le milieu B+ incubé entre 25°C et 30°C), I'ajout d’'un 3™ milieu est fortement
recommandé en fonction de I'état clinique du patient : (i) Devant une dégradation
de la fonction respiratoire en I'absence d’étiologie bactérienne, ajouter le milieu
Sabouraud ou YPDA additionné de chloramphénicol et cycloheximide incubé a 37°C,
(i) Chez un patient colonisé chronique a Exophiala sp., ajouter le milieu enrichi a
I'érythritol incubé a des températures entre 25-30 °C, (iii) Chez un patient colonisé
chronique a Scedosporium sp., ajouter le milieu SSM incubé a 37°C .

Tous les milieux sont incubés pour une durée de 15 jours.
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ANNEXES

Annexe 1 : Feuille de paillasse MFIP

MFIP-MucoBac-Myco ; L Delhaes 2013-2015

Bilan Mycologique d’Expectoration

Identité du patient :

Examen direct :

Préciser : [J éléments lévuriformes

Ne du patient : |__|-|__|

Positif : [J Négatif O

LI filaments mycéliens ou pseudomycelium

Milieux Température Conservation : 15 jours avec au minimum 2 examens / semaine
d’incubation
de Date de mise en culture: (jj/mm/aaaa) | _ _| _ _| o _|

culture

en boite

de Peétri
Culture positive O  1¢" jour de positivité : ..... Culture négative OO
Nom(s) des espéces identifiées :
1T Nbre de colonies 2 J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++

1. Milieu 2. e, Nbre de colonies @ J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++

chromogene 3°C {3, Nbre de colonigs & J8 = + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
4, i, Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
B Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
Culture positive O  1¢" jour de positivité : ..... Culture négative OO
Nom(s) des espéces identifiées :
1 .Nbre de colonies @ J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++

2. Sabouraud 2. e Nbre de coloniesa J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
(ou YPDA) 37°C 13 Nbre de colonies & J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++

4, i, Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
B, Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
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Culture positive O 1¢" jour de positivité : ..... Culture négative OO

Nom(s) des espéces identifiées :

3. DRBC + 1, .Nbre de colonies @ J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
; 2. e Nbre de colonies & J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
Bénomyl + 37°C
chloramphénicol 3 Nbre de colonies a3 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
DRDC-BEN 4 Nbre de colonies aJ8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
B Nbre de colonies aJ8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
Culture positive [0 1¢ jour de positivité : ..... Culture négative OJ
Nom(s) des espéces identifiées :
4 Sce- (R _Nbre de colonies 4 J8 = + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
Sel+ 2. e, Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
medium 37°C 130 Nbre de colonies & J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
SCE-SEL 8. oo, Nbre de colonies 4 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
D Nbre de coloniesa J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
Culture positive [0 1¢ jour de positivité : ..... Culture négative OJ
Nom(s) des espéces identifiées :
1 .Nbre de colonies @ J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
6. Bf ) 2. Nbre de colonies a J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
medium 37°C 13 . Nbre de colonies & J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
B-MED A oo, Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
D Nbre de coloniesa J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
Culture positive I 1¢" jour de positivité : ..... Culture négative O
Nom(s) des espéces identifiées :
7. Gélose a 1 -Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ 2 J15 - + ++ +++
Pérythritol + . 2. e Nbre de coloniesa J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
chloramphénicol <30°C 3 Nbre de colonies aJ8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
ERYTHROL 4, Nbre de colonies a J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
B Nbre de colonies a J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++ +++
Culture positive 0 1¢ jour de positivité : ..... Culture négative O
Nom(s) des espéces identifiées :
8. Sabouraud + (R .Nbre de colonies 3 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
chioramphe 2. e, Nbre de colonies & J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
nicol+ | <30°C |3 . Nbre de colonies 4 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
gy?ggr B oo, Nbre de colonies 3 J8 - + ++ +++ 3J15 « + ++ +++
€ B e, Nbre de colonies 3 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++ +++
Culture positive O  1¢" jour de positivité : ..... Culture négative OO
Nom(s) des espéces identifiées :
8. DILUTION L P Nbre de colonies a J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++
1:10 Sabouraud 37°C +t
(ou YPDA) 2. Nbre de colonies 8 J8 - + ++ +++ 3J15 - + ++
+++
K T Nbre de colonies aJ8 - + ++ +++ aJ15 - + ++
+++
4, o Nbre de colonies a J8 - + ++ +++ aJ15 - + ++
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+++ D Nbre de colonies a J8 - + ++
+++ 3J15 - + ++ +++

