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BEH : Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire

BGN : Bacille Gram négatif

CE : Conformité européenne

CGP : Cocci Gram positif

Cl : Candidose Invasive

CMV : Cytomégalovirus

CNRMA :Centre National de Référence des Mycoses invasives et Antifongiques
CSH : Cellules souches hématopoiétiques

DO : Densités optiques

ECIL : European Conference on Infections in Leukaemia
EORTC : European Organization for Research and Treatment of Cancer
ESCMID : European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases.
FDA : Food and Drug Administration

FDR : Facteurs de risque

GAFFI : Global Action Fund for Fungal Infections

GAG : Galactosaminoglycan

GalXM : galactoxylomannane

GDP : Guanosine diphosphate

GM : Galactomannane

GVHD : Graft-versus-host disease

GXM : Glucuronoxylomannane

HD : Hémodialyse

IDSA : Société des maladies infectieuses d’Amérique

IFI : Infection Fongique Invasive

Ig : Immunoglobulines

IRA : Insuffisance respiratoire aigué

IV : Intraveineux

LAL : Lysat dAmoebocytes de Limules

LBA : Liquide bronchoalvéolaire
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LCR : Liguide céphalorachidien

MHRA : Medicines and Healthcare products Regulatory Agency
MSGERC : Mycoses Study Group Education and Research Consortium
OPG : Glucanes périplasmiques osmorégulés

PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern

PCR : Polymerase chain reaction

PELD : Pediatric End stage Liver Disease

PLAP : Phosphatase alcaline placentaire

PMSI : Programme de Médicalisation des Systemes d'Information
pNA : para-nitroaniline

PPJ : Pneumonie a Pneumocystis jirovecii

S-BGRP : Recombinant 3-1,3-D-glucan recognition protein

SC : Sous-cutané

SIDA : Syndrome d'immunodéficience acquise

SPG : Schizophyllane

SRE : Systéme réticulo endothélial

SSMC : Scanning Single-Molecule Counting

TAR : Traitement antirétroviral

T2MR : T2 Magnetic Resonance

USI : Unité de Soins Intensifs

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine

VPN : Valeur prédictive négative

VPP : Valeur prédictive positive
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l. Introduction

1. Les infections fongiques invasives

a. Geénéralités

bY

Les infections fongiques invasives (IFI) sont dues a différents pathogenes
fongiques tels que les levures, les moisissures, les champignons dimorphiques ou
encore Pneumocystis jirovecii. Leur incidence est en augmentation et les IFI restent
associées a une forte morbi-mortalité, notamment dans les services de soins intensifs
ou chez les patients immunodéprimés, puisque ce sont principalement des infections
opportunistes. A I'échelle mondiale, les infections a levures sont les plus fréquentes,
suivies des infections a moisissures. Les agents fongiques principalement retrouves
dans les IFI sont : Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus
et Pneumocystis jirovecii. Toutefois, 'émergence d’infections fongiques causées par
des espéces plus rares de Candida, d’Aspergillus, mais aussi par d’autres
champignons émergents tels que les Mucorales ou Fusarium spp, parfois plus difficiles

a traiter, est un constat préoccupant (1) (2) (3).

b. Epidémiologie

Depuis les années 1980, I'incidence des IFI croit régulierement. Plusieurs raisons sont
proposées face a cette croissance : i) 'augmentation de la prévalence de patients
immunodéprimeés, ii) 'augmentation de la fréquence des indications des thérapies
iImmunosuppressives, ii)) la généralisation de l'utilisation des antibiotiques a large
spectre ou encore une utilisation plus importante des dispositifs implantables tels que

les cathéters (4).

Dans le monde, selon le GAFFI (Global Action Fund for Fungal Infections),
I'incidence des IFI est estimée a environ 13 500 000 personnes par an. En France,
selon Bitar et al., qui ont analysé les données du PMSI (Programme de Médicalisation
des Systemes d'Information), l'incidence totale a été estimée a 5,9 cas/100 000
personnes/an, avec par ordre de fréquence, les candidémies (43,3%), les
pneumocystoses (26,1%), les aspergilloses invasives (23,9%), les cryptococcoses
(5,2%) et les mucormycoses (1,5%). lls ont observé une augmentation de l'incidence
des IFI de 1,5% par an entre 2001 et 2010 (5). Les données du CNRMA (Centre

National de Référence des Mycoses invasives et Antifongiques) de 2014 montrent une
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tendance similaire, avec une prépondérance des fongémies (47%), de la
pneumocystose (20%) et des aspergilloses invasives (17%), la répartition de ces
mycoses variant en fonction des facteurs de risque des patients (Figure 1) (6). Peu
de changements ont été constatés depuis, hormis une diminution de la proportion
d’aspergilloses invasives déclarées depuis 2012 (Figure 2) (7). Cependant, les
données du CNRMA sont basées sur les déclarations volontaires. Peu de données

épidémiologiques récentes a I'échelle nationale sont disponibles actuellement.

