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INTRODUCTION

Les mycoses sont des maladies déterminées par des champignons microscopigues.
Elles peuvent étre restreintes aux localisations superficielles (peau et phanéres) ou toucher
certains organes aprés dissémination hématogéne et envahissement de tissus plus
profonds. On parle alors de mycoses invasives.

Les mycoses invasives touchent plus particulierement les patients dont la prise en
charge est déja lourde et exposés a certains facteurs de risque, comme la neutropénie
(patients d’'onco-hématologie), les thérapeutiques immunosuppressives mises en ceuvre lors
des greffes ou transplantations ou 'antibiothérapie a large spectre chez le patient de soins
intensifs et de réanimation. Ces infections sont en nette augmentation [1, 2]. Elles sont
caractérisées par une morbi-mortalité élevée, et entrainent un surcolt du séjour hospitalier
non négligeable [3-5]. Leur gravité justifie les mesures préventives mises en ceuvre dans

certaines unités d’onco-hématologie, de chirurgie, de réanimation ou de néonatalogie.

De nombreuses espéces sont impliquées. Elles appartiennent dans la majorité des cas
a trois genres principaux : Candida sp., Aspergillus sp. et Pneumocystis [6].

Le diagnostic de ces infections est souvent difficile et tardif et repose sur un faisceau
d’arguments cliniques, radiologiques et myco-sérologiques. Pourtant, plusieurs études ont
souligné l'importance d’'un diagnostic précoce pour le pronostic de linfection. Ce dernier
conditionne la mise en route d’'un traitement antifongique approprié. Devant le manque de
spécificité de 'examen mycologique réalisé sur des prélévements dits « ouverts » comme les
crachats, facilement contaminés par spores aéroportées ; le manque de sensibilité des
hémocultures considérées encore comme le «gold standard » pour le diagnostic des
candidoses systémiques et la difficulté de mise en évidence des kystes/trophozoites dans
certaines formes de pneumocystose, le recours a des tests non-invasifs a fortes valeurs
prédictives est aujourd’hui recommandé par la majorité des sociétés savantes pour améliorer
la précocité du diagnostic des maladies fongigues invasives (MFI). La détection des
polysaccharides fongiques et celle des acides nucléiques ont connu un essor considérable
ces dernieres années [7]. Nous nous proposons dans ce mémoire d’évaluer en pratique
clinique les performances diagnostiques du test Fungitell®. Ce test, fondé sur la détection
des béta-(1,3)-D-glucanes (BDG) est recommandé pour le diagnostic des MFI mais sa
spécificité a été peu étudiée. Cette étude rétrospective concerne I'analyse de 'ensemble des
glucanémies positives observées au CHRU de Lille entre octobre 2008 et février 2010. Le
niveau de certitude des MFI a été déterminé sur la base des données biologiques (taux de
BDG, données mycologiques, données sérologiques), des données cliniques et
radiologiques (lettre de sortie des patients, compte-rendus d’imagerie) et parfois des

données histologiques.
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I. Les principales mycoses invasives

A. Les candidoses invasives

1. Généralités

Les candidoses sont dues a des levures du genre Candida, c'est-a-dire des
champignons unicellulaires eucaryotes ovoides ou cylindriques non capsulés de 4 a 8 um se
reproduisant par bourgeonnement, uni ou multipolaire, ou par fission. Dans certaines
circonstances, du pseudomycelium peut se former, voire, pour Candida albicans et Candida
dubliniensis, du mycelium vrai, avec alors quelquefois la présence de chlamydospores a
paroi épaisse a leur extrémité.

Le genre Candida compte plus de 200 especes, dont une vingtaine est pathogéne

chez ’Homme [8].

ANOFEL

Figure 1 : Levures, blastospores et pseudomycelium.
Les levures du genre Candida peuvent présenter un certain polymorphisme : unicellulaire
(blastospore) ou filaments (pseudomycelium)
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2. Epidémiologie

Entre 85 et 90 % des levures isolées en mycologie médicale appartiennent au genre
Candida [9]. La candidose est la troisieme cause de septicémie dans les hdpitaux, juste
apres les cocci a gram positif et les bacilles a gram négatif, et la cinquieme origine d’infection
nosocomiale en France [5, 10-13]. Elle représente 8% des hémocultures positives [14] et a
une incidence en constante augmentation d’environ 10 candidémies pour 100 000 journées
d’hospitalisation, 2,1 a 38,2 pour 1000 admissions en réanimation [4, 15-18]. On estime que
33 & 55% des épisodes de candidémies ont lieu au cours d’'un séjour en réanimation [4]. La
mortalité attribuable de 'ensemble des candidémies varie selon les études de 38 a 49 % [19-
21].

Parmi les candidémies, C. albicans est encore I'espéce la plus fréquemment retrouvée,
avec un isolement dans prés de 50% des cas, mais les autres espéces du genre prennent
une part de plus en plus importante, liée notamment aux pratiques cliniques dans les
services a risque ainsi qu’'a I'’age moyen croissant des patients [8, 22-25].

On retrouve de ce fait de plus en plus souvent I'espéce C. glabrata, mais on assiste
également a 'émergence d’autres espéces telles que C. parapsilosis, C. krusei ou encore
C. guilliermondii, moins susceptibles aux échinocandines ou au fluconazole que la plupart
des souches de C. albicans [1, 18, 26-29].

L’augmentation de l'incidence des espéces de levures autres que C. albicans a donc
pour conséquence une prise en charge plus difficile des patients liée a la sensibilité plus
faible aux traitements habituels ainsi qu’aux délais d’identification plus longs [30-33].

Malgré I'essor de la prophylaxie antifongique observée dans les services a haut risque
de MFI, la candidémie reste la maladie fongique entrainant le plus de décés [34]. De plus la
survenue de cette pathologie a pour conséquence un séjour hospitalier plus long et donc un
impact économique significatif pour les unités de soins. Ce surcolt a été évalué aux USA
entre 34 000 a 45 000 $ par épisode candidémique [3].

3. Facteurs derisque

Les levures du genre Candida sont des champignons opportunistes, c’est-a-dire qu'ils
ne seront pathogenes que chez le patient déja fragilisé par sa pathologie initiale et par les
moyens mis en ceuvre pour la traiter [21].

Le principal facteur de risque de développer une candidose invasive est la neutropénie,
qui entraine une baisse des capacités phagocytaires et qui favorise la colonisation par
Candida [31]. Le risque s’accroit d’autant plus que I'aplasie est profonde et prolongée dans
le temps. Cette situation est particulierement marquée lorsque les malades sont atteints de
tumeur cancéreuse, qu’elle touche des organes solides ou des lignées hématopoiétiques,

lorsqu’ils ont bénéficié d’'une greffe d’organe ou de moelle osseuse. L'immunodéficience
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associée aux thérapeutiques immunosuppressives ou immunomodulatrices (chimiothérapie,
glucocorticoides, anti-TNFalpha, anti-MAPKinases...) est également un facteur favorisant
fréquemment retrouvé [1, 22].
D’autres causes ont été mises en évidence, notamment dans I'étude NEMIS [35] :
- la prise récente d’antibiotiques, qui détruit tout ou partie de la flore bactérienne,
laissant ainsi la place aux levures pour leur développement au sein de ce tissu,
- la prise récente de triazolés qui favorise les candidémies a espéces ayant une
résistance naturelle ou acquise a cette molécule [36],
- la présence d’'un cathéter veineux central, porte d’entrée majeure du germe [37,
38],
- le séjour en réanimation, du fait de I'affaiblissement du malade, et ce d’autant plus
qu’il est prolongé,
- une chirurgie récente,
- les ages extrémes,
- linsuffisance rénale,
- I'némodialyse,
- la nutrition parentérale,
- la ventilation mécanique,
- les infections & VIH,
- ou encore le terrain particulier présenté par le malade, tel que la grossesse, ou

une endocrinopathie comme le diabéte [9, 39, 40].

Pour les patients non neutropéniques, les facteurs de risque de candidémie a Candida
non-albicans seraient représentés par les traumatismes craniens et les sepsis

bactériens [41].

4. Les principales espéces retrouvées en pathologie humaine

Le genre Candida compte plus de 200 espeéces. Cing sont le plus souvent isolées en
pratique clinique, mais les traitements utilisés dans les unités a haut risque de MFI sont a
I'origine de 'émergence d’espéces inhabituelles.

Les facteurs prédictifs d’infection par des levures a Candida non-albicans sont divers :
un traitement récent par fluconazole, une chirurgie digestive, la présence d'une voie
veineuse centrale, un traitement antibiotique a large spectre ou encore I'age supérieur a
60 ans [42-44]. Le spectre des manifestations cliniques observées chez les patients différe
selon I'espéece impliquée. Ces manifestations sont résumées dans le tableau suivant, adapté

du cahier Bioforma Les levures et levuroses [8].
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Espéces les plus fréquentes

Infections cutanées ou muqueuses

¢ albicans Candidoses systémiques / profondes

C. glabrata Candidoses sys‘temlql{esl/ profondes
Infections urinaires

C. krusei Candidoses systémiques / profondes

Endophtalmies

Candidoses systémiques / profondes

C. parapsilosis , . . . -
parap chez le nouveau-né et via les dispositifs médicaux

C. tropicalis Candidoses systémiques / profondes

Espéces plus rarement isolées

C. ciferrii, C. dubliniensis, C. guillermondii, C. haemulonii, C. inconspicua, C. kefyr,
C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegiensis, C. pulcherrima, C. rugosa,
C. viswanathii, C. zeylanoides

Tableau 1 : Les principales espéces de Candida retrouvées en pathologie humaine

a) Candida albicans

C. albicans est un saprophyte, principalement du tube digestif mais aussi des voies
génito-urinaires, pouvant étre transmis par la mére dés la naissance. Il est en équilibre avec
les flores bactériennes, maintenant la population de levures a une faible densité. Il peut étre
pathogéne opportuniste par passage a travers une barriére (tube digestif, vagin, muqueuse
buccale par exemple).

Les principales pathologies rencontrées avec ce micro-organisme touchent les
mugqueuses : buccales (muguet, langue noire villeuse), cesophagiennes (surtout chez les
immunodéprimés et les sujets atteints par le VIH), intestinales, vaginales. La peau est aussi
une cible privilégiée, avec des atteintes au niveau des grands plis (fréquemment au niveau
de l'aine ou de la région sous mammaire), des folliculites de I’héroinomane, et des atteintes
au niveau des ongles avec onyxis et périonyxis.

Chez les patients les plus fragiles, cette infection peut se manifester par des formes

invasives et étre alors responsable d’une candidose profonde.
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b) Candida glabrata

Les principaux réservoirs de C. glabrata sont également le tube digestif et les voies
génito-urinaires. Cette espece représente 20 % des isolats de candidoses invasives. Sa
résistance au fluconazole est dite dose dépendante, I'isolement de souches résistantes a cet

antifongique a baissé depuis les recommandations d’augmentation de posologie [8].

c¢) Candidatropicalis

C’est un saprophyte de I'environnement. Son réservoir principal est représenté par la
peau, le tube digestif et parfois les muqueuses génito-urinaires. Sa virulence est proche de
C. albicans. Il représente environ 10 % des espéces isolées lors de candidoses invasives [8].

d) Candida parapsilosis
C’est une levure commensale de la peau et des phanéres. Cette espéce, et
probablement ses deux génotypes proches C. metapsilosis et C. orthopsilosis, ont la
particularité d’adhérer aux matériaux plastiques, et sont donc fréquemment retrouvées dans
des infections de cathéters, chambres implantables et prothéses. En dehors de ces
circonstances particuliéres, elles sont assez peu pathogenes.

e) Candida krusei

C’est un saprophyte du milieu extérieur. Elle a émergé du fait de I'utilisation massive

du fluconazole, principe actif auguel elle est naturellement résistante.

f) Autres espéces isolées

D’autres espéces sont de temps en temps retrouvées comme responsables
d’infections. On peut citer par exemple C. famata, C. guilliermondii (chez I'immunodéprimé
sévere), C. kefyr (de sensibilité au fluconazole trés variable), C. lusitaniae (espéce

émergente), C. dubliniensis (trés proche de C. albicans), C. norvegensis.

5. Physiopathologie des candidoses systémiques : les étapes de

I'infection - modeéle de C. albicans

Il n’existe pas de facteurs de virulence stricto sensu pour C. albicans, l'infection est
souvent d’origine endogene [4].

Tout d’abord les levures vont coloniser les différents epithelia, c’est-a-dire qu’elles
seront présentes au niveau de la flore de différentes muqueuses [45]. Chez 'Homme, elles
peuvent faire partie des micro-organismes commensaux du tube digestif, des voies uro-
génitales, des voies aériennes supérieures ou du revétement cutané. Elles sont alors en

équilibre avec la flore bactérienne locale et ainsi maintenues a une faible densité. Elles

peuvent produire un biofilm afin d’étre en partie protégées de I‘environnement et des
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agressions extérieures mais également pour favoriser 'adhérence de nouvelles cellules a la
matrice du biofilm [46, 47]

L’adhésion tissulaire et la prolifération des Candida sont un préalable a l'invasion et a
la dissémination.

Durant ces phases, les micro-organismes s’attachent a divers tissus via leurs
adhésines et sécretent différentes enzymes : protéases, phosphatases, lipases et participent
a la régulation de I'immunité par la sécrétion de dérivés immunomodulateurs [48-52]. La
cellule fongique adhere aux cellules épithéliales et dégrade les protéines formant la jonction
inter-épithéliale, comme par exemple la cadhérine-E, via les différentes enzymes citées [53].
La pénétration active au sein du tissu est possible par la transition blastoconidie/hyphe.
L’atteinte de vaisseaux sanguins peut conduire ensuite a une phase de candidémie. Le
risque de mortalité associé a la candidémie est trés élevé (1 patient sur 2) en I'absence de
traitement antifongique approprié.

L’atteinte de I'endothélium vasculaire peut donner lieu a une phase d’extravasation,
chronique, au niveau de différents organes tels que la rate, le foie, la peau, I'ceil, le cerveau,
le tissu cardiaque ou les articulations. Ces phénoménes ont principalement lieu lors d’un
déficit plus ou moins important de limmunité du patient [54]. En effet, un systéme
immunitaire robuste évite normalement cette invasion massive. Le maintien d’'un équilibre
entre les signaux pro- et anti-inflammatoires va conditionner lissue de linteraction héte-
champignon. La réponse immunitaire comprend en effet deux composantes : la résistance
vis-a-vis du pathogéne, c’est-a-dire la capacité a limiter 'envahissement, et la tolérance,
c’est-a-dire la limitation des dommages induits par une charge fongique importante [55].

L’immunité antifongigue commence au niveau des muqueuses ou des défenses innées
sont présentes dans les barriéres respiratoires, gastro-intestinales et génito-urinaires. Les
cellules de I'héte possédent des récepteurs (PRRs, Pattern Recognition Receptors) qui
reconnaissent des PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) fongiques. Les PRRs,
tels que les TLRs (Toll-Like Receptors) ou les CLRs (C-type Lectin Receptors, tels que les
dectines 1 et 2), sont présents notamment a la surface des cellules phagocytaires,
monocytes, macrophages et polynucléaires neutrophiles et activent le systéme de défense
inné. A contrario, la défense spécifique sera initiée par les cellules dendritiques qui vont
induire la maturation de lymphocytes T naifs en lymphocytes T helper dirigés contre le micro-
organisme [56].

Deux grandes orientations sont donc engagées par 'h6te afin de se préserver contre le
champignon : la voie dominante médiée par la réponse TH1, aboutissant a la synthése
d’IFNy, pro-inflammatoire, ainsi que la réponse TH17 qui est impliquée dans le recrutement
des PNN, et la voie TH2, entrainant la synthése d’IL-4 et d’IL-13, limitant les effets

antifongiques.
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Certains individus présentant un polymorphisme des PRRs sont plus susceptibles de
développer une infection fongique [57].

D’autre part, il faut noter que certaines souches fongiques exploitent les PRRs dans le
but de détourner les voies de signalisation aboutissant a la réponse inflammatoire et
eéchapper ainsi a la réponse immunitaire organisée par I'’héte [58].

Pour conclure, il faut savoir que la composition pariétale d’'une espéce varie selon son
état physiologique. Ainsi, par exemple, les BDG sont masqués en phase filamenteuse. Le
systéme immunitaire est donc complexe et nécessite une adaptation permanente de la part
de I'héte et du pathogéne [59].

La figure 2, adaptée d’Eggimann et de Gow, représente les différentes étapes

aboutissant a I'infection invasive [59, 60].

Source endogéne Source exogéne
Colonisation \
‘ Adhésion aux

O @muqueuses

A . Pénétration

) O O O O ' des hyphes

A
./

Passage hématogéne

@ v Dissémination

Figure 2 : Les étapes de l'infection d’'une candidose systémique
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6. Aspects cliniques

Les signes cliniques sont peu spécifiques. La porte d’entrée principale est représentée
par le tube digestif, mais d’autres épisodes infectieux peuvent avoir une porte d’entrée
cutanée (cathéters, brdlures, et le sujet prématuré connu pour avoir un systeme cutané
immature), ou par contamination lors des gestes chirurgicaux (prothéses, greffons). Le
mécanisme de translocation des levures de la lumiere intestinale vers les voies
hématogénes est mal connu. La neutropénie et le déséquilibre de 'homéostasie intestinale y
jouent un role prépondérant [61].

Candida dissémine ainsi dans différents organes, soit par contiguité, soit via un
passage hématogéne vers tout 'organisme. Les organes cibles préférentiels sont le rein, le
foie et la rate, mais peuvent également étre atteints le cerveau, le poumon, l'ceil ou
'endocarde.

A partir d’'un foyer infectieux, le risque de dissémination vers les autres organes est
éleve.

Les signes cliniques peuvent apparaitre brutalement : sepsis sévére, avec hyper ou
hypothermie et hypotension artérielle, associées ou non a des frissons, ou peuvent s’installer
progressivement, avec alors un tableau d’altération de I'état général, souvent accompagné
de fiévre, le tout sur un terrain généralement fragilisé. Une leucocytose est retrouvée dans
50 % des cas.

Un des symptdmes majeur devant faire évoquer une infection fongique invasive est la
fievre résistante a un traitement antibiotique a large spectre approprié.

Du fait d’'une localisation endophtalmique possible, il peut étre utile de faire pratiquer
un fond d’ceil en cas de suspicion de foyer candidémique. L’examen pourra alors révéler une
endophtalmie avec la présence d’exsudats blancs caractéristiques, symptomatiques ou
non [62, 63]. On pourra noter la présence d’une choriorétinite chez 25 % des patients ayant
une hémoculture positive a Candida sp.

D’autre part, des lésions cutanées sont retrouvées chez 10 % des patients présentant
une candidémie.

Un autre site privilégié lors de la dissémination de la levure est représenté par le
couple foie-rate. On estime a environ 5 % la proportion de malades leucémiques qui vont
présenter une candidose hépatosplénique [64]. D’un point de vue clinique, cette pathologie
peut parfois étre asymptomatique, ou alors se présenter sous la forme de fiévre, troubles
digestifs, douleur de I'’hypocondre droit. Le diagnostic de ces formes est réputé difficile [65,
66].