AU TOTAL : 1. ATF-gramme O ITS O Mycothéque (N°) O (... ....coovvvveeeeiiiiennn, )
Espéces identifiées : 2 o a O i, )

3. o O O e, )

4 o O O e, )

5. o O O e, )

Commentaires /remargues sur les cultures :

Rappel de I’échelle semi-quantitative (entourer I’estimation pour chaque espéce a J8 et
J15) :

1) 0= Pas de colonies de micromycetes

2)  +=Quelques colonies de micromycetes (1 a 10 colonies)

1)  ++ = Colonies de micromycetes semi-confluentes (10 a 50 colonies)

1)  +++ = Colonies de micromycétes confluentes (> 50 colonies).
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Annexe 2 : Abstract de la communication orale de 8°™¢ Colloque
européen des jeunes chercheurs travaillant sur la
mucoviscidose, Paris 19-21 février 2014

Evaluation of the risk of fungal infection in patients with cystic fibrosis: an
international prospective study comparing the performances of mycological
culture media, the MucoFong International Project-MFIP

K. Touati, L. Delhass
Mycology-Pamasitology Laborafory Faculie de Medecine, Uiniv Nord de France (UDSL), GHRU de Lille, France

Cystic fibrosis (CF) is the most common hereditary lung disease in the Caucasian population.
Prognostic of CF depends essentially on the lung impairments. In the lung, pathology is
characterized by inflammation and airsvay cbstruction, and recurrent or chronic infections with
several bacterial. we observed emergence of fungi colonization in CF respiratory fract. Among
filamentous fungi, Aspergilfus fumigafus is the most common, but other species are reported
increasingly, such as Scedosporium apiospenmum, Aspergilius ferreus, Exophiala dermmatiidis
and Scedosporium prolificans. Fungal prevalence rates from studies in CF patients vary
widely, the aim of our study was firstly to improve our knowledge on the epidemioclogy of the
colonization of the airways by filamentous fungi in patients with CF, secondly to compare and
evaluate the different media used in mycological culiure in order to propose a standardized
protocol.

We conducted an international prospective study until Aprl to September 2013, included a
large CF population. We used conventional and selective media. All the media prepared in
Angers and Lille and sent to the different laboratories involved in mifip study. Each mycological
laboratory will use the same protocol to plate CF sputum, with respect of the patent
ANomyTmnous.

Expected resulis: About SO0 to 700 sputa might be included and analyzed during a short period
of 3 months from November 2013 fo January 2014 with the objective to get an exhaustive
analysis of fungal prevalence in sputa from CF patients.

In conclusion, this concerted effort towards defining the optimal method for the mycological
analysis of the fungal component of CF microbiology s becoming a major requirement, not
only to analyze the role of some “rarer” filamentous species in CF exacerbation or the existence
of geographic vanabons in the fungal species that colonize CF patients, but also to be able to
study the complexity of CF lung microbial ecology as well as its dynamics.

Contact: Kada Touati
Kada fouatifiyahoo. fr
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Annexe 3: Abstract de communication orale du congres francais de
la mycologie médicale Reims 22-23 mai 2014

112

Compte rendu de congrés ! Procesding of congress

[Z] Cavailles. &t al. PLOS Pathogens 2014,
[3] Rehaume. ot al. Trends mmunol 3010.

hittp: £/ e dod.arg 10, 1016/ myemed  2014.06.007
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Evaluation of the risk of fungal
colonizationAnfection in patients with
cystic fibrosis: An international
prospective study comparing the
performance of media for mycological
culturing MucoFong International
Project (MFIP)

K. Tousti™ , C.0. Fawre®, M. Comet®,

. Bottersd °, E. Dannsoui®, F. Morio®, P. Lepape”,
Grenouillet’, L. Favennec®, S Le Gal®,
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Gamez®, M. Caro-Luis®, B, Canton®,
Campana’, 'W. Buzina ™, 5. Then ", W. Meyer”,
. Roflides®, B, Smitsopoulon ®, E. ManzaF,
L. Cariani®, A. Biffi9, E. Fiscare®i”, G. Ricodaoli®,
B. Sendid®, 8. Pihet ", J.P. Bouchara®,
L. Dol e
2 CHU Lille, service de panas tologie-mycologle, inivers bé Lille
2 Lille, Franoe
& lniversity of Grenoble, Grenable, Franae
“ University af Paris 12, Paris, France
“ University of Parls 5, Paris, Franoe
* University of Mantes, Mantes, Franae
! Besangon University Hospital, Besangon, Franos
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Background. — The major cause of morbidity and mort afity in Cystic
Fibrasis [CF) & pulmonary disssse; the role of fungal infection &
incress ingly recognized in this lung impainmen t=.
rhjectives. — The AP study aimed ) bo imees tigate the frequency
of fungi Eolated in sputum samples froma large F poputa tion, and
(i) to evaluste s well & o compane the parformance of different
semi-ssfective media wed for mycological culture, in onder o
propose a 5 tand ardized protocol of this anatysis suitable in conmven-
tianal microbialogical Ishorataori= supporting CF umits.