Scedos;
Phaeohypho- 1%
mycoses

Fusarioses.
% 500 “ Fongemies

 Aspergilioses invasives

“ Pneumocystoses

& Mucormycoses

W Fusarioses

W Autres mycoses “rares”

4 Cryptococcoses
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Figure 1. Rapport d’activité CNRMA 2014 — Dromer et Lortholary. (6)
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Figure 2. Répartition des principales IFI dans RESSIF -CNRMA 2019. (7)

Dans le Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire (BEH) de 2013, une étude sur les
candidoses invasives en ile de France a permis d’observer la répartition des espéces
de Candida. La prévalence des candidémies a été estimée a 0,6/1000 admissions
hospitalieres et & 6,9/1000 admissions en unités de soins intensifs (USI). Six especes
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étaient fréquemment identifieces : C. albicans (54,1%), C. glabrata (18%),
C. parapsilosis (11,1%), C. tropicalis (9%), C. krusei (2,8%) et C. kefyr (1,7%). Cette
répartition variait selon I'dge et une pré-exposition aux antifongiques (8). Récemment,
I'émergence d’une espéce multirésistante a été observée a I'échelle mondiale. Il s’agit
de Candida auris responsable d’épidémies dans les services de soins hospitaliers
depuis 2013, épargnant pour le moment la France ou trés peu de cas ont été decrits.

Cette espéce fait I'objet d’une surveillance accrue (9).

Dans le monde, la mortalité des IFI concerne 15 a 40% des cas infectés. Avec
un nombre de déces estimé a plus d’1,6 millions de personnes par an, les IFI seraient
a l'origine d’'une mortalité plus élevée que celle imputable a la tuberculose (1,5 millions)
(10). En France, Bitar et al. ont montré une létalité moyenne de 27,3%. Celle-ci
semblait décroitre pour les candidémies (-1,6% par an) et les aspergilloses invasives
(-1,4% par an), alors qu’une augmentation était observée pour les mucormycoses
(+9,3% par an), les pneumocystoses (11,7% par an) et cryptococcoses (4,7% par an)
(5). La mortalité des fongémies variait de 31,8% a 55,4% selon I'agent fongique
incriminé. Le rapport annuel du CNRMA de I'année 2019, a évalué la mortalité a 3
mois des IFI. Celle-ci était trés variable selon I'lFIl, avec une mortalité importante liée
aux mucormycoses de 58% (Figure 3) (7). Face a la |étalité des IFI, la précision et la
rapidité représentent des enjeux majeurs du diagnostic.

Mortalité globale a 3 mois (%)

4689
1487

246
. 41
1339
225 76 563
171
I I I i I
PCF ASH 11w 1L ooy M Fusarose Phaactvoh Scedn \res IF

Figure 3. Mortalité globale a 3 mois, d'apres les données 2019 collectées par le CNRMA. (7)
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c. Les facteurs de risque d’infections fongiques invasives

Les facteurs de risque (FDR) d’IFI sont nombreux et varient avec le type d’infection
fongique. De plus, ces FDR évoluent dans le temps, a l'instar de 'augmentation des
diagnostics d’aspergilloses invasives lors de la pandémie de la COVID-19 traitée par
une corticothérapie a haute dose. L'immunodépression est le FDR le plus fréquent.
Elle peut étre due a un déficit immunitaire d’origine génétique ou acquise en cas
d’hémopathie entrainant une leucopénie ou lors de [utilisation de thérapies
immunosuppressives. Ces facteurs de risque ont été recensés par type d’IFI par
Suleyman et al. (Figure 4) (11) Les facteurs d’héte classiquement rapportés et
communs a la plupart des IFI sont les hémopathies malignes, les cancers solides ou
les transplantations d’organes. Les patients de réanimation sont également
particulierement exposés. La derniere conférence de consensus de I'European
Organization for Research and Treatment of Cancer et the Mycoses Study Group
Education and Research Consortium (EORTC/MSGERC), a permis une révision des

facteurs d’héte intégrés dans les définitions d’infections fongiques invasives (12).