Il est a noter que malgré un isolement fréquent de levures du genre Candida au niveau

des prélevements de l'arbre respiratoire inférieur, les pneumonies a Candida sp. sont
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exceptionnelles [67]. Si la suspicion est trés forte, il faudra demander la réalisation d’'un

examen histologique pour confirmer le diagnostic [68].

7. Stratégies diagnostiques

Contrairement aux candidoses superficielles dont le diagnostic est en général aisé et
principalement clinique, le diagnostic de candidose invasive demeure un véritable challenge
pour les cliniciens [69].

En effet, la symptomatologie clinique n’est pas spécifique et peut orienter initialement
vers une septicémie bactérienne.

Il est donc important de mettre en ceuvre différentes stratégies biologiques pour

garantir la précocité et la fiabilité du diagnostic [7].

a) L’imagerie

Les deux examens utiles au diagnostic de candidose invasive sont le scanner et
I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM) [66]. L'IRM est décrite comme plus sensible
dans la recherche de candidose hépatosplénique. L’échographie est beaucoup moins
performante mais peut toutefois servir a repérer des métastases septiques en sortie
d’aplasie [70].

Ces explorations mettent en évidence de nombreux micro-abces dans le parenchyme
en cas de candidose hépatosplénique. Elles peuvent étre d’'un apport significatif pour le
diagnostic des spondylodiscites et dans le cas des atteintes médullaires observées chez
certains patients toxicomanes [71, 72].

Depuis quelques années, un examen dimagerie a considérablement amélioré la
recherche de tumeurs solides. Il est basé sur I'administration de *F 2-Fluoro-2-deoxy-D-
glucose, qui a la particularité de s’accumuler dans les cellules a activité métabolique intense,
telles que les cellules cancéreuses ou inflammatoires, et qui produit une image lors de
I'émission de positons. C’est le PET-scan: Tomographie a Emission de Positons. Cette
technique a été évaluée pour la premiére fois dans le diagnostic des MFI, en se basant sur le
fait que les sites infectés par les champignons présentent un métabolisme important, par une
équipe de I'népital de Necker en 2010. La sensibilité est meilleure qu’avec les techniques
d’'imagerie classiquement utilisées [73]. Il faut toutefois prendre en compte les interférences
possibles (tumeur, zone inflammatoire).

L’utilisation de ces appareils reste limitée aux hopitaux disposant de plates-formes
adaptées pour le suivi d’'un grand nombre de patients. De plus leurs sensibilité et spécificité

demeurent faibles d’ou le recours a d’autres stratégies diagnostiques.
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ANOFEL

Figure 3 : Candidose hépatique : aspects radiologiques

Le scanner montrant les lacunes correspondant aux abceés fongiques a levures

b) Méthodes mycologiques

La mise en évidence de Candida sp. dans un site colonisable par la flore fongique
résidente (sphére ORL) ou transitoire (levures de l'alimentation) ne signifie pas forcément
qgue celui-ci est pathogene. Il est donc important, dans la mesure du possible, de le
rechercher dans des sites stériles tels que le sang, le LCR, la bile, le liquide articulaire, le
liquide péricardique et certaines biopsies guidées par imagerie.

(1) L’hémoculture

Une seule hémoculture positive a Candida sp., prélevée dans de bonnes conditions
d’asepsie, est toujours significative.

Le volume prélevé a une importance majeure pour le rendement des cultures. Un
volume approprié doit étre compris entre 10 et 20 mL de sang.

L’inconvénient majeur de ce prélévement est sa faible sensibilité. En effet, moins de
50 % des hémocultures prélevées chez des patients ayant eu une candidose invasive
prouvée a l'autopsie s’avérent positives [74, 75]. Ce faible rendement est en partie lié au
faible inoculum présent lors de la ponction sanguine, qui est estimé par certains auteurs a
moins d’1 CFU/mL dans plus de la moitié des cas [76].

En régle générale, si le laboratoire ne dispose pas de milieux de culture favorables a la

croissance rapide des champignons (tel que le milieu Mycosis ICF®, Becton Dickinson), il est
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dans ce cas recommandé d'utiliser des milieux en conditions d’aérobiose, bien que certaines
espéces puissent se développer en conditions d’aérobiose et d’anaérobiose. Une étude
utilisant les automates BACTEC 9240 (Becton Dickinson) et BacT/Alert 3D (bioMerieux) a
montré que C. albicans a une croissance plus rapide, avec un délai moyen de 35 heures
entre linsertion dans l'automate et la détection de la positivité, contre 80 heures pour
C. glabrata [77].

Cet examen a donc une forte valeur prédictive positive mais une trés faible valeur
prédictive négative, et ce malgré le fait d’utiliser des milieux spécifiques pour les levures qui

réduisent le temps de détection et augmentent la sensibilité [74].

(2) Les prélevements profonds

Tout prélevement d’'un site normalement stérile dont la culture met en évidence une
levure Candida sp. doit faire évoquer une infection mycologique invasive et étre traité
comme telle.

La prise en charge d’'un tel prélevement consiste a effectuer un examen direct : un état
frais directement entre lame et lamelle et une coloration permettant une meilleure
visualisation des éléments fongiques. Les colorations usuelles sont le bleu de lactophénol, le
bleu d’orthotoluidine, le May Grunwald Giemsa et le Gomori-Grocott. D’autres méthodes
utilisant des réactifs fluorescents permettent d’améliorer le rendement de I'examen direct
(calcofluor, fungiqual A). Les levures sont ovoides ou rondes, plus ou moins
bourgeonnantes. Certaines espéces sont susceptibles de produire des hyphes a bords
paralléles et septés similaires a ceux observés en présence de champignons filamenteux.
L’apport de I'examen direct est capital pour la mise en route d’un traitement antifongique

précoce mais sa sensibilité demeure faible.

En paralléle, chaque prélevement va étre ensemencé sur un milieu de Sabouraud,
additionné d’antibiotiques (classiquement chloramphénicol ou amikacine). On l'associe de
plus en plus souvent a un milieu chromogénique qui permet de révéler des mélanges
d’espéces et lidentification présomptive des principales levures rencontrées en pathologie
humaine (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei).

Les milieux de culture sont incubés a 37°C, ou plus rarement a 30°C, afin de favoriser
la croissance des levures. Les colonies de levures apparaissent en 24h a 48h, le nombre de

colonies sera évalué de maniere semi-quantitative.
Pour l'identification des espéces isolées, plusieurs méthodes sont disponibles : les

tests morphologiques, les tests rapides, les tests bhiochimiques ou plus récemment la

spectrométrie de masse de type MALDI-TOF.
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Les tests morphologiques visent a distinguer les principaux genres de levures
(Candida, Saccharomyces, Malassezia, Cryptococcus, Trichosporon) et a identifier de
maniére rapide C. albicans. Le test de chlamydosporulation sur milieu RAT (riz, agar, tween)
permet de différencier les especes Candida des autres levures (présence ou non de
pseudofilaments) et d’identifier C. albicans / C. dubliniensis lorsque des chlamydospores
peuvent étre identifiées apres 24h de culture. Le test de blastése (formation de tubes
germinatifs) consiste a incuber les colonies isolées dans 1 mL de sérum pendant 3 heures a
37°C. Il permet d’identifier le complexe C. albicans / C. dubliniensis. Bien que peu colteuse
et facile a réaliser cette technique est de moins en moins utilisée en raison de son manque
de spécificité et de I'apparition de tests immunologiques ou enzymatiques plus spécifiques.

Ces derniers sont fondés soit sur I'agglutination de particules de latex sensibilisées par
des anticorps monoclonaux spécifiques permettant l'identification simple et rapide de
C. albicans (Bichrolatex albicans), C. dubliniensis (Bichro-Dubli), C. krusei (Krusei-color) et
C. glabrata [78], soit sur les propriétés enzymatiques spécifiques d’espéce comme la
tréhalase spécifique de C. glabrata (glabrata RTT®).

Des tests biochimiques étudiant le profil d’assimilation et de fermentation de certains
sucres permet d’identifier plus de 80 % des souches isolées en mycologie médicale. Ce
pourcentage est encore amélioré en présence de galeries plus discriminantes telle que
API 32C®. Ces tests exigent cependant un délai supplémentaire de 24 & 48h pour identifier
les autres espéces.

L’avenement des techniques de spectrométrie de masse a radicalement modifié la
prise en charge diagnostique des infections bactériennes et fongiques en réduisant
considérablement le délai de réponse au clinicien [79]. Sa précision, sa fiabilité, sa
sensibilité, sa rapidité et son codt limité en font un systéme émergent pour l'identification des
levures [80, 81]. Cette technique permet de plus une identification précise des espéces
habituellement difficiles a discerner [82]. Elle est utilisée a la place ou en complément des
méthodes traditionnelles. Ses performances sont supérieures aux galeries d’identification
biochimiques mais similaires a celles du séquencage des régions ITS1 et ITS2. Elle permet
en outre une identification correcte dans prés de 99 % des levures isolées en milieu
hospitalier [83-86].

Cette méthode, dont le principe a été décrit dés la fin du XIXe siécle par Thomson, est
basée sur la séparation de molécules, qui ont été préalablement ionisées (de maniére
électronique ou chimique), selon leur rapport m/z (masse/charge) [87]. Elle a lieu en deux
étapes :

- I'étape d’extraction : une a trois colonies sont mises en suspension dans un mélange
eau déminéralisée - éthanol absolu 70 %. Aprés centrifugation le culot de cellules est séché

puis remis en suspension dans 50 yL de I'acide formique.
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- la 2° étape : ajout d’'une matrice acide, source de protons favorisant I'ionisation des
molécules. L’échantillon se disperse a l'intérieur de celle-ci puis le tout est déposé sur la
cible métallique. L’évaporation entraine la co-cristallisation de I'ensemble, suivie de la
désorption, l'ionisation et le passage a I'état gazeux sous l'effet de 1000 tirs aléatoires du
LASER a l'azote pulsé. Dans les réflecteurs a temps de vol (TOF), les ions acquiérent une
grande énergie cinétique et sont séparés en fonction de leur vitesse pour arriver jusqu’au
détecteur. Le temps de vol est alors converti en rapport m/z, fonction de chaque peptide. Les
ions les plus légers seront également les plus rapides. Le détecteur convertit le signal de
chaque impact en grandeur électrique, représenté graphiquement par des pics. Cette
technique de spectrométrie de masse permet d'établir la carte peptidique des protéines,

également appelée empreinte protéique [88].

Quelle que soit la méthode d’identification choisie, un antifongigramme peut étre
réalisé, selon le contexte clinique, la nature du prélévement, les antériorités du patient ou

devant un échec thérapeutique.

(3) L’index de colonisation

Devant le manque de sensibilité des hémocultures, certains services de réanimation
chirurgicale ont développé une nouvelle stratégie fondée sur la détermination de la densité
fongique colonisant les sites superficiels (bouche, crachat, trachée, aspiration bronchique,
écouvillon nasal, selle ou écouvillon anal, urine, drains...) en vue d’apprécier le risque
d’infection invasive a Candida [89, 90]. Cet index, réalisé de maniére bihebdomadaire, est
calculé par le rapport entre le nombre de sites corporels colonisés et le nombre de sites
corporels prélevés. Une valeur d’au moins 0,5 permet la mise en route d’'un traitement
antifongique préemptif. Cette démarche n’est actuellement validée que pour les patients de
réanimation. En hématologie, la détermination de la colonisation fongique est utilisée de
maniére aléatoire afin d’identifier précocement les patients justifiant d’une investigation
clinique, radiologique et mycologique plus approfondie. Lisolement d’espéce de sites
superficiels permet parfois dorienter le choix d'une molécule lors d’un traitement

antifongique empirique [91].

Il permet de définir des patients a risque de faire une infection invasive en estimant la
proportion de sites colonisés par des levures du genre Candida [92]. En effet des études ont
prouvé que plus un patient présentait un nombre important de sites colonisés par une
espéce Candida, plus le risque de candidose systémique est élevé [89]. L’index de
colonisation représente une alternative aux hémocultures mais n’est pas validé dans toutes

les unités de soin.
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Les sites de prélevements généralement recommandés pour établir cet index sont
représentés par l'urine, les selles, un écouvillon au niveau des aisselles, un écouvillon nasal,
les crachats, les drains, voire, si on en dispose, de prélevements plus invasifs tels que le

lavage broncho-alvéolaire (LBA).

Index de colonisation = nombre de sites colonisés / nombre de sites prélevés

Bien que certains auteurs aient proposé de traiter (de maniére préemptive) les patients
ayant un index = 0,5, la spécificité de ce marqueur reste encore assez discutable. Une
proportion non négligeable de patients serait trés probablement traitée par excés. Il est donc

important de trouver des marqueurs plus discriminants [93].

Dans ce contexte, Léon et al. avaient proposé un autre marqueur dénommeé « Candida
Score » qui prend en compte non seulement les données de la colonisation mais également
d’autres signes de gravité du patient [92]. Ce score intégre I'existence d’'une nutrition
parentérale, une chirurgie récente et un sepsis sévére. Selon les auteurs, un traitement

préemptif « précoce » devrait étre envisagé pour des scores supérieurs a 2,5 [94].

c) Histologie

L’examen histologique, s’il se réveéle positif, affirme l'infection du tissu examiné, et
contourne les faux positifs par contamination possiblement observés lors d’une culture. Il
présente cependant une faible sensibilité [95].

Les biopsies, réalisées a laiguille, sont rarement obtenues du fait du risque
hémorragique généralement important chez l'immunodéprimé qui présente souvent des
troubles de 'hémostase.

Une fixation des sections de tissus est d’abord réalisée, puis une coloration HES
(Hémalun Eosine Safran) permet de révéler les éléments fongiques, suivie soit par une
coloration au May Griinwald Giemsa, soit par une coloration a 'acide périodique de Schiff,
soit par une coloration par imprégnation argentique (Gomori-Grocott) [96]. Afin d’améliorer la
spécificité, 'examen peut étre complété par I'ajout d’anticorps marqués par un fluorochrome.

Les formes visibles sur les coupes histologiques sont principalement des levures en

bourgeonnement ou des filaments/pseudofilaments dans le cas d’infection a C. albicans.
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Figure 4 : Coloration a I'acide périodique de Schiff

(neuropathology.medicine.dal.ca)

d) Sérologie fongique
La sensibilité des différents examens cités précédemment étant relativement faible,
d’autres techniques ont été développées depuis quelques années et sont maintenant
utilisées au quotidien dans certains hépitaux, afin d’'améliorer la précocité et la fiabilité du
diagnostic biologique en vue d’optimiser la prise en charge des patients.
Cette démarche concerne la détection de molécules fongiques circulantes et celle des
anticorps dirigés contre des constituants antigéniques [97].

(1) Recherche d’antigénes solubles circulants

Différents éléments de la paroi des Candida peuvent étre détecteés :
- des protéines cytoplasmiques :
Deux antigenes ont été identifiés, mais leur utilisation a été restreinte aux activités
de recherche.
o Iénolase, dont le développement commercial du test, Directigen®, a été
rapidement interrompu.
o la sous-unité HSP 90, non utilisée pour les tests de routine
- des métabolites spécifiques : le ratio urinaire de D-arabinitol/L-arabinitol
- des polyosides antigéniques pariétaux :
o mannane : Platelia Candida antigéne plus® : test d’immunocapture ELISA
utilisant un anticorps monoclonal [98]
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o BDG : test enzymatique. Il existe deux tests principaux commercialisés :
Associates Cape Cod (Fungitell®), et Wako, firme japonaise ayant

développé le premier test pour la détection des BDG.

(2) Recherche d’anticorps spécifiques

Cet examen est réalisé grace au kit Platelia Candida Ac Plus® ou Virion/Serion 1gG
(test ELISA), utilisant un antigéne complexe.

C’est I'analyse des cinétiques conjointes de 'antigéne mannane et des anticorps anti-
mannane qui est contributive au diagnostic des candidoses systémiques. La combinaison de
ces deux marqueurs permet de compenser le caractére transitoire et fugace de la
mannanémie [98-101].

Le probleme principal est la différenciation entre colonisation et infection, d’'une part le
patient immunodéprimé, méme infecté, conservera une réponse humorale faible, et d’autre
part les individus fortement colonisés peuvent présenter des taux d’anticorps évocateurs de
candidose invasive. Il s’agit donc de déterminer le seuil ayant le meilleur compromis
sensibilité / spécificité pour identifier le maximum de patients infectés. A l'inverse, les taux
d’anticorps élevés associés aux colonisations de sites corporels superficiels, peuvent étre
utilisés comme facteur de risque d’invasion, plus facile a réaliser que la détermination de I'lC.

D’une maniére générale, il est conseillé de pratiquer un prélévement dés I‘admission
dans un service a haut risque de MFI puis de réaliser un suivi sérologique incluant antigéne
et anticorps de maniére bihebdomadaire. La pratique des deux tests est plus précoce que
I'némoculture puisque leur utilisation conjointe permet un diagnostic positif en moyenne
4 jours avant l'isolement d’une levure du tissu sanguin.

Le faible niveau de réactions croisées entre les mannanes de C. parapsilosis, C. krusei
et C. albicans justifie en partie, les faibles performances diagnostiques des tests Platelia au

cours des infections déterminées par ces deux espéces.

e) Les techniques de biologie moléculaire

Plusieurs méthodes ont été décrites pour la détection d’ADN fongique dans le sang
périphérique avec une assez bonne sensibilité et spécificité.

Ces méthodes, fondées sur le principe de la PCR, visent a détecter des séquences
spécifigues de champignons (test panfongique), des séquences spécifiques de genre

(Candida, Aspergillus...) ou des séquences spécifiques d’espéce (A. fumigatus) [102].
Ces tests visent a amplifier des séquences hautement conservées comme celles de

FARN 18S. La détection des amplicons quant a elle a fait I'objet de plusieurs

développements en particulier des procédures de PCR utilisées :
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- La PCR conventionnelle avec une séparation des amplicons par électrophorése sur gel
d’agarose et une détection par fluorescence (BET...).

- La PCR en temps réel qui offre de meilleures performances que la PCR conventionnelle
puisqu’elle est plus rapide, plus sensible, plus spécifique et qu’elle limite la survenue des
faux positifs. La détection des amplicons se fait par des sondes fluorescentes spécifiques
aux différentes plates-formes utilisées (LightCycler, Abiprism...).

- La PCR nichée, aux performances comparables a la PCR conventionnelle [103]. Son
principe est d’'utiliser dans un premier temps un couple d’amorces dites « externes » puis sur
cet amplicon on utilise un couple d’amorces « internes » aux premiéres, souvent de petite
taille. Ceci permet d’éviter une hybridation sur un site autre que la cible, et augmente donc la

spécificité de I'analyse, d’autant plus que le nombre de cycles est plus élevé.