Patients and Methods.— We imvestigated a total of 49 sputum
samples from patients with OF aged 1-67 years, followed-up in
19 centers: 18 Europesns and one Austrstisn. Sputum ssmiples
werne inoculated on & media: Thromogenic medium (C6), YPDA or
Sahouraud medium (YPDAS), “Dichloran-mse Bengal Benomyl agar
[DREBA), “Sce-Sels medium (M), “TPDG plus chloramphericol at
high concent ration and cycloheximide (YPDALC), B+ medium (B4),
Erpthritol medium (EM). A 1:10 diluted sputum sample was abso
incubated at 37 °C an YPDA or Saboursud medium (DDA ). Culture
media were incubated serohically at 37 “C exospbed Be med ium and
Erpthritol media that were incubsted st 30 °C for 15 days. Growth
fungal = pacies were jden tified on maonesoopic and mionsoopic mor-

phalagy.

Fesrlts.— In totsl, 7EE of patients had a posithee culture for fungi
with a signi fican t diffenence [P < 0.001) between the age of patients
with pasitive fungsl culture and with negative culture. Candida
abican wat detected with the highest frequency (47 7TE); dsper-
gilles funmiga fus was the most frequently Bolated filamentous funge
[34.55). A comparison of different culture media showed : The YPDA
wiar the most sensitive medium for the detection of Aspergilles spp,
558 for the detect jon of Soedospariunm spp and the B+ medi um fiar the
detaction of Exaphials spp. In addition, B -medium seeme to be the
mie L sersitive medium (ghobal sensitivity was 67.4£), for the overall
detection of fungi from CFsputa. & Chair anabys is under prooss to
identify the best medium combination for following - up fungal
pulmonary risk in CF.

Condimion.— To our knowledge, MFIP study represents the first trial
onganzed at the intemstionsl level siming at sharing and ooslescing
our experien oe to e stigate fungsl rigkin CF. Aspergillis finmi gatus
was the met frequently Bolated filsmentows fungus (34.5%E),. This
fungal frequency was significantly comelated to the patient sge
(P« 0.001). According to our statisticsl anslysk based on chair
methad, a mediun combinatjon will be proposed &= the first stan-

dardized protocol for myostogical anakbysis of CF sputum samples .
hittp: #F de. dod.arg M0 10165, rmyamed . 1014 06, D08
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“Huteur comespondant.

Ay murs de b muooviscidose, be tablesu climque et domine par ke
atteintes de I'spparsil respiratoire qui conditionnent b qustite de
wie des patients. Les slterstions de la clairanos muoo-citi gine et
1" i s sesmneent. du mucus bronchi gue resultant de b mutation du
gene OFTR (Cystic Fibresk tran smemibrane Cond uctan o Regulstar)
Favarisentenaflet be pispeagedes hacter i ot desspones fongiques
inhalées ot fournissent un emdronnement favorahle & la crofsance
de= microongamsmes. Les woies respiratoines des patient ssontdonc
frequemment colonises par des microanganmes, parfois & 1'ani-
gine de veritables infecton repiratoires qui comtituent B prin-
cipale cawse de morbidite et de mornalite dans ce contexte. Les
bactéries sont de loin les agents les phe fréquents de oss coloniss -
tionsfinfection, mak de nombrewus champignons il ament e peu -
wenl ausi Stre rencontrés, notamment e espéces du complexe
Eredosporiinm apdospe rmum f Pseudal lescheria bopdii qui se situent
au deuwieme rang parmi les champignorn filamenteus colamsant
I'arbre bronchique. (es champignons presentent une trés faible
seEbifite ntrideque ax antifongiques systemiques actusls, y
compris le voriconarole, & qui renforoe Dinterst de mesuines
prophylactiques visant & réduine |'sposition sux spores de o
champignomns et ains le rEque de contamination des patients.
Cependant, lewr acologie ot ks sourcess de cont amination restent
encore mal connues.