Table 1
Risk factors associated with invasive fungal infections
Candida Aspergillus Mucorales Fusarium Scedosporium
e Acute necrotizing pancreatitis e Alemtuzumab e CMV disease e Corticosteroid e Corticosteroid
« Abdominal surgery; anastomotic leak » Allogeneic HSCT e Corticosteroids * Myeloma « Neutropenia
or repeat laparotomies e Anastomotic complications in lung « Diabetes mellitus e Severe GVHD e Severe GVHD
e Broad-spectrum antibiotics transplantation e Echinocandin use
e QVCs e Aspergillus colonization e Iron overload
« Hemodialysis » CMV disease * Malnutrition
e HSCT « Corticosteroids » Myelodysplasia
e Immunosuppression including cortico- « Infliximab « Neutropenia
steroids, chemotherapy « Neutropenia e Older age
* Malignancy e Older age e Renal failure
» Mechanical ventilation >3 d * Prolonged ICU stay e Severe GVHD
« Multifocal Candida colonization » Renal failure requiring dialysis e Voriconazole use
« Neutropenia * Retransplantation * Trauma
« Prolonged ICU stay e Severe GVHD "
« Prolonged hospitalization e T-cell depleting agents Burns
« SOT (kidney and liver)
e Total parenteral nutrition

Figure 4. Facteurs de risques associés aux infections fongiques invasives, extrait de
Suleyman et al. (11)
Abréviations : CMV, cytomegalovirus ; CVC, central venous catheter ; GVHD, graft versus
host disease ; HSCT, hematopoieitic stem cell transplant ; ICU, intensive care Unit ; SOT,
solid organ transplant.

d. Enjeux du diagnostic d’infection fongique invasive

Le diagnostic des IFI repose généralement sur un faisceau d’arguments comprenant
les éléments cliniques, ceux issus de limagerie et les résultats des analyses
biologiques. En mycologie, le diagnostic d’IFI repose sur les résultats de i) 'examen

direct, permettant une orientation rapide du diagnostic en cas de positivité et ainsi
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d’instaurer rapidement un traitement adapté, ii) la culture, prouvant l'infection lorsqu'’il
s’agit d’'un site dit stérile et permettant 'identification de I'agent fongique en cause et
I'étude de la sensibilité aux antifongiques, et enfin iii) 'examen histologique, affirmant

le caractére invasif de l'infection (3).

L’'impact du délai d’instauration d'un traitement adapté sur la mortalité
hospitaliere a été évalué par différentes études. Morell et al. ont examiné les dossiers
de 157 patients atteints de candidémie et ont démontré que l'instauration retardée d’un
traitement antifongique (> 12h aprés le prélévement d’hémocultures positives)
augmentait le risque de mortalité hospitaliere. (Figure 5) Un diagnostic plus précoce
et l'instauration d’un traitement antifongique empirique approprié (en se basant sur les
utilisations antérieures d’antifongique et les facteurs de risques des patients)
pourraient permettre de réduire la mortalité (13). Greene et al. ont démontré une
meilleure survie des patients atteints d’aspergillose pulmonaire invasive (API) lorsque
le traitement était introduit au moment de I'observation d’un signe précoce a I'imagerie,
le signe du halo (14). Chamilos et al. se sont intéressés aux mucormycoses,
responsables d’'une mortalité élevée. Le diagnostic de mucormycose est difficile du fait
de 'absence de marqueur précoce et d’'une discrimination parfois complexe avec I'API.
Cette étude a montré que le retard a linstauration d'un traitement efficace par
amphotéricine B (= 6 jours aprées le début des symptdmes) doublait le taux de mortalité
a 12 semaines par rapport & un traitement instauré rapidement (82,9% vs. 48,6%)
(Figure 6) (15).

bl
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Figure 5. Mortalité hospitaliere en fonction du délai d'instauration du traitement antifongique.
Extrait de Morrell et al. (13)
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Figure 6. Mortalité et survie selon le délai d'instauration du traitement des mucormycoses.
Extrait de Chamilos et al. (15)

Les résultats de ces études soulignent I'importance d’un diagnostic précoce et
précis, afin de mettre en place rapidement une thérapeutique adaptée, pour améliorer
la survie globale et diminuer la mortalité hospitaliere. Cependant, la sensibilité
diagnostique des méthodes de référence issues de la mycologie conventionnelle
(examen direct, culture) est insuffisante. Ainsi, les hémocultures, permettant le
diagnostic de fongémies, ne seraient positives que dans 50 % des candidémies (16),
et ne permettent pas le diagnostic de toutes les infections disséminées telles que
I'aspergillose invasive. Pour compenser ce manque de sensibilité, deux stratégies
existent. L'une des stratégies vise a instaurer un traitement antifongique plus
précocement, de maniéres i) préventive chez des sujets a haut risque, il s’agit de la
prophylaxie ou ii) empirique lorsque le patient présente des facteurs de risque d’IFI et
des symptbmes compatibles. L’autre stratégie vise a utiliser des outils du diagnostic
indirect augmentant la sensibilité du diagnostic mycologique. Il s’agit de méthodes non
basées sur la culture, utilisées en complément des méthodes de mycologie
conventionnelle. Les outils du diagnostic indirect permettent de détecter de facon
spécifique des fragments d’agents fongiques tels que leurs acides nucléiques, leurs
antigénes pariétaux ou encore leurs métabolites, mais également la réaction de I'h6te
contre certains de ces éléments par la détection d’anticorps. De par la nature circulante
de ces éléments, ils peuvent étre facilement accessibles dans le sérum des patients,
permettant alors également d’envisager un diagnostic lorsque les préléevements