Quel que soit le protocole de PCR utilisé, la sensibilité de détection est généralement

faible. Son rendement est comparable a celui de 'hémoculture [102].
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B. Les aspergilloses invasives
1. Définition, épidémiologie, facteurs de risque

a) Geénéralités

L’aspergillose est une infection opportuniste peu fréquente mais grave, souvent
mortelle chez limmunodéprimé, due au développement d’'un champignon du genre
Aspergillus.

Ce genre comporte prés de 300 espéces différentes.

Aspergillus est trés fréquent dans le milieu extérieur, cosmopolite, quel que soit le
climat. Ces moisissures vivent en général au dépend de matieres organiques en
décomposition. Ainsi, on le retrouve dans le sol, la poussiére (sous forme de spores), les
végétaux, les épices, le foin, les céréales, les matériaux d’isolation dégradés par I'humidité

ou encore certains aliments lyophilisés [104].

ANOFEL

Figure 5 : Aspergillus fumigatus observé au microscope électronique a balayage
On observe une seule rangée de phialides, en forme de bouteille, dressées sur le sommet

de la vésicule. Les conidies agées sont échinulées.
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b) Epidémiologie

L’aspergillose invasive est une cause majeure de mortalité chez les patients greffés de
moelle osseuse ou traités pour hémopathie maligne [1]. Cette infection est associée a une
mortalité variant de 30 a 90 % selon les études [105-108]. Ces chiffres sont en diminution
depuis la mise sur le marché du voriconazole et des échinocandines [109].

Un traitement instauré rapidement, c’est-a-dire moins de dix jours aprés I'apparition
des premiers signes cliniques, entraine une baisse significative de la mortalité (90 % a 40 %
chez les patients d’'onco-hématologie) [110].

L’incidence de I'API est estimée a 8,4 % chez les greffés pulmonaires, et 6,4 % chez
les receveurs de cellules souches médullaires [111]. Elle représente 30 a 50 % des MFI
dans les services d’hématologie clinique.

L’aspergillose pulmonaire invasive (API) est en augmentation depuis les années 80, en
partie du fait de I'essor des thérapeutiques immunosuppressives [112, 113].

L’incidence croissante de cette pathologie est également observée chez les sujets non

neutropéniques (réanimation,...) [114].

c) Les principales espéces rencontrées en pathologie humaine

L’espéce la plus isolée est Aspergillus fumigatus, qui représente 80 a 90 % des
identifications au sein du genre Aspergillus [104]. Outre sa virulence, cette espéce est
thermo-tolérante.

Trois autres espéces sont régulierement retrouvées : A. flavus, A. niger et A. terreus.

Il existe toutefois quelques variations en fonction des régions et des populations

étudiées, d’autres espéces pouvant étre incriminées en pathologie.

d) Pouvoir pathogéne et facteurs favorisants

Le principal mode de contamination est respiratoire [115]. Dans de rares cas le foyer
initial peut étre une plaie chirurgicale ou le site d’'implantation d’'une prothése ou d’un greffon.
La faible taille des spores (2 a 3 ym) permet a ce champignon d’atteindre la muqueuse
alvéolaire pour s’y multiplier. Chez le sujet immunodéprimé, ces spores sont susceptibles de
germer et d’envahir les tissus.

A. fumigatus est par ailleurs aérobie strict. Il peut donc se développer dans des cavités
aériennes préformées telles que les sinus ou encore des lésions préexistantes dues a
certaines bactéries (Mycobacterium tuberculosis ou Mycoplasma) [116].

Aspergillus sp. peut étre responsable d’infections chroniques (allergie aspergillaire,
aspergillose broncho-pulmonaire allergique ou ABPA, aspergillome) mais sa forme la plus

redoutable est 'API. Cette derniére touche plus particuliérement le sujet immunodéprimé.
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Elle peut étre localisée au niveau pulmonaire (dans la majorité des cas), mais peut
aussi disséminer, surtout au niveau cérébral ou cutané. Tous les tissus et organes peuvent
cependant étre atteints (foie, rein, cceur, tube digestif, os...).

Dans tous les cas, I'évolution est fulgurante et la dissémination trés rapide par voie
hématogéne.

De plus un grand nombre d’espéces du genre est capable de synthétiser des toxines,
la plus connue étant I'aflatoxine, a effet immunomodulateur et cancérigéne [117, 118]. Ces

toxines peuvent ainsi étre a 'origine d’intoxications aigués lors d’une prise alimentaire.

Les facteurs prédisposant a l'infection aspergillaire sont divers :
- facteurs généraux :
o heutropénie : c’est le facteur principal. L’infection se développera d’autant
plus facilement que la neutropénie sera profonde et prolongée
o greffes d'organes : le risque est d’autant plus majoré dans les premiers
jours suivant la greffe
o greffe allogénique de moelle osseuse : représente un facteur de risque
majeur [119]
o granulomatose septique chronique
o brdlures étendues et profondes
- facteurs environnementaux expliquant la source de contamination du sujet
fragilisé hospitalisé, avec relation directe entre le nombre de spores dans lair
inspiré et le risque de développer une API :
o travaux a proximité
o plantes en pot
o locaux vétustes
o contamination de l'eau, par exemple en utilisant des humidificateurs en
oxygénothérapie
o ventilateur
o tabac
o alimentation (épices)
- certains facteurs locaux sont également une source de prédisposition :
o antécédents de tuberculose
o lésion(s) bronchique(s)
o infection bactérienne (Mycoplasma pneumoniae) ou virale (CMV) associée
Chez les patients non neutropéniques, des facteurs de susceptibilité a 'infection sont
représentés par une BPCO, une maladie hépatique (cirrhose) a un stade avancé,

'hémodialyse ou encore le diabéte [114].

38



2. Aspects cliniques

Les principaux signes cliniques d’API sont une pneumopathie aigué fébrile associée a
une fievre résistante aux antibiotiques chez un patient a risque de MFI.

On retrouvera alors une toux non productive, des rales, une douleur thoracique ou
encore des hémoptysies. Les signes sont en rapport avec l'organe atteint. Ainsi, si le patient
présente une localisation cérébrale, on retrouvera des signes d’encéphalite ou de méningite,
si I'atteinte est digestive le patient pourra présenter des ulcérations et/ou hémorragies, ou
encore des signes d’endocardite a hémoculture négative si I'atteinte est cardiaque [120].

C’est donc un faisceau d’arguments cliniques et radiologiques qui permet d’orienter le

clinicien dans sa recherche étiologique.

3. Les moyens diagnhostiques

a) Place de I'imagerie

Le scanner représente la meilleure technique diagnostique d’API, la radiographie
pulmonaire devant étre abandonnée dans cette indication [70]. Sa réalisation doit étre
envisagée des que possible pour permettre une prise en charge thérapeutique précoce.
Selon le délai entre le début de I'infection et la réalisation du scanner, différentes images
peuvent étre observées [121] :

- de JO a J5 : signe du halo, hautement évocateur d’aspergillose, avec une opacité
en verre dépoli autour de la Iésion. Il représente un signe précoce mais
d’apparition fugace.

- de J5 a J10 : condensation alvéolaire, correspondant a un infarctus pulmonaire du
fait de l'invasion vasculaire par Aspergillus. Ce signe n’est pas spécifique. On le
retrouve notamment lors d’'une tuberculose.

- de J10 a J20 : croissant gazeux. C’est un signe tardif assez spécifique. |l est d0 a
I'action des polynucléaires neutrophiles. Si la Iésion est située prés d’un vaisseau,

des hémoptysies seront possibles.
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Figure 6 : Image de tomodensitométrie thoracique observée lors d’'une API [122]

Signe du halo (JO-J5), image non spécifique (J5-J10) et signe du croissant gazeux (J10-J20)

Le scanner peut également étre utile pour le diagnostic d’atteintes extra-pulmonaires

(cérébrales, articulaires, rénales).

Les autres techniques d’imagerie (radiographie, échographie) sont beaucoup moins

contributives et d’apport souvent tardif.

b) Examens mycologiques

Le diagnostic de MFI peut se faire par méthodes conventionnelles (microscopie,
culture et sérologie) mais de nouvelles approches telles que la biologie moléculaire et la
spectrométrie de masse peuvent aider a documenter un épisode infectieux chez un sujet a

risque.

(1) Les préléevements

lls doivent étre en rapport avec le site de l'infection et en fonction des signes d’appel.

- Au niveau endobronchique, le LBA représente le prélevement de choix [123, 124].
Les prélévements réalisés sous fibroscopie sont en effet de meilleure qualité, d’ou
lintérét également des prélevements bronchiques distaux protégés. Les crachats
sont eux a éviter dans la mesure du possible du fait du probléme d'interprétation
d'une culture qui s’avérerait positive. En cas d'examen direct et de culture
négative, si la suspicion clinique est forte, il peut étre utile de renouveler ces
prélevements.

- L’apport des hémocultures est limité [125], cependant un examen rapide
d’'importance conséquente peut étre une biopsie d’'organe. Les biopsies d’organes

ont une valeur diagnostique trés élevée mais sont de réalisation souvent difficile
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en raison des possibles complications hémorragiques chez le sujet

neutropénique. Le rapport bénéfice-risque doit étre mesuré pour chaque patient.

(2) L’examen direct

On peut réaliser un état frais directement entre lame et lamelle, ou aprés coloration
(bleu de toluidine, Giemsa, acide périodique de Schiff ou Gomori-Grocott).

On recherche ainsi la présence de filaments mycéliens septés a bords paralleles et
avec des ramifications parfois a angle droit.

L’examen du LBA ou des tissus ne montre ni spores ni tétes aspergillaires.

Un point important réside dans le fait que la présence de filaments a 'examen direct
est trées évocatrice d’infection mycologique mais qu’elle ne signe pas la présence
d’Aspergillus sp. En effet, ces filaments peuvent étre observés pour d’autres infections a
champignons filamenteux (Fusarium sp., Penicillium sp. ou Scedosporium sp.). Le diagnostic

du genre et de I'espéce ne peut étre réalisé qu’au moyen de la culture.

(3) Laculture

L’ensemencement se réalise sur un milieu de Sabouraud-chloramphénicol ou
Sabouraud-gentamicine sans actidione a 24, 30 et/ou 37°C. L’identification est facilitée par
les milieux Czapek ou malt qui facilitent la fructification. De méme, une température allant
jusqu’a 57°C peut parfois étre utile pour différencier certaines espéces morphologiquement
proches.

La culture apparait généralement en 24 a 48 heures, parfois plusieurs jours, et les
tétes aspergillaires, nécessaires pour l'identification de I'espéce, apparaissent vers le 3°™ ou
4°™ jour de culture.

L’identification des isolats nécessite 2 étapes :

1) 'aspect macroscopique : délai de culture, taille, couleur et pigmentation des colonies
2) I'aspect microscopique des colonies apres coloration au bleu de lactophénol
o Morphologie de la téte aspergillaire : ronde ou en fuseau, veésicule
sphérique ou allongée
o Aspect du conidiophore : long ou court, lisse ou échinulé, droit ou sinueux
o Les phialides : mono ou bisériées
o Aspect des spores : lisses ou échinulées, incolores ou colorées

o Présence d’éléments supplémentaires tels que des ascospores
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c) Histologie
Elle permet de mettre en évidence le champignon dans les tissus. Aspergillus sera
représenté par des filaments septés ramifiés, comme pour les autres champignons
microscopiques. Les foyers pulmonaires contiennent de nombreux polynucléaires et les

filaments aspergillaires envahissent les vaisseaux.

d) Examens sérologiques

(1) Recherche d’antigénes circulants

Dans cette catégorie, deux antigénes sont recherchés en pratique courante :

1) Le galactommanane (GM) : c’est un hétéropolysaccharide thermostable présent dans la
paroi de la plupart des espéces aspergillaires, sécrété par le champignon en phase de
croissance et relargué précocement dans I'organisme lors des processus invasifs [126].
La production de GM est proportionnelle a la charge fongique présente dans les tissus et la
cinétique des taux sériques présente un intérét pronostique puisque la persistance de taux
élevés chez des patients sous thérapeutique antifongique adaptée est associée a une
évolution défavorable [127].
La technique utilise un anticorps monoclonal de rat de type IgM. Sa positivité est plus
précoce que le scanner (7 jours avant), la culture (7 jours avant) voire que I'apparition des
signes cliniques (6 a 10 jours avant). Ce marqueur permet d’exclure le diagnostic d’API car
sa VPN est tres élevee.
La généralisation de ce test a permis cependant d’identifier plusieurs sources de réactions
faussement positives, notamment :
o au cours des infections a Cryptococcus sp., Histoplasma sp., ou encore a
Bifidobacterium sp.
o ou d’origine exogéne :
= Alimentaire (présents en quantité importante dans le lait pour
nourrissons et nouveaux nés) [128]
= Prise dantibiotiques (principalement avec [I'association
pipéracilline-tazobactam et d’'une maniere générale avec les
pénicillines) [129-131]

= Solutés de nutrition parentérale [132]

2) Détection des béta-1,3-D-glucanes (BDG) : l'intérét de ce test sera abordé dans le
chapitre Il
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(2) Recherche d’anticorps spécifiques

Elle a peu d’intérét en cas d’infection aigué€, du fait du délai d’apparition des anticorps.
Elle est plus utile dans le cadre d’ABPA et d’aspergillome. Elle peut étre utile chez le sujet

neutropénique au sortir d’aplasie pour documenter un épisode infectieux.

Les techniques classiques utilisées pour la recherche de maniére semi-quantitative

d’anticorps anti-aspergillaires sont de plusieurs types.

- Les techniques d'immunoprécipitation
o Immunoélectrophorese (présence d’arcs de précipitation) : technique peu
sensible mais tres spécifique. Elle est longue et consommatrice
d’antigénes. Une microméthode est aujourd’hui disponible permettant
d’obtenir les résultats en 48 heures.
o Diffusion et précipitation en milieu gélifié (technique d’Ouchterlony),
d’utilisation plus aisée.

Les techniques d’'immunoprécipitation permettent toutefois de mettre en évidence les
activités catalasique et chymotrypsique, considérées comme hautement spécifiques
d’aspergillose.

- Les technigues immunoenzymatiques (Platelia Aspergillus anticorps) : il s’agit
d'une technique trés sensible et de réalisation plus adaptée au dépistage d’un
grand nombre de sujets a haut risque. Elle permet de détecter des anticorps

spécifiques de plusieurs protéines recombinantes d’A. fumigatus.

Les Conférences de Consensus recommandent un suivi régulier de l'antigéne
circulant, des anticorps et des prélévements trachéo-bronchiques pour les patients a haut

risque d’API afin d’apprécier le niveau de certitude d’API.

On essaie de coupler les recherches d’antigéne galactomannane et d’anticorps anti-
aspergillaire, et de renouveler les examens dans le but d’'observer la cinétique de ces deux
marqueurs dans le temps, ceci afin d’apprécier au mieux le processus infectieux.

Cette recherche sera moins efficiente si le sujet est leucopénique, car d’une part il y
aura moins d’anticorps détectables et d’autre part les champignons seront moins dégradés

par les polynucléaires neutrophiles donc il y aura peu de galactomannane circulant.

e) Laspectrométrie de masse

Tout comme pour les espéces de Candida, cette technique est également fiable pour

l'identification des moisissures isolées au laboratoire, puisqu’elle présente environ 99 % de
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similitude de résultats avec la technique de référence, lidentification par les génes des
champignons. Elle est donc plus performante que l'identification morphologique macro et

microscopique des espéces [133, 134].

f) Labiologie moléculaire

(1) La PCR

Cette technique présente de tres bonnes sensibilité et spécificité, comprises entre 90
et 95 % [135]. Un résultat négatif peut ainsi permettre d’éviter la prise d’'un traitement chez

un patient.

(2) La Real-Time-PCR ou PCR en temps réel

Un nouveau test, le Septifast, utilisé sur 'automate LightCycler, réalise une PCR en
temps réel sur sang total directement.

Cette technique permet lidentification de 25 pathogénes (bactéries et champignons),
couvrant 90 % des infections, et ceci en moins de 6 heures.

Les principaux inconvénients sont le colt de la technique ainsi que les mauvais
résultats obtenus pour les levures du genre Candida. Elle peut donc étre utile en
complément lors d’une forte suspicion de MFI lorsque les hémocultures demeurent négatives
[136, 137].
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C. Les pneumocystoses

1. Définition, épidémiologie, facteurs de risque

a) Geénéralités

Pneumocystis jirovecii est un champignon extracellulaire eucaryote strictement humain
dont I'apparition des symptémes cliniques est trés insidieuse, notamment chez le sujet atteint
par le VIH et non traité [138].

D’abord classé en tant que protozoaire du fait de ses caractéres microscopiques,
culturaux (absence de culture sur les milieux usuels), et thérapeutiques (les molécules
utilisées sont celles administrées dans le traitement de diverses protozooses), il a été
récemment relié au régne des champignons grace au développement des techniques de

biologie moléculaire et de morphologie cellulaire [139, 140].

b) Epidémiologie

Pneumocystis jirovecii est isolé au niveau des voies aériennes. La population générale
serait porteuse du champignon dans les voies respiratoire a hauteur de 20 % [141]. Elle est
plus importante durant I'enfance, chez les sujets VIH+ (68 %), chez les patients avec une
pathologie pulmonaire sous-jacente (41 %) ainsi que lors de la prise de glucocorticoides
[142-145].

La fréquence d’isolement du champignon a connu 2 pics au cours des derniéres
années, le premier du fait de I'apparition du Virus de I'lmmunodéficience Humaine (les
malades y sont trés susceptibles lorsque leur taux de lymphocytes T CD4+ passe sous le
seuil de 200/mm3), le second a cause de la multiplication des traitements
immunosuppresseurs lors des transplantations et par I'utilisation de traitements biologiques
tels que les anti-TNFa.

On assiste a une augmentation de l'incidence chez les sujets VIH négatifs, avec alors
une mortalité plus importante.

Le diagnostic de pneumocystose permet parfois de révéler une infection a VIH
méconnue. Toute découverte de pneumocystose devrait faire pratiquer, avec 'accord du

patient, un examen afin de vérifier le statut sérologique vis-a-vis du VIH.

Habitat : c’est un champignon extracellulaire retrouvé dans l'alvéole pulmonaire de
nombreux mammiféres. Il présente une spécificité d’hdte (il existe des pneumocystoses
humaines, des pneumocystoses spécifiques au rat...)

La transmission se fait principalement de maniére aérienne. Une transmission

transplacentaire a été décrite chez le lapin et chez 'lHomme mais elle est minoritaire.
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L’intensité de linfection n’est pas proportionnelle a la quantité de micro-organisme
détectée au niveau des prélévements pulmonaires [146].

Une colonisation est fréquente chez les sujets atteints par le virus du SIDA et chez les
personnes présentant une pathologie sous-jacente affaiblissant le systeme immunitaire ou
traitées par immunosuppresseurs ou glucocorticoides.