Afin d'amelioner b= comnaismances sur U'ascologie des differentes
egpaoe du complexe S, aplogspermunmd P boydii, 180 preévements
de e on't ebe resl e dans di ffenent shiot opeset d iffenentes vil b=

(W) ot
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Annexe 4: The airway colonization by opportunistic filamentous
fungi in patients with cystic fibrosis: Recent up-dates
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ADDRESSES:
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Abstract

There hasbeen a remarkable increase recently in the isolation of
fungi such as A. fumigatus, species of the Pseudallescheria
boydiilScedosporiumapiospermumcomplex, and Exophiala sp.
from the respiratory tract of patients with cystic fibrosis (CF). This
review describes the recent insightsinto the epidemiology, ecology,
and physiopathology of the filamentous fungi able to colonize
and/or to infect the airways of CF patients, and that may be
responsible for accelerated lung function decline. We summarize
salient features not only on highly prevalent species such as
Aspergillus and Scedosporium, but also on more recently described
fungi such as Rasamsonia argillacea. In addition, we discuss the
challengesinherent in tracking and interpreting rates of fungal
colonization/infection in the CF patient population, taking into
consideration the polymicrobial composition of the CF lung
environment, the corresponding cross-kingdom interactions, and the
new concept of mycobiota. Further research is warranted to clarify
the role of fungi in CF lung disease and its therapeutic
management.

Keywords
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Cystic fibrosis - Airway colonization - Respiratory infections -
Opportunistic infection - Opportunistic fungus - Filamentous fungi -
Mould - Aspergillus - Scedosporium - Exophiala - Fungal diagnosis -
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Résume :

Introduction et objectif : La cause majeure de morbidité et de mortalité dans la mucoviscidose
est I'atteinte pulmonaire et ses surinfections bactériennes et/ou fongiques. Le rble des infections
fongiques est de plus en plus reconnu dans la détérioration de la fonction respiratoire chez les
patients atteints de mucoviscidose. L'étude internationale prospective « MFIP » avait pour
objectif (i) de déterminer la fréquence des micromyceétes dans les voies respiratoires des patients
atteints de mucoviscidose, et (ii) d’évaluer et comparer différents milieux de culture utilisés dans
la pratique mycologique avec pour but de proposer un protocole standardisé pour I'isolement
des especes fongiques chez ces patients.

Méthode : Nous avons étudié 469 expectorations de patients atteints de mucoviscidose agés
de 1 a 67 ans, suivis dans I'un des 19 centres participants (18 centres européens et un
australien). Apres un prétraitement par agent mucolytique, les expectorations ont été
ensemenceées sur 7 milieux : milieu chromogene (CM), milieu de Sabouraud ou milieu YPDA
(YPDA), milieu Dichloran-Rose Bengal Benomyl Chloramphénicol (DRBBC), milieu Sélectif
Scedosporium (SSM), milieu de Sabouraud (ou milieu YPDA) additionné de chloramphénicol et
de cycloheximide (YPDACC), milieu B+ (BM), milieu enrichi en érythritol (EM), et une dilution de
1/10 de I'expectoration sur un milieu YPDA (DIYPDA) a été réalisée. Les milieux de culture ont
été incubés en aérobie a 37°C sauf les milieux BM et EM (incubation < 30°C) pendant 15 jours,
et examinés 2 fois par semaine. Les especes fongiques ont été identifiées sur la base des
caractéristiques macroscopiques et microscopiques. Les délais de positivité et la quantité de
chaque espece ont été relevés.

Résultats : 78% des expectorations avaient une culture positive pour au moins un micromycete,
avec une différence significative (p< 0.001) entre 'age moyen des patients avec culture positive
(25,8 ans) et celui des patients avec culture négative (17,5 ans). Candida albicans est le
champignon le plus prévalent de notre études avec un taux de 47.7% ; Aspergillus fumigatus est
le champignon filamenteux le plus fréquemment isolé (34,5%) suivi par Scedosporium
apiospermum (5,1%). La comparaison des différents milieux a montré que : le milieu YPDA était
le plus sensible pour la détection d’A. fumigatus, le milieu SSM pour la détection de
Scedosporium spp, et le milieu BM pour l'isolement d’Exophiala spp. Aprés analyse par méthode
de CHAID, la combinaison des 4 milieux suivants : YPDA, BM, EM et YPDACC a permis de
détecter 93,2% des especes fongiques potentiellement pathogénes de notre étude.

Conclusion : MFIP est la premiére étude organisée au niveau international traitant cette
problématique. La colonisation fongique chez les patients atteints de mucoviscidose était
corrélée a I'age. A. fumigatus était le champignon filamenteux le plus frequemment isolé (34.5%).
La meilleure association des milieux pour détecter une majorité des espéces fongiques
potentiellement pathogenes dans notre étude est : YPDA, BM, EM plus YPDACC.
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