invasifs sont contre-indiqués.

Parmi les antigénes sériques couramment détectés, nommés biomarqueurs
fongiques, I'antigéne mannane est un composé spécifique de la paroi des levures du

genre Candida, utile au diagnostic de candidoses invasives. L’antigéne
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galactomannane (GM) est un biomarqueur plutdét spécifique des aspergilloses
invasives et l'antigéne glucuronoxylomannane est utilisé pour le diagnostic des
cryptococcoses. Les B-(1,3)-D-glucanes (BDG) sont utilisés comme marqueurs
panfongiques, détectés dans la plupart des IFI (17) (18). La détection combinée des
biomarqueurs est couramment utilisée en pratique clinique. L’utilisation combinée de

certains marqueurs a été démontré dans le diagnostic des candidoses invasives (19).

Certains de ces biomarqueurs peuvent également étre détectés dans d’autres
matrices que le sérum telles que le lavage broncho-alvéolaire ou le liquide cérébro-
spinal ou liquide céphalo-rachidien (LCR). Cela représente un intérét, en particulier
pour I'antigéne GM dans le LBA et le LCR, et pour I'antigéne cryptocoque dans le
LCR (20). Les intéréts de ces biomarqueurs sont diagnostiques et parfois
pronostiques. lls apportent des arguments en faveur ou non du diagnostic d’IFI, de par
leurs performances diagnostiques en matiere de sensibilité, spécificité ou valeur
prédictive négative (VPN), ou en matiére de précocité par rapport aux signes cliniques
d’infections. L’antigéne mannane est notamment connu pour étre un marqueur
précoce mais transitoire (21) (22). Ces outils peuvent donc étre utilisés également
dans le cadre d’'une stratégie de dépistage. La valeur pronostique de certains
biomarqueurs peut reposer sur une valeur élevée du biomarqueur au diagnostic
(antigéne glucuronoxylomannane et cryptococcose), ou encore sur la détection
persistante du biomarqueur au cours d’un suivi (antigéne galactomannane et

aspergillose invasive) (2).

Ces biomarqueurs sont considérés comme des biomarqueurs bayésiens,
puisqu’ils vont permettre d’attribuer une probabilité d’infection fongique plutét qu’un
diagnostic définitif. Les valeurs prédictives positives et négatives (VPP et VPN) d’un
test sont établies selon les valeurs de sensibilité, spécificité et probabilité pré-test de
la maladie. Cette derniére est elle-méme estimée grace a la prévalence de la maladie
dans différents contextes cliniques. Ainsi, lorsque la probabilité pré-test est faible, la
VPP est extrémement faible et la VPN extrémement élevée, tandis qu’au fur et a
mesure que la probabilité pré-test augmente la VPP augmente et la VPN diminue (23).
Ces difficultés d’interprétation ont amené a I'établissement de recommandations quant

a l'utilisation de ces biomarqueurs d’IFI.
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e. Les recommandations et criteres de deéfinitions des infections fongiques

invasives

Dans les aspergilloses invasives, le dosage du GM sérique dans la neutropénie
prolongée et chez les allogreffés de cellules souches hématopoiétiques (CSH)
pendant la phase précoce de la greffe est recommandé en stratégie de dépistage,
puisque le test présente une sensibilité élevée et une forte valeur prédictive négative.
En cas de prophylaxie anti-moisissures, aucune recommandation n’a pu étre établie
en raison d'une perte de sensibilit¢ du test. De méme, la sensibilité du test est
significativement plus faible chez les patients non neutropéniques. La diminution de
I'index du GM au cours des 2 premieres semaines de traitement antifongique est un
prédicteur fiable d'une réponse favorable chez les patients cancéreux. Le dosage des
BDG sériques est recommandé pour le diagnostic d'aspergillose invasive chez les
patients a haut risque (hématologie maligne, allogreffe de CSH), mais ne sont pas

spécifiques d’aspergillose (24) (25).