Une primo-infection avec séroconversion est observée chez plus de 90 % des enfants
immunocompétents a I'dge de 4 ans. La recherche d’anticorps spécifiques chez I'adulte n’a

aucune valeur diagnostique.

c) Facteurs favorisants

Les terrains a risque sont principalement représentés par 'immunodépression séveére,
que celle-ci soit due a [linfection par le VIH, a un traitement par meédicaments
immunosuppresseurs tels que la chimiothérapie, les traitements anti rejet suivant une greffe
d’'organe solide ou de moelle osseuse, un traitement par glucocorticoides au long cours, ou
tout sujet neutropénique [147-150]. Le risque de développer une pneumocystose est
majorée chez un patient ayant moins de 200 CD4/mm? [151].

2. Aspects cliniques

La contamination est interhumaine [152]. En effet, I'hétérogénéité des espéces impose
une spécificité d’hote. La séroprévalence de 90 % a 4 ans démontre que le champignon est
trées présent dans I'environnement [153]. Il est pathogéne soit par activation de formes
latentes déja présentes chez I'héte soit, le plus fréquemment, par acquisition de novo.

Les principaux individus touchés sont :

- les nouveau-nés présentant des symptomes de bronchiolite [154],

- les patients mucoviscidosiques (25 % des malades). Pneumocystis jirovecii a un
rble dans I'évolution de la maladie [155],

- les immunodéprimés : la maladie se présente initialement sous forme d’infection
pulmonaire (pneumonie interstitielle) puis évolue le plus souvent en fibrose

Les symptomes, peu spécifiques, sont une dyspnée, une toux séche et un fébricule qui
évolue en fievre [156]. L'infection se transforme ensuite en insuffisance respiratoire aigué.

Chez le sujet VIH+, l'installation est progressive et I'évolution lente.

Chez le sujet VIH-, le début est brutal et I'évolution rapide.

Ce constat a pour conséquence un diagnostic plus rapide de la pathologie chez le VIH-

(5 jours en moyenne) que chez le VIH+ (3-4 semaines) [157].
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Le diagnostic est d’autant plus difficile que I'auscultation pulmonaire est le plus souvent
normale et que la radiologie de thorax ne montre, la plupart du temps, qu’un infiltrat bilatéral
diffus plus ou moins prononcé.

Chez I'enfant, I'infection est trés souvent asymptomatique.

De trés rares formes extra-pulmonaires peuvent étre observées, principalement au
niveau des ganglions lymphatiques, de la rate, du foie, de la moelle osseuse, de I'ceil et de
I'oreille [158].

3. Les moyens diagnostiques

a) Tests non spécifiques

La numération formule sanguine et la vitesse de sédimentation n’ont pas d’intérét
puisqu’elles ne présentent pas d’anomalies notables.

On peut observer, du fait de I'hypoxie et donc d’'une augmentation de la fréquence
respiratoire, une légeére alcalose sanguine.

Trois examens peuvent avoir un intérét pour évaluer le pronostic : la PaO2 qui est de
mauvais pronostic si sa valeur est inférieure a 50 mm de Hg, une valeur de LDH trés
augmentée ainsi qu’'un nombre élevé de polynucléaires neutrophiles dans le LBA qui

diminuent les chances de survie du patient [159, 160].

b) Prélevements respiratoires

Le champignon étant présent au niveau de I'alvéole pulmonaire, ces prélévements sont
d’'une grande valeur diagnostique.

Pneumocystis jirovecii se présente sous plusieurs formes distinctes [161, 162].

- le trophozoite, mesurant de 2 a 5 um,

- le prékyste, mesurant de 3 a 6 um,

- le kyste mQr, mesurant de 4 a 6 um, contenant plusieurs trophozoites,
- le kyste vide, en forme de croissant de lune.

Tout prélevement d’origine respiratoire peut étre envisagé (LBA, aspiration bronchique,
rincage oro-pharyngé, crachat), mais celui qui donne de meilleurs résultats et qui reste la
référence est le LBA.

Différentes colorations peuvent alors étre pratiquées pour I'observation du LBA : on
différencie le May Grinwald Giemsa, qui présente I'avantage d’'une coloration panoptique,
des autres techniques qui ne colorent que la paroi kystique : le Gomori Grocott, le bleu
d’ortho-toluidine, le violet de crésyl, ou encore le calcofluor [163].

Le nombre de kystes est faible chez le sujet VIH négatif, 'examen direct est souvent

de faible rendement.
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Afin d’augmenter la sensibilité de cet examen, en particulier lorsque les prélevements
sont pauci-parasités, certains laboratoires recherchent la présence de Kkystes par
immunofluorescence [164, 165]. Ce test consiste a utiliser un anticorps monoclonal dirigé
contre les BDG marqué a la FITC.

Un examen direct positif affirme I'infection.

c) Laculture

Pneumocystis jirovecii est un agent non cultivable [166]. La mise en culture des
prélevements respiratoires a donc pour seul but d’isoler les autres micromycétes

responsables de pneumopathies chez le sujet immunodéprimé.

d) LaPCR

Du fait de sa grande sensibilité, la techniqgue de PCR en temps réel présente de
nombreux faux positifs [167, 168]. Un résultat positif doit donc s'interpréter également en
fonction de 'examen direct et de la clinique.

En revanche, un résultat sera significatif s'il est négatif ou s'il est positif chez un grand
immunodéprimé.

Le géne cible le plus fréequemment utilisé fait partie de 'ARN mitochondrial (mt LSU
rRNA) [169].

e) Les BDG

lls sont présents dans les formes kystiques [170]. Cet examen est particulierement
intéressant dans cette pathologie puisque la sensibilité est réputée trés élevée et que les
taux obtenus sont trés élevés, régulierement supérieurs a 1000 pg/mL [171-173]. lls

pourraient servir a différencier la colonisation de la pneumonie [174].
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D. Prophylaxie et traitement des principales maladies
fongiques invasives

Compte tenu de la gravité des MFI, la prise en charge thérapeutique des patients doit
étre la plus précoce possible. La nature des molécules administrées initialement a des
répercussions immédiates et importantes sur l'issue de linfection [175]. L’'amphotéricine B,
largement utilisée depuis les années 80s, a laissé la place a de nouvelles thérapeutiques a
large spectre et de moindre toxicité [176].

Selon le niveau de preuve de I'infection, différents types de traitement peuvent étre mis
en ceuvre :

Niveau de preuve d’infection

Figure 7 : Nature des traitements prescrits
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1. Les molécules disponibles

Les antifongiques utilisés dans le cadre d’'une MFI appartiennent & 3 classes

thérapeutiques : les polyénes, les azolés et les échinocandines.

Les polyénes ainsi que les azolés ont comme cible thérapeutique la membrane
plasmique tandis que les échinocandines agissent au niveau de la paroi.

L’enzyme inhibée par la présence de triazolés est la lanostérol-14-a-stérol-
déméthylase pour les levures et la 14-a-stérol-déméthylase pour les moisissures. Ces
enzymes ont pour fonction de transformer le lanostérol en ergostérol, lipide participant a
l'architecture membranaire du champignon. L’inhibition de sa synthése altére donc
parallelement la structure et la fonction de la membrane.

Les polyénes se fixent sur lergostérol et induisent la formation de pores
membranaires. Des échanges ioniques ont alors lieu et ont pour conséquence un effet
fongicide [177].

Les échinocandines inhibent la béta-1,3-D-glucane synthase et empéchent ainsi la

synthése de la paroi.

B1.6

glucanes

Membrane
cellulaire

Cible des
polyénes

Cible des
candines

Cible
des azolés

Figure 8 : Mécanisme d’action des principaux antifongiques systémiques

Schéma adapté de Maertens et al [178].

Les principales caractéristiques pharmacocinétiques et leurs spectres d’action sont

représentés dans le tableau 2 :
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2. Résistances aux traitements

Sous l'effet de la pression de sélection exercée par les antifongiques, les champignons
ont développé différents mécanismes de résistance [179, 180].

Chez Candida sp, les mécanismes de résistance aux azolés les plus étudiés sont
linduction de pompes a efflux codées par les génes MDR ou CDR, qui sont alors
surexprimés, ainsi que l'acquisition de mutations au niveau du géne codant pour I'enzyme
cible, ERG11, qui a sa structure modifiée et présente donc une affinité moindre pour les
azolés.

D’autres mécanismes de résistance, plus rares, sont décrits, tels que I'hyper-
expression de la cible, ce qui a pour conséquence un nombre insuffisant de molécules de
principe actif pour couvrir 'ensemble des enzymes a inhiber.

L'utilisation du fluconazole depuis 1990 est médiée par la proportion de C. glabrata,
dont la résistance vis-a-vis de cette molécule est en augmentation [181]. En effet, selon
I'étude ARTEMIS (antifungal surveillance program), la proportion de C. glabrata isolée au
niveau des prélévements serait passée de 18 % entre 1992 et 2001 a 25 % entre 2001 et
2007, et durant cette méme période la part de souches résistantes au fluconazole serait
passée de 9 a 14 %. Une surveillance étroite est nécessaire du fait du risque d’émergence
de C. glabrata MDR (Multi-Drug Resistant).

La résistance du genre Candida a la famille des échinocandines est quant a elle
principalement la cause d’'une mutation au niveau d’'un des deux « hot-spot » du géne FKS1
(HS1, HS2), qui code pour la sous-unité majeure catalytique de la glucane synthase. Des
mutations supplémentaires au niveau du géne FKS2 ont été mises en évidence au sein de
l'espéce C. glabrata [182, 183]. D’autres espéces peuvent également avoir une sensibilité
moindre aux échinocandines telles que C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei et
C.albicans [184, 185].

Chez Aspergillus, les résistances aux azolés et aux échinocandines restent rares. Il a
été décrit la présence émergente de mutations au niveau du géne Cyp51A, entrainant une
altération de la cible de la 14a-stérol déméthylase. L’hypothése d’une résistance aux
polyénes par altération de I'ergostérol membranaire qui empécherait le principe actif
d’'atteindre sa cible est avancée, il est aussi évoquée une possible diminution de la teneur

membranaire en stérols. Ceci justifie une surveillance réguliére de I'épidémiologie [186].
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3. Prophylaxie des candidoses et aspergilloses invasives

Elle n'est pas systématique. Il faut cibler les populations a risque pour lesquelles le
rapport bénéfice-risque est favorable. |l s’agit principalement des patients greffés de moelle
osseuse, les patients en phase d’induction de traitement de leucémie aigué mais également
les transplantés pulmonaires ou les patients sous traitement prolongé par glucocorticoides a
forte dose.

En prophylaxie, la classe pharmacologique privilégiée est la famille des triazolés,
puisqu’elle couvre une grande partie des espéces et qu’elle est d’'un moindre codt.

L’épidémiologie des infections a Candida ayant évolué dans les deux derniéres
décennies, avec une augmentation de la proportion de Candida non-albicans, dont certains
sont réputés moins sensibles aux antifongiques classiquement utilisés. Par ailleurs, l'arrivée
de nouvelles molécules a incité les sociétés savantes a proposer de nouvelles stratégies de

prévention et de traitement curatif des principales MFI [33, 187].

Pour la prophylaxie de ces pathologies, 'ECIL et 'IDSA recommandent en premiére
intention le posaconazole. En cas d'intolérance ou d’indisponibilité, le fluconazole ou

I'itraconazole pourront étre utilisés.

De par la dispersion et la propagation des spores fongiques dans I'environnement, des
mesures préventives spécifiques supplémentaires peuvent étre appliquées pour prévenir les
infections & Aspergillus spp. chez les patients présentant des périodes d’aplasie prolongées.
Ces mesures peuvent étre générales ou spécifiques au patient :

- mesures générales :
o hygiéne hospitaliére
o absence de plantes et fleurs dans les chambres d’hépital
- décontamination de 'air ambiant :
o mise en place de filtres
o création de chambres stériles a flux laminaire
o prélévements systématiques d’air, de surface et d’eau
- prophylaxie appliquée au malade :
o recherche d’'une colonisation fongique, écouvillonnage nasal ou analyse
répétée des crachats
o sérologie fongique hebdomadaire
o chimioprophylaxie :
= spray nasal d’'amphotéricine B
= posoconazole ou itraconazole en systémique chez I'adulte

= micafongine en systémique chez I'enfant
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4. Traitement des candidoses et aspergilloses invasives

Des recommandations récentes de I'IDSA (Infectious Diseases Society of America),

publiées en 2008 et 2009, proposent les conduites thérapeutiques a adapter en fonction du

stade diagnostique et du terrain de chaque patient [188, 189].

Une synthese des instructions préconisées est présentée dans le document ci-apres.

Les grandes lignes consistent a utiliser dans la cadre d’'une suspicion ou d’une infection

prouvée a Candida sp. le fluconazole si le patient est stable ou une échinocandine si la

forme est considérée comme sévere (patient instable) [39, 190]. Pour 'API, la molécule

référence dans le traitement d’'une maladie avérée est le voriconazole [191].

De nombreuses études suggérent le caractére majeur de la précocité de mise en route

du traitement dans le cadre des infections fongiques invasives, un délai supérieur a 48

heures étant trés délétere sur la survie des patients [192].

MFi présumeée

Patient non neutropénique :

1) En1°ligne:
- fluconazole

- si état général altéré ou exposition récente
aux azolés : echinocandines
2) En 2°ligne : siles autres traitements sont
contre-indiqués : amphotéricine B lipidique
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Patient neutropénique :

1) amphotéricine B lipidique ou caspofongine
2) sipatient non grave : voriconazole ou
fluconazole sauf si prophylaxie par azolé



Candidémie

Patient non neutropénigue : Patient neutropénigue :
En 1°ligne : 1) echinocandine ou amphotéricine B liposomale
- fluconazole 2) siforme non grave sans exposition préalable a
- ou echinocandine si exposition récente un azolé : fluconazole voire voriconazole
aux azolés ou si forme moyennement (spectre plus large).

sévere a sévere.
En 2° ligne : amphotéricine B,
seulement si intolérance ou indisponibilité des
autres antifongiques.

e Durée de traitement : 2 semaines apres la négativation des hémocultures et si le patient n’est
pas/plus neutropénique.

e Toujours désescalader si possible aprées identification de I'espéce : relais par fluconazole si la souche
est sensible, la forme peu grave et |'évolution favorable.

Retrait cathéter a discuter si neutropénique.

API

Pour tous les patients

1) En 1° ligne : voriconazole IV puis
relais par VO

2) En 2° ligne : amphotéricine B
liposomale ou échinocandine

e Durée de traitement : au moins 6 a 12 semaines, et couvrant toute la période
d’'immunodépression
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5. Cas de Pneumocystis jirovecii

La prophylaxie est instaurée chez le sujet VIH+ lorsque les lymphocytes T CD4+ sont
inférieurs a 200/mm3, chez I'aplasique ou en cas de greffe d’'organe, c’est-a-dire lorsque le
risque de développer une pneumopathie a Pneumocystis est majeur.

On utilise un traitement par Bactrim® (triméthoprime-sulfaméthoxazole) par voie orale,
inhibiteur de la synthése d’acide folique, a faibles doses, ou par atovaquone si intolérance,

ou par aérosol de pentamidine [193, 194].

Le traitement curatif de premiére intention consiste en la prise de [I'association
triméthoprime-sulfaméthoxazole a forte posologie, durant 21 jours [195]. Il sera administré
par voie intraveineuse en cas d’infection modérée ou sévére alors que la voie orale sera
préférée si l'infection est peu sévére.

Il est & noter les effets indésirables nombreux présentés par ce médicament,
notamment fievre, atteintes dermiques, atteintes hématologiques, vomissements.

De plus, son importante utilisation en prophylaxie a pour conséquence la sélection de
mutants résistants par modification de la structure de la DHPS (dihydroptéroate synthétase),
I'enzyme cible des sulfamides [168, 196)].

En cas d’échec ou d’intolérance a ce traitement, on peut le remplacer par I'association
dapsone + pyriméthamine, la pentamidine par voie intraveineuse ou encore I'atovaquone, un
inhibiteur du transport mitochondrial des électrons, si le patient ne présente pas de signes de
gravité [197, 198].

On y associe des glucocorticoides dans le but de diminuer I'inflammation due a la lyse

du champignon par le traitement curatif [199].
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Il. Les béta-(1,3)-D-glucanes

A. Le champignon dans son ensemble

Les cellules fongiques sont des organismes eucaryotes hétérotrophes, assimilant les
matiéres organiques par absorption et caractérisés par la présence d’'une paroi a rble de
protection et de résistance.

Ces cellules se composent d’'un appareil végétatif, ou thalle, qui est soit levuriforme,
soit filamenteux, entouré d’une paroi riche en polyméres de N-acétylglucosamine (chitine) ou
de glucose (béta-1,3 et béta-1,6 glucanes).

B. Structure de la paroi fongique

La paroi est une structure tridimensionnelle dynamique qui protége l'intégrité de la
cellule des divers stress extérieurs tels que la pression osmotique, la variation de pH, la
température ou les chocs mécaniques en agissant en tant que barriére, mais qui posséde
également un rb6le actif via la libération de molécules toxiques détruisant les différentes
substances de I'environnement immédiat pouvant étre néfastes pour le champignon. Elle
représente environ 25 % du poids sec total de la cellule [200]. Sa structure est unique et
différe significativement de la base cellulosique composant la paroi des cellules végétales.

Longtemps considérée comme un exosquelette inerte, il est maintenant établi qu’elle
est une structure dynamique en perpétuel changement, s’adaptant également a
'environnement extérieur. Elle est surtout constituée de polysaccharides (glucanes et
chitine) ainsi que de glycoprotéines dont les sucres, les mannanes pour le genre Candida et
les galactomannanes pour le genre Aspergillus, sont greffés par des liaisons O- et N-.

La nature exacte des différents composants ainsi que leur arrangement structural est

propre a chaque espéce.
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100 nm : : == Mannan == [(-1,6-glucan == Chitin
; == Proteins == [}-1,3-glucan

Figure 9 : Structure schématique de la paroi fongique de C. albicans [59]

1. Les glucanes

lls comptent pour plus de 50 % du poids sec de la paroi. Ce sont des polysaccharides
d'importance majeure dans la structure pariétale. lls sont constitués de multiméres de
glucose assemblés sous forme de longues chaines linéaires et ramifiées.

Selon le type de liaisons chimiques, on distingue les béta-(1,3)-glucanes, représentant
entre 65 et 90 % de I'ensemble des glucanes de la paroi, les 3-(1,6)-, le reste étant composé
de B-(1,4)-, a-(1,3)-, a-(1,4)-glucanes [201, 202]. C’est sur ces composants que se fixent par
liaison covalente les autres constituants de la paroi.

Leur synthése est assurée par un complexe protéigue membranaire, la glucane
synthase, de structure trés conservée, et qui utilise 'UDP-glucose intracellulaire pour le
transformer en chaines de B-(1,3)-glucanes linéaires [203]. Ces molécules nouvellement
synthétisées vont étre modifiées et associées aux autres composants de la paroi afin de
former une structure rigide [204].

Les B-(1,3)-D-glucanes sont ainsi branchés par des liaisons covalentes a la chitine, au

mannane ou au galactomannane.
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Figure 10 : Représentation schématique des polysaccharides de la paroi d’Aspergillus

fumigatus et de Saccharomyces cerevisiae [201].

En gris la structure de base commune a la majorité des espéces fongiques

La glucane synthase, qui comprend une fraction membranaire et une fraction soluble

GTP-liée, est composée de deux parties actives :

Une sous unité catalytique FKSp, codée par les géenes FKS. Elle est essentielle
pour la synthése de glucanes et a donc un role clé dans la synthese de la paroi
fongique. Les génes FKS 1 et 2, autrefois appelés GSC 1 et 2, sont trés
similaires. Les produits de leur synthése sont intégrés dans la membrane et
posseédent 16 domaines transmembranaires [205]. La délétion d’un seul géne
fragilise le micro-organisme tandis que la délétion des 2 lui est létale.

La protéine FKS 1 est concentrée au niveau des sites de croissance du
champignon.

Une sous unité régulatrice Rholp, activée par le GTP. La protéine Rhol maintient
lintégrité de la cellule et régule l'activité de la B-glucane synthase. Elle est
principalement localisée au niveau du péle de la cellule ou elle participe au
processus de bourgeonnement. Rholp est indispensable a la viabilité de la
cellule, a sa croissance et aurait un réle dans la colonisation et l'infection de
différents organes [206].

En cas de mutation du gene Rho1, l'activité des échinocandines est tres

diminuée.

59



(18TH)

Figure 11 : Représentation de la glucane synthase [202]

2. Lachitine

La chitine est un composant quantitativement mineur de la paroi fongique, représentant
1 a 2 % du poids sec total de la paroi chez Candida sp. contre 10 a 20 % chez
Aspergillus sp. C’est une molécule absente des cellules végétales et des animaux vertébrés.

Elle est formée par la chitine synthase, une enzyme intégrée dans la membrane qui
catalyse le transfert de N-acétylglucosamine provenant de l'uridine diphosphate (UDP)-N-
acetylglucosamine. Malgré sa plus faible représentation quantitative au niveau pariétal, c’est
un composé d’homopolyméres de molécules de N-acétylglucosamine reliés en -(1,4)-
cependant trés important pour maintenir la structure en forme et les échanges osmotiques
avec I'extérieur.

Selon les espéces, le nombre d’enzymes synthétisant la chitine varie.

Le modéele le plus étudié est celui de Saccharomyces cerevisiae qui possede 3 types
de chitine synthase : CHS 1 a 3 [207].

- CHS3 est responsable de la synthése de la majorité de la chitine de cette espéce.
Son activité est augmentée en cas de stress.

- CHS2 forme les septa.

- CHS1 agit en réparant les parois lors des séparations cellulaires.

Ce sont des protéines de 100 a 130 kDa, transportées dans la membrane plasmique
sous forme inactive [208].

Le nombre de génes de chitine synthase varie selon les espéces de 1 a plus de 20,
mais la quantité de chitine produite n’est pas proportionnelle a leur nombre [209].

Certains sont essentiels a la survie du micro-organisme, d’autres sont importants mais
leur inactivation n’est pas fatale pour le champignon.

En dépit des similitudes génétiques, les génes des différentes chitines synthases ont
donc des réles spécifiques et distincts au sein de chaque espéce.

La régulation de la chitine synthase semble complexe, faisant intervenir un contrble

passant par différents intermédiaires tels que PKC, HOG et la voie de la calcineurine [210].
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3. Autres composeés de la paroi

Il est a noter que d’autres composés sont aussi inclus dans la paroi, notamment des
protéines et des lipides.

La part des protéines dans la paroi d’'un champignon représente 30 a 50 % du poids
sec. Certaines ont un réle dans le maintien de la structure, d’autres ont un réle enzymatique.
Les plus fréquemment retrouvées sont des glycoprotéines sur lesquelles sont fixées des
chaines oligosaccharidiques, dont la nature est variable.

On trouve ainsi deux sortes de protéines liées par des liaisons covalentes au noyau de
base de la paroi :

- Les plus abondantes, les GPI protéines, liées aux B-1,6-glucanes via la GPI
(glycophosphatidylinositol). Il en existe 115 classes différentes [211].

- Les Pir protéines (Proteins with internal repeats), liées directement aux
glucanes [212]

Il existe également des protéines non liées par des liaisons covalentes, distribuées de
maniere hétérogéne a la surface de la cellule.

Parmi les différentes enzymes retrouvées dans la structure fongique, on peut citer des
glucanosyltransférases, des transglucosidases, des glucanases, des chitinases, des lipases,
des estérases, des phosphatases. Toutes ont un réle spécifique qui aide a 'homéostasie au

sein de la cellule.
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lll.Présentation de I’étude — Contribution personnelle

A. Contexte de I'étude

La détection des BDG s’est imposée comme une alternative intéressante pour le
diagnostic des MFI. Cependant certaines études récentes ont montré I'existence de faux
positifs chez le patient de réanimation avec en particulier I'impact de la colonisation et
l'existence d’interférences déja identifiées par le fabricant [213, 214]. Compte tenu de ces
données, nous avons voulu connaitre la proportion de faux positifs sur une collection de
sérums parvenus au laboratoire pour dosage de BDG. L’objectif du travail est de définir les

limites et les indications de ce test en pratique clinique.
B. Patients, matériel et méthodes

1. Type d’étude

Il s’agit d’'une étude rétrospective réalisée chez 95 patients d'octobre 2008 a
février 2010 pour lesquels une demande de BDG a été réalisée au sein du laboratoire de
Parasitologie-Mycologie du CHRU de Lille sur la base d’un avis d’un infectiologue.

2. Matériel et méthodes

a) Critéres de sélection

Les patients inclus correspondent a 'ensemble des sujets pour lesquels au moins un
résultat de BDG dans la période octobre 2008 - février 2010 est supérieur a 120 pg/mL. Le
seuil de 120 pg/mL a été préféré a celui de 80 pg/mL préconisé par le fabricant afin de
s’affranchir des valeurs borderline et de sélectionner une population ayant normalement une
élévation assez franche et significative de la glucanémie circulante. En effet, certaines
études montrent que des valeurs a la limite de la normale peuvent étre observées chez des
patients cancéreux ou en séjour en soins intensifs, du fait des infections intercurrentes et des
nombreux soins apportés [215, 216].

Notre étude a concerné 95 patients et 98 épisodes de glucanémie positive puisque
deux patients ont présenté distinctement une aspergillose et une candidose a quelques
semaines ou mois d’intervalle et un patient a développé simultanément les deux pathologies.

Parmi 'ensemble des sujets de I'étude, 85 étaient hospitalisés au CHRU de Lille alors
que 10 demandes émanaient de laboratoires extérieurs faisant partie d’hépitaux généraux ou
de CHU.

Les caractéristiques cliniques et démographiques de ces patients sont présentées

dans le tableau 3 :
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Tableau 3 : Caractéristiques des patients inclus dans I'étude

N° patient | Age Catégorie de service Pathologie sous jacente
7 51 Maladies du sang AREB greffée
9 72 Maladies du sang LAM
14 64 Maladies du sang LAM
16 35 Maladies du sang LAL Burkitt
19 52 Maladies du sang LAM greffée
27 53 Maladies du sang LAM
33 51 Maladies du sang Lymphome greffé
36 34 Maladies du sang LAM
41 20 Maladies du sang LAM
47 72 Maladies du sang Syndrome de Richter
48 25 Maladies du sang Aplasie médullaire réfractaire greffée
53 60 Maladies du sang LAM
56 67 Maladies du sang LAM
62 63 Maladies du sang LAM / cellulite du membre droit / APl 1 an avant
65 31 Maladies du sang LAM
67 34 Maladies du sang SMD greffé / GVH pulmonaire
80 52 Maladies du sang AREB1
81 57 Maladies du sang LAM
84 55 Maladies du sang Leucémie a cellules dendritiques greffée
85 62 Maladies du sang LA greffée
. LMC acutisée d'emblée en LALB
86 46 LIS CIEE I Appendicite, hernie étranglée et péritonite
88 67 Maladies du sang LAM greffée
90 50 Maladies du sang SMD greffé
94 46 Maladies du sang LAM
2 42 Maladies du sang / Réanimation LNH greffée
20 53 Maladies du sang / Réanimation Lymphome acutisé en LAM greffé
26 70 Maladies du sang / Réanimation LAM / Crohn
60 69 Maladies du sang / Infectiologie LLC acutisée en LAM
70 45 Maladies du sang / Réanimation Aplasie medullaire idiopathique greffée
89 81 Maladies du sang / Infectiologie Myélome
63 39 | Maladies du sang / Maladie de |'appareil digestif Maladie de Crohn
10 72 Infectiologie Poumon pathologique
21 41 Infectiologie Maladie de Wegener
31 72 Infectiologie Emphyséme / Abestose
32 63 Infectiologie PAR traitée par MTX
37 33 Infectiologie Toxicomanie / Ulcére chronique de jambe
49 70 Infectiologie LLC traitée
51 86 Infectiologie PTAI traité par Mabthera
71 72 Infectiologie LLC
77 41 Infectiologie Transplantation cardiaque
91 38 Infectiologie Toxicomanie
6 5 Réanimation Déficit immunitaire héréditaire
12 60 Réanimation méningiome
13 53 Réanimation PAR traitée par MTX
17 74 Réanimation Ischémie m.ésen'térique
IRC dialysée
23 62 Réanimation Carcinome du rein gauche
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N° patient | Age Catégorie de service Pathologie sous jacente
25 7 Réanimation Dysplasie artérielle / dogble pontage aorto-
coronarien
34 70 Réanimation Cardiopathie ischémique
Carcinome pulmonaire (post exposition a
40 71 Réanimation I'amiante)
Cirrhose du foie
50 51 Réanimation Tuberculose pulmonaire
55 72 Réanimation Cardiopathie ischémique
Intoxication sévere a la metformine
61 76 Réanimation Valvulopathie aortique prothésée
64 56 Réanimation Choc septique avec défaillance multi-viscérale
68 32 Réanimation Choc septique / splénectomie
74 64 Réanimation IRC dialysée
76 74 Réanimation Cancer du sein gauche / Cholécystite chronique
Immunodépression secondaire a une
83 77 Réanimation corticothérapie
prolongée sur méningiome frontal gauche
87 69 Réanimation Carcinome pulmona.ire (post exposition a
I'amiante)
92 74 Réanimation Corticothérapie au Iong cours
(dermatopolymyosite)
11 66 Cardiologie cardiomyopathie ischémique sévere post IDM
35 61 Cardiologie Mésothéliome m.al'in d‘e Ila pl.évre droite
(post exposition a I'amiante)
42 34 Cardiologie Transplantation cardiaque
58 87 Cardiologie Valve aortique
75 75 Cardiologie Cardiopathie ischémique sévere
79 33 Cardiologie résection de membrane sous-valvulaire aortique
44 44 | Cardiologie / Réanimation / Hopitaux extérieurs Greffe car.dlaq,ue.sur ca’rd‘lomyopathle
ischémique sévére
59 45 Cardiologie / Infectiologie Greffe cardiague fur'cardiomyopathie
ischémique
1 47 Maladie de I'appareil digestif Cirrhose terminale pré-greffe
85 Maladie de I'appareil digestif Cirrhose greffée
18 50 Maladie de I'appareil digestif Colite ischémique sévere
22 48 Maladie de I'appareil digestif Cirrhose du foie greffé
28 46 Maladie de I'appareil digestif AREB acutisée en LAM / Maladie de Crohn
29 61 Maladie de I'appareil digestif Cirrhose
30 57 Maladie de I'appareil digestif Cirrhose greffée / Hepatite C
38 24 Maladie de I'appareil digestif Maladie de Crohn perforante / lléostomie
39 56 Maladie de I'appareil digestif Anévrisme d.e I'artére mé.sentérique/
Sigmoidectomie
43 47 Maladie de I'appareil digestif Varices oesophagiennes / Cirrhose prégreffe
45 61 Maladie de I'appareil digestif Péritonite perforée opérée le 29/10/09
54 66 Maladie de I'appareil digestif Cirrhose greffée
66 59 Maladie de I'appareil digestif Cirrhose pré-greffe
Greffe de rein
69 59 Maladie de I'appareil digestif Rupture d'aneyrlsme ab.dlomlnal.
Coloproctectomie totale, iléostomie
Fistule grelocutanée
82 77 Maladie de I'appareil digestif Colectomie sur tumeur du colon

Perforation colique
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N° patient | Age Catégorie de service Pathologie sous jacente
95 53 Maladie de I'appareil digestif Cancer du rein et du foie
73 60 Chirurgie Abces hépatique greffé
24 41 Autre (Médecine interne) , Syr'1drome d'e Sjogren .
Scléromyosite avec fibrose pulmonaire
78 61 Autre (Endocrinologie)
3 44 Hopitaux extérieurs
5 Hopitaux extérieurs LAM
8 53 Hopitaux extérieurs LAL
15 4 Hopitaux extérieurs
46 43 Hopitaux extérieurs
52 65 Hopitaux extérieurs
57 58 Hopitaux extérieurs VIH
72 44 Hopitaux extérieurs VIH
93 51 Hopitaux extérieurs Lymphome

b) Méthodes de recueil

Une fois recueillis les identités des malades présentant une valeur de BDG supérieurs
a 120 pg/mL, leur age et le service dans lequel ils ont été hospitalisés, un tableau
récapitulatif a été créé dans le but de recueillir différentes informations utiles pour
documenter le niveau de certitude d’'une MFI.

Ces données ont été recherchées pour la partie biologique dans le systéme de gestion
informatique du laboratoire (Molis®), et pour la partie clinique incluant les comptes rendus
d’'imagerie au moyen des logiciels dédiés au sein du CHRU (Otalia® et Sillage®), en accord
avec les cliniciens.

Il a ainsi été extrait pour la biologie les dates et types de prélévements mycologiques et
bactériologiques effectués, des données concernant 'hémolyse / la lipémie / lictére du
prélevement ainsi que la valeur de CRP.

Les renseignements concernant les patients extérieurs au CHRU de Lille ont été
collectés par le bon de demande de I'analyse et par données téléphoniques ou par fax grace
a la mise en relation avec les biologistes demandeurs.

De plus les données relatives aux traitements antifongiques recus par les patients ont
été extraites du logiciel de la pharmacie grace a l'aide du Dr Angélique Leroy-Cotteau,
responsable de ce secteur.

Par ailleurs, afin d’évaluer la variation du taux de BDG dans le temps, différents
sérums ont été recueillis dans la limite du possible au sein de la sérothéque des laboratoires
de Virologie et de Parasitologie-Mycologie dans le but d’établir la cinétique de circulation
sérique de ce polysaccharide.

Au total, un ensemble de 389 dosages a ainsi pu étre analysé dans ce travail dont

40 cinétiques composées d’au moins 4 sérums par patient.
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c) Méthodes de classification

La classification des épisodes infectieux en candidémies ou en aspergilloses invasives
est basée notamment sur les définitions revues en 2008 de I'European Organization for
Research and Treatment of Cancer / Invasive Fungal Infections Cooperative Group et du
National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group
(EORTC/MSG) [217]. Le comité de révision de TEORTC révise les définitions dans le but de
standardiser les inclusions des patients inclus dans les études cliniques.

Selon leur niveau de probabilité, les MFI sont étiquetées en infections prouvées,
probables ou possibles. En régle générale, les infections sont dites prouvées lorsque la
culture d’'un site réputé stérile mettra en évidence un micromycéte et que la clinique et/ou
I'imagerie plaidera en faveur de ce diagnostic. La distinction entre les infections probables et
possibles se fera par 'absence de preuves mycologiques (culture d’un site ouvert, présence
d’anticorps et d’antigénes spécifiques) dans le cas des infections possibles. Un facteur de
susceptibilité de I'héte ainsi que des signes cliniques en faveur sont exigés pour ces deux
derniéres formes.

En pratique clinique, cette classification ne doit cependant pas étre utilisée comme une
regle absolue et stricte pour poser ou exclure un diagnostic de MFI. En effet, elle présente
certaines limites, comme notamment la non prise en compte des particularités liées a I'état

d'immunodépression ou des patients hospitalisés en soins intensifs [218].

En résumé,
- les aspergilloses invasives sont dites prouvées si :
o Al'examen direct d’'une aspiration bronchique ou d’une biopsie respiratoire
on observe des filaments ainsi que d’éventuels dommages tissulaires
o Et/ou que la culture d’'un prélévement provenant d'un site réputé stérile,
hors LBA, urine ou liquide cranien, aboultit a la pousse d’Aspergillus sp., et
que la clinique et/ou I'imagerie est en faveur de ce diagnostic
- les candidémies sont dites prouvées lorsqu’une hémoculture est positive a
Candida sp. et/ou des levures du genre Candida ont été mises en évidence a
'examen direct ou en culture a partir d’'un prélévement issu d’'un site normalement

stérile et que les signes cliniques ou radiologiques sont en faveur d’une infection.

Les MFI sont classées dans la catégorie probable sur la base d’au moins une

proposition vérifiée dans chacun des trois criteres mentionnés dans le tableau 4 :
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Facteurs liés a I'hdte

Facteurs cliniques

Facteurs mvcologiques

Neutropénie récente
(=500 PNN/mm3 durant plus de 10
jours)

Infection respiratoire basse avec
a I'imagerie soit une condensation,
soit un signe du croissant soit une
cavité pulmonaire

Diagnostic direct
(examen direct caractéristique,
cytologie, culture positive de sites
potentiellement colonisés)

Greffe de moelle osseuse ou
d'organe solide

Trachéobronchite

Traitement immunosuppresseul
i long terme
(elucocorticoides 4 haute dose
pendant plus de 3 semaines ou
traitement immunosuppresseur
autre dans les 3 mois)

Infection sinusale

Déficit immunitaire congénital
sévére

Candidose disséminée (présence
radiologique de multiples petits
abcés au niveau de la rate et/ou du
foie ou umages typiques d’infection
fongique lors de 'examen de la
rétine au fond d’ceil)

Diagnostic indirect
(galactomannanes, BDG)

Tableau 4 : Critéres de classification des épisodes infectieux selon 'TEORTC-MSG

La présence de facteur de susceptibilité et de critére clinigue ou radiologique sans

preuve mycologique fera classer l'infection dans la catégorie possible. Dans notre étude, le

critére de sélection des patients sur un test mycologique exclu la possibilité d’avoir des

patients avec une MFI catégorisée « possible ».

d) Logiciels informatiques utilisés

Dans le but de rassembler les données et de créer les graphiques les exploitant,

plusieurs outils informatiques sont été utilisés : les logiciels Word, Excel, Medcalc et

Sigmaplot.
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3. Le test Fungitell®

a) Principe
Le test Fungitell® contient un extrait de cellules de limule (lysat d’amosbocytes de

Limulus polyphemus) permettant le déroulement d’'une cascade de coagulation servant au

dosage quantitatif de BDG.