Dans les candidoses invasives, des recommandations ont été établies par la
société européenne de microbiologie clinique et des maladies infectieuses (ESCMID)
en 2012 et par la société des maladies infectieuses d’Amérique (IDSA) en 2016. Il est
recommandé de réaliser des tests non basés sur la culture, tels que la détection
d'antigenes mannanes, d'anticorps anti-mannane ou de BDG, et la PCR en
complément des cultures. La détection des BDG pourrait étre plus précoce de
guelques jours a quelques semaines avant la positivité des hémocultures et raccourcir
le délai d'instauration du traitement antifongique. Dans les méta-analyses des études
menées sur les performances des tests de détection des BDG, la sensibilité et la
spécificité combinées pour le diagnostic de la candidose invasive étaient
respectivement de 75 % a 80 % et de 80 % (26,27). Actuellement, il n'est pas
recommandé d'utiliser la détection des BDG pour guider la prise de décision en
pédiatrie (28) (29).

Dans les pneumocystoses, des recommandations diagnostiques ont été émises
lors de la conférence européenne sur les infections dans les leucémies (ECIL),
concernant les patients d’hématologie. Le diagnostic de la pneumonie a Pneumocystis
jirovecii (PPJ) repose sur des criteres cliniques, d'imagerie et biologiques. Lorsque le
diagnostic ne peut pas étre confirmé a I'examen direct par la présence d’éléments

fongigues évocateurs dans un prélevement respiratoire, une PCR est réalisée. Une
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PCR négative dans le LBA permet d’exclure une PPJ. La détection des BDG dans le
sérum peut contribuer au diagnostic mais pas au suivi de la PPJ. Un résultat négatif
permettrait d’exclure la PPJ chez un patient a risque, alors qu'un résultat positif peut
indiquer d'autres infections fongiques (30).

Afin de comparer les études cliniques entre elles, des définitions d’IFI ont été
établies par le choix de critéres reposant sur le terrain du patient (criteres d’héte), les
symptémes clinico-radiologiques (critéres cliniques) et les résultats biologiques
(criteres mycologiques). Récemment, ces définitions consensuelles ont été révisées
par les experts de 'TEORTC/MSGERC. Les modifications principales concernent la
prise en compte des IFlI hors immunodépression, l'actualisation des méthodes
diagnostiques (PCR, T2MR), linclusion de la pneumocystose et I'application a la
pédiatrie (12,31). L'utilisation de ces criteres permet de définir trois catégories : i) les

IFI prouvées, ii) les IFI probables et iii) les IFI possibles (Tableau 1).

Tableau 1. Récapitulatif des différentes catégories d'IFI selon les criteres de
'EORTC/MSGERC (31).

Type d’IFI Les criteres

Clinique — Imagerie + critere mycologique fort (concerne les

IFl prouvees immunodéprimés (ID) et immunocompétents)

1 critére d’héte (ID sévére) + 1 critére « clinique » + 1 critere

IFI probables .
mycologique

IFI possibles 1 critére d’héte + 1 critére « clinique » + 0 critére mycologique

Il a été défini que les BDG conviennent a la définition des candidoses invasives et
pneumocystoses « probables » en cas de contexte évocateur (patients atteints
d’hémopathie maligne avec ou sans neutropénie, neutropénie suivant une greffe de
CSH, patients d’USI a haut risque de candidose invasive) et d’exclusion d’autres IFI.
Pour réaliser la détection des BDG sérigues, un seul kit test est recommandé, le kit
Fungitell® avec un seuil de positivité = 80 pg/ml. Un résultat supérieur au seuil ainsi
gu’un résultat positif répété permet d’augmenter la valeur prédictive positive du test.
Au moins 2 sérums consecutifs positifs sont utiles a la définition de pneumocystose ou

de candidose invasive probable (12).
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2. La paroi fongique
a. Généralités

Les micromycétes sont des étres vivants eucaryotes, uni- ou pluricellulaires,
caractérisés par la présence d’'une membrane plasmique constituée d’une bicouche
lipidique riche en ergostérol et d’une paroi fongique située autour de la membrane
plasmique. Cette paroi est principalement constituée de sucres, ou polysaccharides
(> 90%), tels que les glucanes et la chitine, et de glycoprotéines. Ensemble, ces
composants contribuent notamment a la rigidité de la paroi (32) (33).