Endotoxine Inhibition du
(LPS) facteur C

p-1.3-D-glucanes

Substrat Chromophore
peptidique absorbant a
mcolore 405 nm

Figure 12 : Principe du test Fungitell®



Deux voies sont possibles pour activer 'enzyme de procoagulation, l'une par
intermédiaire du facteur G activé par les BDG, l'autre via le facteur C activé par le
lipopolysaccharide bactérien (LPS).

La voie dépendante du LPS est rendue inactive par l'inhibition du facteur C présent
dans le lysat fourni afin d’éviter les réactions faussement positives dues a la présence de
bactéries & gram négatif.

L’enzyme de coagulation activée peut alors agir sur un substrat chromogénique qui
induit la libération de para-nitroaniline dont la concentration est mesurée par colorimétrie a la
longueur d’'onde de 405 nm.

Le taux de BDG n’augmente pas ou peu lors d’infections invasives a zygomycétes ou a
cryptocoque [95, 219]

Fungitell® est commercialisé par CapeCod aux Etats-Unis depuis 2004.

Cependant d’autres kits sont disponibles et utilisés dans certains pays, notamment au
Japon : le test Wako®, le Fungitec G test MK® et le test Muraka®. Les résultats obtenus sont
différents, possiblement du fait de [I'utilisation de divers standards, des méthodes de
traitement de I'échantillon qui varient ainsi que I'extrait de cellules activant la cascade de
coagulation de natures différentes. D’aprés une étude japonaise, la meilleure sensibilité est
obtenue avec le Fungitell®. Cependant une meilleure spécificité a été observée pour les tests
Wako® et Maruka® [220].

b) Mode opératoire

Le test a éteé réalisé conformément aux recommandations du fabricant.

Tous les échantillons ont été analysés en duplicate, et chaque test nécessite 5 uL de
sérum.

Pour chaque série, une gamme étalon variant de 6,25 a 100 pg/mL est réalisée, ce qui
permet d’obtenir des valeurs standards de 31 a 500 pg/mL. En effet, les échantillons,
contrairement aux standards de la gamme étalon, sont dilués au 1/5° dans une solution de
potasse (KOH + NacCl).

Une incubation de 10 minutes a 37°C est alors nécessaire, a la fin de laquelle 100 pL
de lysat de limule est ajouté dans chaque puits pour permettre la réaction.

Une lecture de la densité optique a 405 nm est réalisée de maniére cinétique pendant
40 minutes.

Chaque série comporte un témoin négatif.
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c) Modalités d’interprétation préconisées par le fabricant

(1) Faux positifs

Le fabricant mentionne, dans son mode opératoire, différentes causes possibles de
réactions faussement positives. Certaines de ces interférences (hémolyse, lipémie,
bilirubine) ont été confirmées par des observations en laboratoire et étayées par le dossier
clinique des patients.

Tout d’abord, les BDG étant ubiquitaires, il ne faut pas négliger la contamination
possible de I'environnement, notamment lors de la réalisation de I'examen, de la décantation
et l'aliquotage des tubes primaires, mais aussi la qualité des consommables utilisés. Ces
derniers doivent étre certifies dépourvus de glucanes (« glucan free ») [221].

De méme, les patients qui ont régulierement une hémodialyse sur membrane de
cellulose présentent un taux non négligeable de BDG sans rapport avec une infection
fongique invasive concomitante [222]. Ces réactions croisées peuvent étre liées a la
présence de nombreux résidus glucose (liés en B-1,4) qui constituent ces membranes.

On note une autre source d’interférence potentielle durant les 3 jours qui suivent une
chirurgie, puisque les gazes utilisées contiennent une quantité importante de BDG dans leur
composition et peuvent donc étre relargués dans le sang lors du geste opératoire.

I en est de méme pour le lentinane et le schizophyllane, deux traitements
immunomodulateurs, qui ont été rapportés comme source de faux positif [223, 224].

Les immunoglobulines intraveineuses ou encore I'albumine peuvent étre obtenues par
filtration et linterférence peut en partie s’expliquer en supposant qu'une partie des BDG
présents dans les filtres utilisés passent dans le filtrat médicamenteux.

La part des infections bactériennes dans la proportion des faux positifs reste
controversée. Certains auteurs ont montré que la voie du lipopolysaccharide bactérien était
bien inhibée, alors que d’autres travaux mettent en avant une interférence possible par

activation résiduelle du facteur C [225].

(2) Limites du test

Les zygomyceétes (Absidia spp., Mucor spp., Rhizopus spp.) ainsi que les champignons
du genre Cryptococcus n’entrainent pas ou peu d’augmentation des BDG circulants [219,
222]. L’hypothése la plus probable est que la paroi de ces champignons soit pauvre en BDG.
Il apparait donc nécessaire de faire appel a d’autres stratégies diagnostiques (culture,

biologie moléculaire, histologie) pour documenter ce type d’infection.
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C. Résultats

1. Caractéristiques de la population étudiée

Durant la période octobre 2008 — février 2010, 95 patients ont été sélectionnés sur la
base de résultats positifs de BDG, avec une étendue d’age de 4 a 87 ans (moyenne :
55 ans); 36 % de femmes et 64 % d’hommes (soit un sex-ratio de 1,8).

Pour ces patients, un certain nombre de prélévements sériques ont été collectés en
supplément des demandes émanant des services, a la fois dans la sérothéque de

Parasitologie-Mycologie et de Virologie, soit un total de 389 sérums.

Le tableau en annexe 3 regroupe I'ensemble des dosages effectués pour chacun des
patients inclus dans I'étude ainsi que la nature et le niveau de preuve de l'infection, ces

derniéres informations étant rassemblées et étudiées dans les paragraphes ci-apres.

25 A

20 -

15 -
10 +
5_

0 T
0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 5160 61-70 71-80 81-90

Age

Effectif

Figure 13 : Répartition des patients par tranches d’age

Des personnes de tout age sont susceptibles d’étre touchées par une MFI. Cependant
notre population comporte essentiellement des personnes d’dge adulte (figure 13). Les
patients présentent les facteurs de risque décrits dans la littérature : neutropénie, greffe,

antibiothérapie a large spectre, chirurgie.
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Figure 14 : Répartition des services prescripteurs

Les services d'onco-hématologie et de réanimation représentent environ 50 % des
prescriptions (figure 14). Les unités d’ou est issue I'autre moitié des demandes émanent

majoritairement des services de gastro-entérologie et des maladies infectieuses.
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Effectif
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Figure 15 : Répartition des patients selon le nombre de sérums disponibles
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La figure 15 représente la répartition des patients de I'étude en fonction du nombre
total de sérums ayant pu étre récolté soit par demande directe du service soit dans les
différentes sérotheques du laboratoire.

Ce nombre varie en général de un seul sérum (dans plus de 20 % des cas) a 5 sérums
dosés (81 % des patients pour lesquels nous disposons de 1 a 5 valeurs de BDG), mais pour
certains sujets I'étude cinétique a pu étre menée a long terme puisque 'on a récolté jusqu’a

19 valeurs de suivi du parameétre.

2. Place des valeurs positives parmi [I’ensemble des

demandes de dosage de BDG

Faux
Faux positifs : Faux
Nombre | Nombre de positifs
Positivité | glucanémie isolée | positifs /
total de | glucanémies /
(%) et aucune preuve | nombre
demandes | positives positifs
mycologique total (%)
(%)
Tous services
912 131 14,4 13 1,4 9,9
confondus
Maladies du
509 40 7,9 6 1,2 15,0
sang
Réanimation 68 28 41,2 1 1,5 3,6
Maladies
93 19 20,4 2 2,2 10,5
infectieuses
Hapitaux
87 11 12,6 ND ND ND
extérieurs

Tableau 5 : Statistiques générales concernant le nombre de demandes totales et les

glucanémies positives pour les principaux services demandeurs
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Figure 16 : Graphique A: Nombre de demandes totales et positives demandées par
service durant la période d’étude
Graphique B : Proportion de tests BDG positifs par rapport au nombre total

de prescriptions par service durant la période d’étude.
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Le test étant nouvellement mis en place lors de notre période d’étude, ces statistiques
concernant le pourcentage de positivité sont biaisées par le fait que les demandes ne sont
pas systématiques de la part des services mais reposent d’emblée sur un faisceau
d’arguments cliniques et radiologiques ainsi que sur I'avis d’un infectiologue. Ceci explique la
forte proportion de sérums retrouvés présentant un seuil supérieur & 120 pg/mL.

De plus, pour élaborer les graphiques A et B, nous nous sommes basés uniquement
sur les valeurs obtenues suite a une demande explicite de dosage du service (les valeurs
complémentaires obtenues a partir des sérothéques n’ont pas été inclues) et avec le seuil
défini initialement comme critére d’inclusion de patients, c’est-a-dire 120 pg/mL au lieu de 80
pg/mL préconisé par le fabricant.

Ces graphigues refletent le nombre important de demandes provenant du service
d’hématologie clinique (plus de 500 demandes sur les 17 mois de recueil), chacun des 3
autres groupes prescripteurs majeurs, représentés par les maladies infectieuses, la
réanimation et les hdpitaux extérieurs, ayant demandé durant cette méme période moins
d’'une centaine de dosages (tableau 5).

On peut également noter I'importante proportion de sérums issus des services de
réanimation présentant un dosage de BDG supérieur au seuil (41,2 %), la moyenne pour
'ensemble des demandes étant de 14,4 % (figure 16).

Il est a remarquer que le pourcentage de faux positifs, assez faible, avec en moyenne
1,4 % de I'ensemble des demandes et prés de 10 % des résultats positifs, est la encore
variable selon les services. Il fluctue de 3,6 % pour la réanimation a 15 % pour les demandes
d’hématologie clinique (figure 16).

Pour les hopitaux extérieurs, I'investigation n’a pas permis de documenter le niveau de
certitude des MFI pour I'ensemble des épisodes et les calculs concernant la proportion de

sérums faussement positifs n‘'ont donc pas été effectués.

3. Classification des MFI

La classification des épisodes infectieux en catégorie prouvée ou probable s’est faite
selon les critéres décrits dans la section Matériel et Méthodes (classification de 'lEORTC
2008).

En plus des candidoses, aspergilloses et pneumocystoses prouvées et probables,
nous avons identifié deux formes particulieres de candidoses : la candidose localisée
(candidose muqueuse superficielle) et la colonisation a levures lorsque nous n’avions pas
suffisamment d’arguments pour I'étiqueter en candidose probable.

Quatre catégories cliniques ou biologiques ont été également identifiées : glucanémie

isolée (cinétigue montrant un BDG positif de maniere isolée), interférence (source de
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réactions faussement positives mentionnées dans la notice du fabricant), patient ayant
bénéficié d’'une chirurgie digestive récente sans preuve de MFI, ainsi que les épisodes

fébriles sans étiologie infectieuse documentée.

Effectif de patient par catégorie
Candidose invasive prouvée 20
Candidose invasive probable 11
Colonisation a levures 16
Candidose localisée 1
12
8
4
Pneumocystose 5
Glucanémie isolée 5
5
Chirurgie digestive récente 3
Aucune preuve 8

Tableau 6 : Répartition du nombre de patients selon la nature de l'infection et le niveau de

preuve
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Figure 17 : Répartition des patients selon la nature de l'infection et le niveau de preuve de
MFI

Les patients classés dans une des trois catégories principales de maladies dues a un
champignon représentent prés de 80 % de I'ensemble des patients.

La candidose reste la pathologie la plus fréquente avec un épisode retrouvé chez pres
de 50 % des sujets de I'étude (48 sur 98). L’aspergillose se situe en deuxiéme position avec
une proportion de 25 % de I'ensemble des pathologies (24 sur 98). La pneumocystose,
d’incidence beaucoup plus rare, a été diagnostiquée chez 5 patients dans notre cohorte.

Un peu plus de 21 % (21 épisodes sur 98) ne sont pas attribuables a une pathologie
fongique.

Parmi ces 21 cas, on en trouve 5 pour lesquels une interférence connue a été
retrouvée, 3 ayant eu une intervention chirurgicale impliquant le tube digestif dans les heures
précédant le dosage et chez qui un relargage ou une translocation des levures de la lumiéere

intestinale vers le sang périphérique est possible, 5 cas particuliers pour lesquels une
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glucanémie positive a été retrouvée de maniére isolée pendant toute la durée du suivi, ainsi
qu’un patient qui a présenté une pneumocystose prouvée 18 mois avant le dosage.

Les dossiers médicaux des patients pour lesquels aucune donnée mycologique ou
interférence connue n’avait été initialement retrouvée ont été plus particulierement
investigués, notamment via la consultation du dossier papier, afin de recueillir des
informations qui ne seraient pas disponibles sur les serveurs informatiques. Cette action a
permis de trouver des informations importantes pour certains patients mais 8 épisodes de
glucanémies restent inexpliqués, tant au niveau mycologique que bactériologique ainsi que

vis-a-vis des interférences connues.

Un total de 13 épisodes sur 98, parmi lesquels 5 ont une valeur de glucanémie positive
isolée et 8 ne présentent aucun des facteurs reconnus comme faisant potentiellement élever
la glucanémie (dont 1 ayant développé une pneumocystose 18 mois auparavant), est donc

étiqueté comme « faux positifs ».
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Figure 18 : Pathologies par service

Selon les services cliniques, les pathologies n’ont pas la méme répartition.

Ainsi, en réanimation, les 2 MFI principalement retrouvées sont les candidémies et les
pneumocystoses alors qu’au niveau des services d’onco-hématologie on observe une
grande proportion d’aspergilloses invasives.

On note I'absence de cas de pneumocystoses au sein de notre cohorte dans les
services d’hématologie clinique.

On peut également remarquer l'importance du nombre de patients présentant une
colonisation & Candida sp. au niveau du département de réanimation alors qu’ils sont
inexistants dans I'effectif d’hématologie clinique.

Candidoses et aspergilloses se retrouvent en proportions équivalentes au sein des

services de Maladies Infectieuses ou des demandes externes au CHRU.
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Figure 19 : Glucanémies selon I'espéce de levure responsable de la candidémie

Nous avons voulu étudier 'impact éventuel de I'espéce en cause lors de candidémie
sur la valeur de BDG. Les moyennes de I'ensemble des glucanémies mesurées ainsi que la
moyenne de la premiére valeur supérieure au seuil défini (ce qui permet de s’affranchir de
l'influence d’'un traitement antifongique mis en place) pour chaque espéce responsable sont
indiquées sur la figure 19.

Les effectifs sont trop peu nombreux pour effectuer des statistiques significatives. On
remarque cependant que les valeurs obtenues ne différent que peu d’'une espéce a l'autre et
gque C. albicans reste I'espéce majoritairement responsable des candidémies (9 patients sur

les 15 pour lesquels I'espéce a été identifiée).

4. Diagrammes de Tukey

Les trois graphiques présentés sur la figure 20 représentent différentes données
statistiques calculées pour les 12 catégories définies précédemment.

lls ont été symbolisés sous forme de « diagramme en boite » ou diagramme de Tukey
ou encore plus familierement dénommé « boite a moustaches ».

Les valeurs représentées sont, du bas vers le haut, la valeur minimale, le 1*" décile, le
1°" quartile, la médiane et la moyenne, le 3° quartile, le 9° décile et la valeur maximale. Les

valeurs non comprises entre les 1° et 9° décile sont souvent qualifiées d’aberrantes.
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Figure 20 : Diagrammes de Tukey pour 'ensemble des catégories définies dans I'étude

D’aprés I'étude des graphiques réalisés a partir des données statistiques (moyenne,
médiane, écart-type, étendue), on observe que les valeurs de BDG mesurées lors
d’infections fongiques prouvées sont croissantes entre les candidémies, aspergilloses et
pneumocystoses.

De plus, de par I'étude des patients présentant une aspergillose, on remarque que plus
I'infection a un niveau de certitude élevé, plus le taux moyen du paramétre étudié est
important.

Cette constatation est également mise en évidence pour les infections a Candida spp.,
mis a part des patients présentant une colonisation & Candida sp. pour lesquels les résultats
sont en faveur d’'une valeur élevée de BDG circulants. En cas de colonisation importante,
une possible candidose doit étre envisagée et ne peut pas étre totalement exclue.

Il est a noter que les patients de cette étude ayant développé une pneumocystose
pulmonaire ont des taux de BDG circulants trés élevés, toujours supérieurs a 500 pg/mL, et

la plupart du temps supérieurs a 1000 pg/mL.
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Les patients chez lesquels une interférence connue a été retrouvée ou chez qui une
intervention récente impliquant le tube digestif a été réalisée présentent des taux
significativement plus élevés que les sujets ayant présenté une glucanémie positive
isolément.

Globalement, dans les catégories interférence, glucanémie isolée ou chirurgie

digestive récente, le taux moyen de BDG est inférieur a 500 pg/mL.

5. Influence du traitement antifongique sur la cinétique de

circulation des BDG

Le suivi de la glucanémie chez des patients ayant bénéficié de plusieurs sérums et qui
ont regu des traitements antifongiques a été étudié.

A titre d’exemple, les patients 18 et 48, atteints de candidose prouvée cliniguement et
mycologiquement (isolement d’espéce Candida d’'une hémoculture), voient leur glucanémie
chuter rapidement suite a rlinitiation du traitement mais ce taux réaugmente quelques
semaines apres son arrét.

Il en est de méme avec les patients 44 et 88, touchés par une API. Cette observation
est notamment marquée chez le patient 44 pour lequel 2 cures de traitement distinctes dans

le temps ont été initiées.

Malgré la mise en place d’un traitement efficace qui fait initialement chuter le taux de
BDG sérique durant 30 a 100 jours, les composants de la paroi persistent donc
régulierement plusieurs mois dans le compartiment sanguin.

Malheureusement le nombre de valeurs de glucanémies est insuffisant chez les
patients ayant présenté une pneumocystose pour établir des cinétiques significatives

d’évolution du marqueur en fonction du traitement regu.
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Figure 21 : Cinétique de circulation des BDG chez 4 patients atteints de maladie fongique
prouvée et traités par antifongique
JO correspond a la premiéere glucanémie positive.
La ligne horizontale hachurée indique le seuil significatif de la méthode.

L’histogramme indique la durée du traitement antifongique.
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6. Cing cinétiques de glucanémies isolées

Evolution du taux de béta-glucanes en fonction du temps
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Figure 22 : Représentation graphique de I'évolution des cinétiques comportant une valeur

positive isolée de BDG sans preuve de MFI

JO correspond a la premiere glucanémie positive.

La ligne horizontale hachurée indiq

ue le seuil significatif de la méthode.
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Sont représentés au niveau de la figure 22 les graphiques des 5 patients pour lesquels
au moins 4 sérums rapprochés dans le temps ont pu étre obtenus, un seul présentant une
valeur de BDG supérieure au seuil de positivité, et pour lesquels aucune preuve d’infection
fongique invasive, qu’elle soit d’ordre biologique, clinique ou radiologique, n'a pu étre
obtenue. Ces patients ont donc une valeur de BDG positive isolée, probablement des
faux positifs, encadrée par plusieurs valeurs rapprochées inférieures au seuil du fabricant.
De plus, via 'examen du dossier meédical, nous n’avons trouvé aucune preuve écrite d’'une
quelconque infection mycologique.

Ces études cinétiques ont pu étre menées durant une période de temps importante
allant de 40 jours a prés d’'un an. En effet, 'origine de ces patients est surtout représentée
par les services de réanimation, ou les durées de séjour sont généralement longues, et
d’'onco-hématologie, ol les patients reviennent la plupart du temps régulierement durant
plusieurs mois. Les sérums obtenus sont donc nombreux et I'évolution du marqueur dans le

temps plus facile a suivre.

7. Syntheése des résultats obtenus

Les BDG peuvent étre des marqueurs diagnostiques pour les candidoses,
aspergilloses et pneumocystoses. Ce marqueur a été dailleurs inclus comme critére
mycologique dans la classification des MFI.

Nous avons identifié, en plus des interférences mentionnées par le fabricant, une
source majeure de réaction faussement positive chez les patients de réanimation présentant
une forte colonisation muqueuse par des levures avec toutefois des taux supérieurs a ceux
observés chez le patient ayant une candidose invasive cliniquement et mycologiquement
confirmée.

Un point a souligner de cette étude est le fait que le taux de BDG peut étre corrélé au
niveau de certitude d’'une MFI, en particulier pour les aspergilloses et les candidoses.

Une autre observation est que le taux de BDG varie de maniére importante durant le
suivi thérapeutique des MFI (candidoses et aspergilloses) avec une baisse dans les jours qui
suivent la mise en route d’un traitement par caspofongine. Cependant ces taux persistent a
des valeurs nettement supérieures au seuil significatif et pendant plusieurs semaines, ce qui
limite l'intérét de ce marqueur pour vérifier I'efficacité thérapeutique.

Enfin nous avons montré qu’'un taux de BDG positif de maniéere isolée n'a aucune

valeur diagnostique.

87



98 épisodes glucanémiques

79 % de MFI ou de 5 % d’interférences

[V} - Gfife
colonisation a Candida 8 % de faux positifs

5 % de
glucanémies isolées 3 % de chirurgie
digestive récente

Figure 23 : Synthése des causes de glucanémie positive dans notre étude
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- hémolyse négligeable*®
- lipémie
- bilirubine
Eliminer les - hémodialyse

- chirurgie < 3 jours
- immunoglobuline ou

albumine IV
l - lentinane

- schizophyllane

interférences possibles

éme - . .
2 determination

S

- +
Risque de MFI
négligeable* Mannane + : risque de candidose invasive

Galactomannane + : risque d*API
LBA et PCR P. jirovecii + : pneumocystose

Si les 3 tests sont négatifs : nécessité de documenter
d’autres types d’infections (Scedoporium, Fusarium...)

*Nécessité d’exclure une infection a zvgomycétes ou i cryptocoque si la clinique est en faveur.

Figure 24 : Arbre décisionnel d’interprétation du dosage des BDG
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D. Discussion

Les MFI sont des infections fréquentes et difficiles a diagnostiquer avec les méthodes
actuelles. Les méthodes basées sur la culture sont peu sensibles, en particulier si le patient
a bénéficié d'un traitement empirique préalable. Cependant leur réalisation demeure
indispensable pour isoler/identifier 'agent pathogéne et déterminer sa sensibilité aux
antifongiques. L’hémoculture est inutile en cas d’API et ne se positive que dans 50 % des
candidémies. L’histologie représente un diagnostic de certitude mais est rarement réalisée
en raison de son caractére invasif. La disponibilité des techniques de tomodensitométrie et
d’'imagerie par résonance magnétique constitue un progrés décisif dans le diagnostic des
mycoses invasives, cependant leur contribution est souvent tardive.

Dans ce contexte, des technigues alternatives a la culture ont été développées. Elles
sont basées sur deux grands principes: le dosage de molécules circulantes (les
polysaccharides et I'ADN), couplé ou non a la détection d’anticorps dirigés contre des
composants fongiques spécifiques.

La détection d’ADN fongique par PCR a fait I'objet d'une littérature abondante,
cependant son manque de standardisation a freiné considérablement sa généralisation. En
dépit des progrés récents [226, 227], aucun consensus n’a pu étre obtenu quant aux
indications précises de cette méthode pour le diagnostic biologique des MFI. Pour
'aspergillose spécifiquement, deux kits de dosage sont principalement utilisés : MycAssay
Aspergillus PCR®, commercialisé par la société Myconostica, et les kits « maison » mis en
place par les laboratoires. LEAPCRI (European Aspergillus PCR initiative) a été créée pour
tenter d’'uniformiser les pratiques. Elle a coordonné une méta-analyse ou des performances
comparables ont été retrouvées entre les deux méthodes [228].

Pour la candidémie, une méta-analyse dirigée par T. Avni, rassemblant les données de
54 études avec un total de 4694 patients, a révélé que la PCR avait des performances
élevées dans la détection de Candida sp. au niveau sanguin avec une sensibilité de 85 %
contre 38 % seulement pour les hémocultures [102]. Le rapport colt-bénéfice doit étre
évalué pour trouver la place de ce marqueur dans le diagnostic de candidémie.

Pour la pneumocystose, plusieurs protocoles ont été publiés avec des performances
variables mais demeurent réservés aux laboratoires spécialisés.

La tendance actuelle est de développer des systemes de détection multiplexes pour
réduire les codts. Par exemple le kit Septifast® (Laboratoire Roche) utilise une PCR multiplex
en temps réel, impliquant plusieurs paires d’amorces, visant la détection de 25
microorganismes responsables de septicémies, dont 5 especes de levures et Aspergillus
fumigatus. Sa réalisation exige moins de 6 heures avec cependant un codt excessif qui rend

difficile son utilisation en premiére ligne [137, 229].

89



Outre I'ADN, les molécules dérivant du métabolisme ou du catabolisme des
champignons constituent une cible de choix pour le développement de nouveaux outils
diagnostiques. La détection sérigue des polysaccharides pariétaux tels que le
galactomannane, le mannane et les BDG constitue une alternative fiable pour le diagnostic
indirect des MFI.

En ce qui concerne la détection des BDG, plusieurs kits ont été commercialisés
initialement par des firmes japonaises avec des seuils de significativité variables rendant
difficile la comparaison de leurs performances diagnostiques notamment en terme de
spécificité [220]. Par conséquent, le suivi des patients doit étre réalisé de préférence avec le
méme kit et avec le méme protocole d’extraction. Les seuls kits qui ont fait I'objet
d’évaluations cliniques larges et rigoureuses sont le test Fungitell® (Laboratoires Cape-Code
Associates, USA) et le Béta-Glucan Wako Test® (Wako, Japan) [222, 230].

Ces études ont permis également de montrer que l'apport de ce biomarqueur était
variable selon les populations a risque de MFI.

En onco-hématologie, les MFI, et plus particulierement les API, sont des complications
fréguentes et graves souvent en rapport avec la durée et la profondeur de la neutropénie. Le
pronostic de ces infections est souvent conditionné par la précocité du diagnostic clinique et
biologique. L’issue est d’autant plus favorable que le traitement antifongique est institué de
maniére précoce [110]. Une méta-analyse coordonnée par F. Lamoth en 2012 dans le cadre
de la 3° Conférence de 'European Conference on Infections in Leukemia (ECIL-3), évalue
plus particulierement les performances des BDG dans le diagnostic de MFI, a partir de 6
études majeures (1771 patients comprenant 414 MFI dont 215 prouvées ou probables). La
spécificité globale du test pour deux valeurs consécutives supérieures a 80 pg/mL est
estimée a 98,9 %. En revanche, la sensibilité du test dans ces conditions est nettement
inférieure a celle rapportée dans I'étude princeps [222]. Cette conférence recommande par
ailleurs l'utilisation de plusieurs marqueurs sérologiques (mannane, galactomannane...) pour
augmenter la sensibilité du diagnostic [231, 232].

En réanimation, 5 a 10 patients sur 1000 admissions sont atteints de candidémies,
avec une mortalité comparable a celle d'un sepsis sévére ou d’'un choc septique [233]. La
gravité de ces infections justifie la mise en place de stratégies diagnostiques fiables en vue
d’identifier les patients justifiant d’'un traitement antifongique approprié et précoce. Compte
tenu de sa valeur prédictive négative élevée, le Fungitell® a été rapidement intégré dans le
suivi des patients de réanimation. Une étude menée par le réseau suisse des candidémies
(Funginos) a permis de montrer que le taux de BDG permet de différencier les candidoses
abdominales de la simple colonisation chez le sujet de réanimation chirurgicale avec des

perforations/anastomoses gastro-intestinales récurrentes [234], cette entité clinique
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demeurant par ailleurs difficile a diagnostiquer. Cependant, plusieurs études récentes
montrent I'existence d’un pourcentage non-négligeable de faux positifs en unité de soins
intensifs [235, 236]. On peut donc supposer que les soins divers et répétés dont bénéficient
les patients de réanimation médicale constituent une source d’interférence pour le dosage
des BDG.

Dans les services de néonatalogie, les enfants ayant un poids de naissance inférieur a
1500 grammes présentent une incidence de MFI significativement plus élevée que ceux
pesant plus de 2500 grammes. En raison de 'immaturité de leur systéme immunitaire, ces
patients présentent un risque élevé de candidose systémique [237]. La disponibilité d’'un test
non invasif, panfongique et nécessitant moins de 20 microlitres de sérum constitue un
progrés non négligeable pour la documentation des épisodes fébriles chez ces patients. Ceci
est d’autant plus appréciable que le rendement des hémocultures est souvent faible faute de
volume sanguin suffisant. De plus, les données publiées par Montagna et al. permettent de
montrer que le seuil significatif de 80 pg/mL était également utilisable pour les prématurés
[238].

En transplantation d’organes, I'étude de N. Akamatsu et al. portant sur une cohorte de
24 patients ayant bénéficié d’'une transplantation hépatique et atteints d’'une MFI prouvée, a
montré que les performances diagnostiques du BDG étaient comparables a celles du patient
neutropénique d’onco-hématologie [239]. Bien que la sensibilité du BDG dans cette
population soit controversée [240], il est largement reconnu que lidentification précoce des

patients ayant une MFI permet de réduire de maniére notable la mortalité post-greffe.

Notre étude a consisté notamment & évaluer la contribution des BDG au diagnostic des
MFI et de fournir aux cliniciens les informations pertinentes pour la prescription et
l'interprétation de cet examen. Notre travail a concerné I'analyse des prescriptions effectuées
au cours de la période 2008 - 2010. Cette prescription a été effectuée par un infectiologue
chargé d’évaluer la pertinence des traitements anti-infectieux dans les différents services de

soins. Elle est souvent motivée par la persistance d’un syndrome fébrile d’origine inconnue.

Sur 912 analyses, 131 (14,4 %), réparties sur 95 patients, avaient un taux de BDG
supérieur a 120 pg/mL. La documentation mycologique des épisodes infectieux selon les
recommandations de 'EORTC [217] a permis de retrouver 31 candidoses prouvées ou
probables (dont 9 en hématologie clinique, 7 en réanimation, 7 dans le service de maladies
de l'appareil digestif), 21 aspergilloses prouvées ou probables (dont 13 en hématologie
cliniqgue, aucune en réanimation) et 5 pneumocystoses prouvées par la mise en évidence de
kystes dans le LBA et par la détection d’ADN par PCR (2 en réanimation, 1 en hématologie

clinique, 1 greffé cardiaque et 1 en maladies de I'appareil digestif).
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Au total, 79 % des patients ayant présenté une glucanémie positive étaient porteurs
d’'une candidose, d’une aspergillose ou d’'une pneumocystose. Ces résultats sont conformes
a ceux déja publiés dans la méta-analyse de Lamoth et al. qui rapportent une spécificité de
98,9 % pour 2 valeurs positives consécutives [231] contre une spécificité de 85 a 95 % pour
une valeur isolée de glucanémie [171, 220]. Ces données confirment la spécificité élevée de
cet examen. Par ailleurs, I'expérience acquise au laboratoire concernant la reprise des
sérums de patients atteints de MFI n’a, a ce jour, pas permis d’identifier de faux négatifs,
confirmant I'excellente valeur prédictive négative de ce marqueur [173, 241].

D’autre part, les courbes ROC rapportées dans I'étude de Yoshida et al. ont montré
une AUC (aire sous la courbe) supérieure a 0,9 reflétant ainsi les performances analytiques
de ce test [220]. Cet examen est donc tres informatif devant une suspicion de MFI. Le mode
d’inclusion des patients dans notre étude ne permet pas d’évaluer la sensibilité et les valeurs

prédictives positive et négative.

Dans le cas de la pneumocystose, il a été démontré qu'un seuil de glucanémie de
500 pg/mL était susceptible de différencier une colonisation d’'une atteinte pulmonaire a
P. jirovecii [170, 242]. Cette observation a été confirmée dans notre série puisque le taux
moyen de BDG pour les 5 cas de pneumocystose était de 1510 pg/mL.

En ce qui concerne les autres MFI, le taux de glucanémie était corrélé au niveau de
certitude de linfection ; ainsi les taux moyens de glucanémie chez les patients atteints
d’aspergillose invasive prouvée ou d’aspergillose probable étaient respectivement de 830 et
293 pg/mL. Les taux sont comparables chez les patients atteints de candidémie/candidose
invasive (366 pg/mL) versus candidose probable (383 pg/mL), avec cependant une
augmentation significative des taux moyens de BDG chez les sujets ayant une colonisation
fongique a levures mais sans preuve formelle d’infection (582 pg/mL). Cette observation
pose une réelle difficulté en pratique clinique, notamment dans les services de réanimation,
suggérant une combinaison BDG - mannane pour augmenter la spécificité du diagnostic

biologique (aucun patient colonisé n’a de mannanémie positive).

L’objectif principal de notre étude était d’évaluer la proportion de faux positifs pour le
dosage de BDG et de tenter d’identifier les sources possibles d’interférences (voir schéma
de synthése, figure 23). Ce probleme de faux positifs a été soulevé trés rapidement par les
auteurs en raison de la forte sensibilité analytique du test (détection de l'ordre du
picogramme/mL) et de I'impact financier engendré par un traitement antifongique prescrit par
exces [171, 172].

Sur les 21 % de patients ayant présenté une glucanémie positive sans rapport avec
une MFI documentée ou une forte colonisation digestive a levures, 5 % avaient une source

d’interférence déja recensée par le fabricant de Fungitell® (bilirubine, hémolyse) [225] ou liée
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au patient (hémodialyse, injection d’albumine ou d’immunoglobulines, exposition récente a
certaines gazes chirurgicales) [243-245] ; 3 % avaient un antécédent récent de chirurgie
digestive pouvant étre a I'origine d’une translocation transitoire de levures dans la circulation
sanguine ; 5 % de patients ont bénéficié d’'un dosage itératif et réegulier de BDG et pour
lesquels une seule glucanémie positive a été retrouvée mais considérée sans valeur
diagnostique par la majorité des auteurs [246-248]. Cette procédure s’est révélée
particulierement nécessaire pour éliminer également les réactions faussement positives liées
a des contaminations ponctuelles par des moisissures de I'environnement au moment de la
réalisation du test. Le suivi régulier du sujet glucanémique est donc indispensable.

Au total, la proportion réelle de faux positifs identifiée dans cette étude est de 8 %,
résultat comparable a celui de Pazos et al. [248]. Pour une partie de ces patients, séjournant
en dehors du CHRU de Lille, il n’a pas été possible d’obtenir les renseignements cliniques
(existence de traitements empiriqgues ou prophylactiques) et radiologiques nécessaires a la

documentation de I'épisode infectieux pour pouvoir documenter le diagnostic de MFI.

La répartition de ces faux positifs était hétérogéne entre les différents services a risque
de MFI. D’une maniére générale, la proportion la plus élevée de faux positifs par rapport a
'ensemble des positifs a été retrouvée en onco-hématologie (15 %), contre 3,6 % en
réanimation médicale. La proportion de faux positifs rapportée dans I'étude de Mohr était
beaucoup plus importante (25 %) probablement en raison de I'impact de la colonisation
fongique sur le dosage de BDG qui n'a pas été exploré de maniére spécifique et de
I'inclusion de patients ayant une histoire récente de chirurgie digestive [235].

Il est important de souligner I'existence d’autres interférences non retrouvées dans
notre étude en particulier I'utilisation de certains suppléments nutritionnels glycanniques
(lentinane et schizophyllane) comme stimulants du systeme immunitaire chez le patient
cancéreux sous chimiothérapie [223]. Certains antibiotiques (céfépime) ont été rapportés
comme source potentielle de faux positifs [249, 250]. Le rdle de l'association pipéracilline-
tazobactam est également étudié par Metan G et al. sans conclusion ferme quant a
I'implication de cette association dans les BDG faussement positifs. L'implication éventuelle
de l'association ampicilline-sulbactam a été également écartée lors d’'une étude portant sur
15 patients sans MFI présentant une infection bactérienne [251]. Enfin Marty et al. ont
analysé limpact de I'administration intraveineuse de 44 antibiotiques dont I'association
amoxicilline-acide clavulanique, aucune interférence significative n’a été relevée [249]. Les
interférences retrouvées a ce jour suggérent une possible contamination par des
champignons de I'environnement soit lors des processus de synthése chimique soit au
moment de la reconstitution de certains produits avant l'administration intraveineuse.

L’influence de la colonisation digestive par des levures saprophytes sur la glucanémie a été
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également suggérée par certains auteurs ; cependant ces résultats restent encore trés
controversés [247, 248, 252]. Il est & noter que la population de patients colonisés étudiés
dans notre série a révélé une proportion importante de glucanémies positives, parfois
comparables a celles observées chez le patient atteint de MFI. Ces patients ont été
sélectionnés dans une unité de réanimation médicale avec un syndrome fébrile résistant aux
antibiotiques mais ne présentant aucun signe biologique d’infection fongique. La majorité

d’entre eux avait plus de deux sites corporels colonisés par des levures.

Un autre objectif de notre travail était d’étudier la cinétique de circulation sérique des
BDG au cours des MFI et d’évaluer son intérét pour le suivi thérapeutique. Cet aspect, n'a
pas été beaucoup étudié. Yasuoka et al. ont étudié I'évolution des BDG chez 5 patients
atteints de pneumocystoses. Une baisse significative des taux a été observée parallélement
au traitement [253]. Ce résultat est a interpréter avec précaution compte tenu de la taille
réduite de l'effectif.

Dans notre étude, 60 % des patients avaient bénéficié d’au moins 3 sérums prélevés
de maniére séquentielle au décours d’'une MFI. Ce matériel nous a permis de suivre
plusieurs cinétiques de circulation de BDG au cours de candidose invasive (ex. patient 18 et
48), ou d’aspergillose invasive (ex. patient 44 et 88). Quelle que soit la pathologie
considérée, la glucanémie subit une baisse significative durant les premiers jours de
traitement antifongique puis, dans plus de 60% des cas, une réascension des taux dans les
semaines suivantes. Deux hypothéses avaient été formulées pour expliquer ces résultats :

1) une rechute possible de I'infection, cependant, aucune preuve clinique ni biologique
n’a permis de documenter cette hypothése ;

2) un retard de métabolisation de ces polysaccharides en raison de l'absence de
glucanases dans le sérum humain. Ce phénomeéne a été rapporté également dans une étude
récente au cours des endocardites fongiques [254].