La paroi fongique est une structure dynamique tridimensionnelle ayant
différents roles : un réle dans la morphogénése de la cellule, une fonction protectrice
contre I'environnement extérieur, un réle d’échange avec son environnement, une
fonction agressive de par la présence de molécules hydrolytiques et toxiques, un role
clé dans la pathogénése, notamment dans les processus d’adhérence et d’invasion
des tissus et dans le déclenchement de la réponse immunitaire faisant intervenir
'immunité innée et adaptative. Elle protege la cellule des changements de pression
osmotique et d'autres stress environnementaux, tout en permettant a la cellule
fongigue d'interagir avec son environnement. La composition de la paroi fongique est
spécifique du genre du champignon. Il s’agit d’'une source de candidats potentiels pour
les tests diagnostiques mais aussi de cibles potentielles pour les molécules
antifongiques (Figure 7) (32) (33) (34).
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Figure 7. Structure de la membrane et de la paroi des cellules fongiques et cibles des
antifongiques systémiques. Extrait de Garnaud et al. (33)
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b. Les composants de la paroi fongique

e La Chitine
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Figure 8. Structure chimique de la chitine.

D’aprés N. Poussereau, Eléments clés du développement fongique, Université Claude
Bernard Lyon

La chitine est un polymeére de résidus N-acétyl-glucosamine liés en 3-1,4 (Figure 8).
Ce polymeére est synthétisé par les chitine-synthases, enzymes localisées au niveau
de la membrane plasmique. La chitine est organisée sous forme de microfibrilles
disposées de maniere antiparalléle. Elle confére a la paroi sa rigidité. La chitine
représente 1 & 2% de la paroi cellulaire des levures - la forme hyphale de C. albicans
représentant une exception avec 3 fois plus de chitine que les autres levures du genre
Candida -, contre 10 a 20% pour les filamenteux (32) (35). Pneumocystis est le seul

genre fongique dépourvu de chitine. (36)

e Les glycoprotéines
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Figure 9. Structures des parois cellulaires fongiques par Griin. D'aprés Zlotko et al. (37)
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Les protéines représentent 30 a 50% de la paroi fongique des levures et 20 a 30% de
celle des filamenteux. La majorité des protéines pariétales sont N- ou O-glycosylées,
ce sont des glycoprotéines. Elles permettent le maintien de la forme cellulaire, jouent
un role dans le processus d'adhésion, la protection cellulaire contre différentes
substances, l'absorption des molécules, la transmission du signal, la synthése et la

réorganisation des composants de la paroi (35).

e Les Glucanes
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Figure 10. Structure des 3 —(1,3) — et 8- (1,6) — D- glucanes.

D’aprés N. Poussereau, Eléments clés du développement fongique, Université Claude
Bernard Lyon.

Les B-glucanes représentent environ 50% de la paroi fongique et sont donc
majoritaires dans la composition de celle-ci. Il s’agit de polyméres de D-glucoses liés
principalement en (3-1,3, parfois en B-1,6 sur les ramifications (notamment pour les
levures), et liés a la chitine par des liaisons B-1,4. Les B-(1,3)-D-glucanes (BDG) sont
synthétisés par un complexe enzymatique membranaire, la glucane synthase. Il existe
un gene codant pour la glucane synthase chez les filamenteux (FKS1) contre 4 pour
les levures. D’autres glucanes sont également synthétisés tels que les a-(1,3)-

glucanes, composant synthétisé par I'a-glucane synthase (AGS1) (35).

c. Structure de la paroi fongique selon le genre

Chaque paroi est unique, il existe une hétérogénéité de la couche externe et une
adaptation selon les genres. Ces différences ont pu étre visualisées en microscopie

électronique (Figure 11) et schématisées (Figure 12).
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Candida albicans Aspergillus fumigatus

Figure 11. Extrait de Gow et al. (34)
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Figure 12. Extrait de Gow et al. (34)

Les B-(1,3)-glucanes ramifiés en B-(1,6) et la chitine sont des éléments
communs a la plupart des champignons. La couche externe de la paroi de Candida
est enrichie en mannanes liés par des résidus glycosylphosphatidylinositol aux -(1,6)-
glucanes. Les mannanes sont des résidus oligomannosyl liés en a et B par des
mannosyltransférases qui utilisent le GDP-mannose comme substrat. Les résidus
mannoses sont incorporés dans trois structures : les mannoprotéines N- ou O-

glycosylées et le phospholipomannane.

La paroi de la spore d’Aspergillus est caractérisée par la présence d’une partie
externe constituée d’'une couche d’hydrophobines organisées en fibrilles, dénommées
« rodlets » et d’'une couche de mélanine, menant a une inertie immunologique et une
capacité de la spore a se disperser aisément dans l'air. Quant a la paroi des hyphes
d’Aspergillus, elle est composée de B-(1,4)-glucanes liés aux B-(1,3)-glucanes et a-
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(1,3)-glucanes pour sa couche interne et expose des galactomannanes et des

galactosaminoglycan (GAG) sur sa couche externe.