Compte tenu de leffectif réduit de patients candidémiques et de la diversité des
especes isolées, il n'a pas été possible dans ce travail de comparer le taux moyen de
glucanémie en fonction de I'espéce. La variation des taux circulants de BDG en fonction de
'espéce a été rapportée par plusieurs auteurs, avec un avantage pour C. parapsilosis,
C. tropicalis et C. guilliermondii [254].

Compte tenu du caractére rétrospectif de notre étude, il est difficile de tirer des
conclusions définitives sur la place réelle de ce marqueur dans la décision thérapeutique. La
synthese des travaux actuels permet de proposer ce marqueur comme outil de screening
des patients a haut risque de MFI (cf. arbre décisionnel, figure 24). L'utilisation des BDG est
fortement recommandée par les sociétés savantes (IDSA, ECIL-3) avec un accent particulier
sur la nécessité d'y associer les sérologies candidosiques (antigéne mannane, anticorps

anti-mannane) ou aspergillaires (antigéne galactomannane) en vue d’améliorer la sensibilité
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et la spécificité de I'examen et de permettre de s’affranchir des faux positifs et des faux
négatifs retrouvés dans chacun des tests réalisés isolément [231, 252]. Compte tenu des
interférences déja citées, il est fortement recommandé de réserver ce test aux patients a
haut risque de MFI. Son application devrait permettre de réduire la morbi-mortalité des MFI,
notamment par l'identification des patients justifiant une prise en charge thérapeutique et
précoce, et de réduire la proportion de traitements empiriques.
Enfin deux améliorations sont actuellement en cours de développement pour réduire la
proportion de faux positifs :
v I'utilisation d’anticorps monoclonaux pour la détection spécifique des BDG par
ELISA,
v le développement de nouvelles procédures physico-chimiques pour la
purification des BDG sériques.
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CONCLUSION

Le dosage de BDG est un outil diagnostique particulierement utile pour le dépistage
des infections fongiques invasives. Rapide, non invasif et d’'un colt accessible a la majorité
des structures (23€ / test), sa positivité précéde celle des hémocultures de 4 a 5 jours lors
des candidoses invasives. Au cours des aspergilloses invasives, il permet un complément
utile au galactomannane, car la cinétigue de circulation de ce dernier est légérement
différente de celle des BDG. Enfin, il permet également une meilleure identification des

patients atteints de pneumocystose lorsque les taux sériques sont supérieurs a 500 pg/mL.

Associé aux autres stratégies diagnostiques de MFI (sérologie, antigénémie, PCR), le
BDG permet d’améliorer de maniére significative la sensibilité du diagnostic biologique de
MFI. L’identification des interférences et leur impact sur le dosage de BDG permet une
meilleure interprétation des résultats et une prescription rationnelle des examens. Pour une
prise en charge diagnostique de qualité supérieure, la glucanémie doit étre réalisée de
maniére reguliére en vue de déterminer les cas de faux positifs et d’'identifier les cinétiques
les plus significatives. Un minimum de deux glucanémies positives successives est
nécessaire pour envisager un diagnostic de MFI. Enfin, I'excellente valeur prédictive
négative de ce marqueur permet une meilleure rationalisation des traitements antifongiques
en identifiant précocement les patients a haut risque de MFI et en réduisant le colt excessif

des traitements empirigues.
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ANNEXES

Annexe 1
Species Fluconazole  ltraconazole Voriconazole  Posaconazole  Flucytosine  Amphotericin B Candins
Candida albicans S 5 S S S 5 S
Candida tropicalis S 5 S 5 S 5 s
Candida parapsilosis S 5 S 5 S 5 StoR?
Candida glabrata s-DDto R S-DDtoR s-DDto R 5DDtoR 5 Stol 5
Candida krusei R 5-DD to R S S Ito R Stol S
Candida lusitaniae S s S 5 S StoR s

| : susceptibilité intermédiaire, R : résistant, S : sensible, S-DD : sensible dose-dépendant

* la résistance de C. parapsilosis vis-a-vis des échinocandines est rare

Tableau 7 : Résistance aux principaux antifongiques des espéces les plus fréquemment
isolées en clinique humaine [188]
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Annexe 2
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Annexe 3

Tableau 8 : Résultats de 'ensemble des dosages de BDG pour chaque sérum de patients
inclus dans I'étude et triés par pathologie et niveau de preuve

N° du Taux de BDG " . Niveau de
. Nature de I'infection
patient (pg/mL) preuve




N° du Taux de BDG ’ . Niveau de
. Nature de I'infection
patient (pg/mL) preuve




N° du Taux de BDG . . Niveau de
. Date Nature de l'infection

patient (pg/mL) preuve
22 22-déc-09 524 candidose colonisée
11-janv-10 26 candidose colonisée

25-janv-10 37 candidose colonisée

28 28-juil-09 12 candidose colonisée
21-sept-09 27 candidose colonisée

15-oct-09 383 candidose colonisée

29-oct-09 515 candidose colonisée

18-nov-09 575 candidose colonisée

30-nov-09 288 candidose colonisée

05-déc-09 350 candidose colonisée

12-déc-09 166 candidose colonisée

29 06-févr-10 134 candidose colonisée
19-févr-10 116 candidose colonisée

20-févr-10 123 candidose colonisée

32 12-mai-09 172 candidose colonisée
34 09-avr-09 234 candidose colonisée
29-avr-09 1384 candidose colonisée

35 03-févr-10 140 candidose colonisée
08-mars-10 47 candidose colonisée
19-mars-10 440 candidose colonisée

40 25-mai-09 106 candidose colonisée
02-juin-09 36 candidose colonisée

15-juin-09 1487 candidose colonisée

29-juin-09 2416 candidose colonisée

43 09-févr-10 604 candidose colonisée
50 03-févr-10 138 candidose colonisée
08-févr-10 70 candidose colonisée

15-févr-10 58 candidose colonisée

22-févr-10 27 candidose colonisée

52 24-sept-09 <7 candidose colonisée
12-oct-09 35 candidose colonisée

05-nov-09 112 candidose colonisée

23-nov-09 131 candidose colonisée

26-févr-10 199 candidose colonisée

57 09-nov-09 1896 candidose colonisée
68 05-févr-09 1432 candidose colonisée
18-févr-09 424 candidose colonisée

23-févr-09 372 candidose colonisée

74 24-nov-09 780 candidose colonisée
07-déc-09 2400 candidose colonisée

21-déc-09 1082 candidose colonisée

04-janv-10 770 candidose colonisée

11-janv-10 2800 candidose colonisée

76 28-déc-09 1230 candidose colonisée
11-janv-10 1730 candidose colonisée

27-janv-10 906 candidose colonisée

25 21-sept-09 75 candidose localisée
12-oct-09 82 candidose localisée

26-oct-09 97 candidose localisée

10-nov-09 183 candidose localisée

16-nov-09 27 candidose localisée
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N° du Taux de BDG . . Niveau de
. Date Nature de l'infection
patient (pg/mL) preuve
18-avr-09 186 aspergillose probable
20-avr-09 293 aspergillose probable
54 17-ao0t-09 <70 aspergillose probable
24-ao00t-09 189 aspergillose probable
31-a00t-09 820 aspergillose probable
07-sept-09 1980 aspergillose probable
14-sept-09 878 aspergillose probable
62 06-févr-09 52 aspergillose probable
16-févr-09 75 aspergillose probable
25-févr-09 166 aspergillose probable
11-mars-09 83 aspergillose probable
13-mars-09 81 aspergillose probable
16-mars-09 65 aspergillose probable
19-mars-09 49 aspergillose probable
84 06-juil-09 51 aspergillose probable
25-juil-09 113 aspergillose probable
10-a00t-09 1890 aspergillose probable
24-aolt-09 1220 aspergillose probable
13-oct-09 1370 aspergillose probable
85 19-févr-10 108 aspergillose probable
22-févr-10 52 aspergillose probable
24-févr-10 73 aspergillose probable
01-mars-10 89 aspergillose probable
08-mars-10 87 aspergillose probable
10-mars-10 100 aspergillose probable
12-mars-10 104 aspergillose probable
15-mars-10 75 aspergillose probable
07-avr-10 259 aspergillose probable
89 18-févr-10 510 aspergillose probable
31 22-juil-08 0 aspergillose chronique
26-ao(t-08 139 aspergillose chronique
46 05-déc-08 56 aspergillose chronique
09-févr-09 173 aspergillose chronique
22-juin-09 0 aspergillose chronique
94 16-sept-09 0 aspergillose chronique
21-sept-09 27 aspergillose chronique
24-sept-09 1 aspergillose chronique
28-sept-09 10 aspergillose chronique
05-oct-09 0 aspergillose chronique
02-nov-09 0 aspergillose chronique
09-nov-09 8 aspergillose chronique
16-nov-09 0 aspergillose chronique
07-déc-09 46 aspergillose chronique
14-déc-09 71 aspergillose chronique
18-déc-09 120 aspergillose chronique
21-déc-09 114 aspergillose chronique
18-janv-10 116 aspergillose chronique
25-janv-10 180 aspergillose chronique
58 23-déc-08 164 poumon du fermier prouvée
8 08-févr-10 589 aspergillose + candidose prouvée
10-févr-10 618 aspergillose + candidose prouvée
12 22-avr-09 1522 pneumocystose prouvée
25-avr-09 3230 pneumocystose prouvée
26 21-janv-09 1023 pneumocystose prouvée
66 18-avr-09 56 pneumocystose prouvée
12-mai-09 630 pneumocystose prouvée
77 08-mars-09 70 pneumocystose prouvée
21-mars-09 2997 pneumocystose prouvée
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N° du Taux de BDG . . Niveau de
. Date Nature de l'infection
patient (pg/mL) preuve
26-oct-09 0 glucanémie isolée
01-mars-10 0 glucanémie isolée
08-mars-10 0 glucanémie isolée
16-mars-10 0 glucanémie isolée
22-mars-10 0 glucanémie isolée
29-mars-10 22 glucanémie isolée
06-avr-10 36 glucanémie isolée
24 19-févr-10 278 interférence
09-mars-10 145 interférence
23-mars-10 237 interférence
37 09-déc-08 263 interférence
51 15-sept-08 534 interférence
71 01-oct-08 832 interférence
86 10-a00t-09 31 interférence
17-ao0t-09 35 interférence
21-ao(t-09 6 interférence
24-a00(t-09 0 interférence
27-ao(t-09 0 interférence
31-ao00t-09 0 interférence
21-sept-09 406 interférence
05-oct-09 98 interférence
07-oct-09 93 interférence
28-déc-09 12 interférence
39 09-juin-09 827 chirurgie digestive récente probable
18-juin-09 66 chirurgie digestive récente probable
69 17-juin-09 163 chirurgie digestive récente probable
29-juin-09 21 chirurgie digestive récente probable
06-juil-09 58 chirurgie digestive récente probable
82 11-ao0t-09 442 chirurgie digestive récente probable
3 19-oct-09 70 aucune preuve d'infection mycologique
27-oct-09 1047 aucune preuve d'infection mycologique
17-mai-10 179 aucune preuve d'infection mycologique
10 19-janv-09 262 aucune preuve d'infection mycologique
27-avr-09 375 aucune preuve d'infection mycologique
21 28-oct-08 146 aucune preuve d'infection mycologique
33 20-nov-09 160 aucune preuve d'infection mycologique
24-nov-09 42 aucune preuve d'infection mycologique
30-nov-09 55 aucune preuve d'infection mycologique
72 07-oct-09 216 aucune preuve d'infection mycologique
79 04-nov-09 144 aucune preuve d'infection mycologique
80 13-juin-08 176 aucune preuve d'infection mycologique
93 21-déc-09 1583 aucune preuve d'infection mycologique
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Annexe 4
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Patient 64
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Figure 26 : Cinétique de circulation des BDG chez 4 patients présentant une infection
fongique et traités par antifongique.
JO correspond a la premiére glucanémie positive.
La ligne horizontale hachurée indique le seuil significatif de la méthode.

L’histogramme indique la durée du traitement antifongique.
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Résumé :

Le dosage des béta-(1,3)-D-glucanes (BDG) sériques est recommandé depuis 2008 par
TEORTC/MSG en tant que critére diagnostique des maladies fongiques invasives (MFI). Cependant,
la pratique quotidienne de ce marqueur a permis de révéler I'existence de plusieurs cas de réactions
faussement positives.

L’objectif de notre travail est d’évaluer la place réelle de cet examen en précisant son intérét
dans le diagnostic des MFI et d’identifier ses limites en vue de permettre une interprétation pertinente
des résultats et une aide a la décision thérapeutique.

Notre étude a concerné 95 patients (98 épisodes de glucanémie, 389 sérums) sélectionnés de
maniére rétrospective sur une période de 17 mois (2008-2010). Ces patients étaient inclus sur la base
d’'une suspicion clinique de MFI et pour lesquels au moins un résultat de glucanémie positive était
disponible. La documentation des épisodes infectieux en vue de déterminer le niveau de certitude de
MFI a concerné la consultation des dossiers cliniques, la collecte des comptes rendus d’imagerie, la
pertinence des données myco-sérologiques. Prés de la moitié des patients sont issus des services
d’hématologie clinique et de réanimation.

Au total, parmi les patients ayant présenté une ou plusieurs glucanémie(s) positive(s), 37 %
avait une preuve formelle de MFI (20 % de candidoses, 12 % d'aspergilloses et 5 % de
pneumocystoses). Conformément a la classification de 'EORTC/MSG des MFI, nous avons
également retrouvé des glucanémies positives chez 11 % de candidose probable, 9 % d’aspergillose
probable, 3 % chez les patients ayant une aspergillose chronique et 16 % chez des patients ayant une
colonisation a levures. Parmi les patients ayant présenté une glucanémie positive, 21 % n’avaient
aucune preuve de MFI. C’est sur cette derniere catégorie que nous avons concentré nos
investigations. Aprées exclusion des 3 patients ayant bénéficié d’'une chirurgie digestive récente et des
cas d’interférences déja publiés, le taux de réactions faussement positives chute a 13 %. Pour 5 de
ces patients, la disponibilité de plusieurs sérums prélevés de maniere séquentielle a permis de révéler
des glucanémies isolées et fugaces sans relation avec une MFI ou une interférence connue. Cette
observation suggere la réalisation réguliere de la glucanémie et de considérer comme significatives
uniguement les glucanémies durables. La persistance des taux de BDG a des niveaux élevés au
cours des MFI rend son utilisation inutile pour le suivi thérapeutique.

Ce travail souligne l'intérét du BDG pour le screening des patients a haut risque de MFI. Sa
positivité doit inciter les cliniciens a retenir un diagnostic de MFI et a le documenter. Il est également
reconnu que la valeur prédictive négative de ce marqueur est trés élevée, ce qui permet d’identifier
précocement les patients ne justifiant pas d’un traitement antifongique. Son interprétation nécessite
cependant un suivi sérologique régulier et un dialogue clinico-biologique permanent.

Membres du jury :

Président : Monsieur le Professeur El Moukhtar ALIOUAT
Assesseur(s) : Monsieur le Docteur Saad NSEIR

Monsieur le Docteur Eric DEHECQ
Directeur : Monsieur le Professeur Boualem SENDID

119



	Thèse de Melle Vanessa DECOOL
	Sommaire
	LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES
	LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX
	INTRODUCTION
	I.  Les principales mycoses invasives
	A. Les candidoses invasives
	1. Généralités
	2. Epidémiologie
	3. Facteurs de risque
	4. Les principales espèces retrouvées en pathologie humaine
	a) Candida albicans
	b) Candida glabrata
	c) Candida tropicalis
	d) Candida parapsilosis
	e) Candida krusei
	f) Autres espèces isolées

	5. Physiopathologie des candidoses systémiques : les étapes de l’infection - modèle de C. albicans
	6.  Aspects cliniques
	7. Stratégies diagnostiques
	a) L’imagerie
	b) Méthodes mycologiques
	(1) L’hémoculture
	(2) Les prélèvements profonds
	(3) L’index de colonisation

	c) Histologie
	d) Sérologie fongique
	(1) Recherche d’antigènes solubles circulants
	(2) Recherche d’anticorps spécifiques

	e) Les techniques de biologie moléculaire


	B.  Les aspergilloses invasives
	1. Définition, épidémiologie, facteurs de risque
	a) Généralités
	b) Epidémiologie
	c) Les principales espèces rencontrées en pathologie humaine
	d) Pouvoir pathogène et facteurs favorisants

	2. Aspects cliniques
	3. Les moyens diagnostiques
	a) Place de l’imagerie
	b) Examens mycologiques
	(1) Les prélèvements
	(2) L’examen direct
	(3) La culture

	c) Histologie
	d) Examens sérologiques
	(1) Recherche d’antigènes circulants
	(2) Recherche d’anticorps spécifiques

	e) La spectrométrie de masse
	f) La biologie moléculaire
	(1) La PCR
	(2) La Real-Time-PCR ou PCR en temps réel



	C.  Les pneumocystoses
	1. Définition, épidémiologie, facteurs de risque
	a) Généralités
	b) Epidémiologie
	c) Facteurs favorisants

	2. Aspects cliniques
	3. Les moyens diagnostiques
	a) Tests non spécifiques
	b) Prélèvements respiratoires
	c) La culture
	d) La PCR
	e) Les BDG


	D.  Prophylaxie et traitement des principales maladies fongiques invasives
	1.  Les molécules disponibles
	2. Résistances aux traitements
	3. Prophylaxie des candidoses et aspergilloses invasives
	4. Traitement des candidoses et aspergilloses invasives
	5.  Cas de Pneumocystis jirovecii


	II.  Les béta-(1,3)-D-glucanes
	A. Le champignon dans son ensemble
	B. Structure de la paroi fongique
	1. Les glucanes
	2. La chitine
	3. Autres composés de la paroi


	III.  Présentation de l’étude – Contribution personnelle
	A. Contexte de l’étude
	B. Patients, matériel et méthodes
	1. Type d’étude
	2. Matériel et méthodes
	a) Critères de sélection
	b) Méthodes de recueil
	c) Méthodes de classification
	d) Logiciels informatiques utilisés

	3.  Le test Fungitell®
	a) Principe
	b) Mode opératoire
	c)  Modalités d’interprétation préconisées par le fabricant
	(1) Faux positifs
	(2) Limites du test



	C.  Résultats
	1. Caractéristiques de la population étudiée
	2. Place des valeurs positives parmi l’ensemble des demandes de dosage de BDG
	3. Classification des MFI
	4. Diagrammes de Tukey
	5. Influence du traitement antifongique sur la cinétique de circulation des BDG
	6. Cinq cinétiques de glucanémies isolées
	7. Synthèse des résultats obtenus

	D.  Discussion

	CONCLUSION
	ANNEXES
	BIBLIOGRAPHIE
	Résumé