Cryptococcus neoformans est une levure dont la paroi est caractérisée par la
présence d’'une couche de mélanine sur un lit de chitine désacétylée en chitosan, et
d’'une capsule constituée de glucuronoxylomannane (GXM) et de galactoxylomannane
(GalXM), jouant un réle dans I'échappement immunitaire. Enfin, Histoplasma
capsulatum et Blastomyces dermatitidis, deux micromycetes dimorphiques, ont une
couche externe composée d’a-(1,3)-glucanes, empéchant une reconnaissance

immunitaire efficace des B-(1,3)-glucanes, plus immunogenes (34) (38).
3. Les Beta -(1,3) -D-glucanes
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Figure 13. Polysaccharides de la paroi cellulaire de la moisissure Aspergillus fumigatus et
de la levure Sacharomyces cerevisiae. Le noyau commun a la majorité des champignons est
en gris. D’apres Latgé. (32)

Les B-(1,3)-D-glucanes (BDG) sont largement distribués dans la nature. lls sont
retrouvés dans la paroi fongique de nombreux micromycétes saprophytes et
pathogénes, mais également chez les algues, certaines bactéries et les plantes

supérieures. lls sont absents des virus et des cellules humaines, ce qui représente un
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avantage pour le diagnostic des IFI. Ils sont non spécifiques d’'un genre fongique
particulier du fait de leur présence dans la paroi fongique de plusieurs genres
fongiques. Cependant, leur détection est peu probable dans les infections par les
Mucorales, Cryptococcus spp (basidiomycétes en général), et de la forme levure de
Blastomyces dermatitidis. Ce sont des marqueurs précoces d’IFl, pour lesquels les
tests de détection sont sensibles, demeurant parfois difficiles d’interprétation pour les
non-initiés, un certain nombre de facteurs confondants ayant été rapportés. La
réalisation d’une cinétique de ces marqueurs est beaucoup plus adaptée a la réflexion
diagnostique. lls sont davantage utilisés pour leur VPN. Cependant, leur valeur
prédictive positive augmente avec la confirmation de valeurs positives sur différents
sérums (3) (39).

b. Structure
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Figure 14. 8-glucanes. Megazyme

Les BDG sont des polymeéres linéaires de D-glucose liés en B-(1,3) sur lesquels sont
dispersées de maniere aléatoire des unités de D-glucose maintenues par des liaisons
B-(1,6) (Figure 14), le tout formant une structure en peigne. Les BDG existent sous
forme soluble et sous forme particulaire. La forme soluble peut inhiber la phagocytose
par les monocytes en bloquant le récepteur du BDG présents a leur surface, ce qui
pourrait favoriser le développement de l'infection (39). Les BDG sont synthétisés par
un complexe enzymatique intra-membranaire, la glucane synthase, utilisant I'UDP-
glucose comme substrat. Ce complexe externalise des chaines linéaires de BDG a
travers la membrane, ou elles peuvent agir comme substrats pour diverses enzymes

transglycosidases.
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c. Rodle des B-D-glucanes

Sous I'action des glucane hydrolases et synthases, les BDG sont impliqués dans les
modifications de la paroi cellulaire pendant la croissance et la morphogenése (39).
Chez les invertébrés, les BDG provoquent une réponse immunitaire innée, comme
chez la Limule, ou le facteur G, une sérine protéase, est activé par le glucane pour
induire la coagulation de sa lymphe et protéger le reste de son organisme. Chez les
insectes et les écrevisses, les BDG entrainent la production de mélanine. Chez les
plantes, l'interaction avec les BDG induit la synthése de la phytoalexine, un métabolite
produit en cas d’agression notamment d’origine infectieuse. Enfin chez ’'Homme, les
BDG sont considérés comme des motifs moléculaires associés a un agent pathogéne
(PAMPS) et, en tant que tel, induisent un signal d'infection pour le systeme immunitaire
inné. lls sont reconnus par les cellules de la réponse immunitaire innée via des
récepteurs spécifiques, ainsi que par les cellules épithéliales des voies respiratoires
ou digestives. lls se lient a différents récepteurs tels que Dectin-1, Complement
Receptor-3, Lactosylceramide et scavenger. Une telle liaison provoque l'activation de
cascades de transduction du signal, conduisant notamment a la production de
cytokines pro-inflammatoires, une régulation négative occasionnelle de la réponse
inflammatoire, une augmentation synergique de la réponse inflammatoire, des
« tempétes » immunologiques fatales et attaque cytolytique (40). Des travaux ont
montré que les BDG linéaires stimulent les macrophages de facon significative et que

cet effet dépend de la longueur et de la conformation des BDG (41).

Lors d’'une IFI, le remodelage de la paroi fongique et la multiplication de I'agent
pathogene entrainent un relargage des BDG dans la circulation sanguine en quantité

suffisante pour rendre possible leur détection, intéressante pour le diagnostic des IFI.
d. Les méthodes de dosages des B-(1,3)-D-glucanes

Actuellement, cing tests sont commercialisés pour le dosage des BDG : Fungitell®
(Associates of Cape Cod, East Falmouth, MA), Fungitec-G test® (Seikagaku
Biobusiness, Tokyo, Japon), beta-glucan® test (Wako Pure Chemical Industries,
Osaka, Japon), BGSTAR B-glucane (Maruha, Tokyo, Japon) et le test Dynamiker®
Fungus (1-3)-B-D-Glucan (Dynamiker Biotechnology (Tianjin) Co., Ltd, China) (42).
Les différents tests reposent tous sur le méme principe. lls utilisent les propriétés de

défense de la Limule lors de son agression par un pathogéne circulant. Il s’agit d’'une
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réaction enzymatique a partir du lysat d’amoebocytes extrait de la Limule (LAL). Un

résume des caractéristiques des tests est disponible dans le Tableau 2.

Dans une revue récente, White et al. ont relevé 49 études. La plupart des études
(36/49 ; 73 %) concernaient une évaluation du test Fungitell®. Viennent ensuite
Glucatell (ancien nom du test Fungitell®) (5 études ; 10 %), Wako (3 études ; 6 %),
Fungitec-G (3 études ; 6 %) et Dynamiker (2 études ; 4 %). En se basant sur les seuils
recommandés par le fabricant, la sensibilité variait de 27 % a 100 % et la spécificité
de 0 % a 100 % pour le test Fungitell®. Pour le test Glucatell, la sensibilité variait de
50 % a 92 %, et la spécificité variait de 41 % a 94 %. Les sensibilités et spécificités
des tests Dynamiker, Wako et Fungitec-G variaient de 50 % a 88 % et de 60 % a 100
%. Une trop grande hétérogénéité entre les études ne permettait pas de réelle
comparaison (43). Désormais, les tests p-glucan Wako et Dynamiker possedent le
marquage CE venant concurrencer le test Fungitell® en Europe. Un résumé des

caractéristiques techniques est disponible dans le Tableau 3.

Yoshida et al. ont comparé le kit Fungitell® aux trois autres kits utilisés au Japon.
Les valeurs de BDG obtenues avec ces kits sont différentes. Cette différence pourrait
étre due aux calibrants utilisés, au prétraitement des échantillons, ou encore a I'espéce
de Limule utilisée pour fabriquer le lysat d’amoebocytes. Ces kits montrent des
sensibilités, spécificités, VPN et VPP différentes. Selon les auteurs, le Fungitell®
présentait la meilleure sensibilité, tandis que les tests Wako et Mahura présentaient

une meilleure spécificité que le kit Fungitell® (44).

De Carolis et al. ont comparé les performances diagnostiques des kits Fungitell®
et Wako® dans trois pathologies fongiques (1A, IC, et PPJ). Le kit Fungitell® était plus
performant a condition d’utiliser les seuils de positivité définis par les fabricants. Ces
seuils ne sont pas forcément adaptés aux différentes pathologies fongiques. En
abaissant le seuil de positivité du test Wako a 7 pg/ml, les deux tests avaient des

performances équivalentes. Les résultats sont résumés dans le Tableau 4. (45)
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Tableau 2. Résumé des caractéristiques des cinqg tests de détection des BDG.

Test Fungitell® Fungitec-G Beta-glucan BGSTAR betaglucan Dynamiker
(ex Glucatell) test MK test Wako test Fungus
. . FUJIFILM Wako Pure .
Fabricant Associates of Cape Cod,Inc., Selkafzkuocig)korjtlon, Chemical Industries, MaruhaT(;irp:)oratlon, Dynamiker Biotechnology Co., Ltd,
East Falmouth MA gYo, ¥ Osaka y Tianjin, China
Japon Japon
Japon
Disponibilité USA et Europe Japon Japon et Europe Japon Chine et Europe
Substrat Limulus polyphemus Tachypleus tridentatus Tachypleus tridentatus Tachypleus tridentatus /
(Amérique du Nord) (Asie du Sud-Est) (Asie du Sud-Est) (Asie du Sud-Est)
Méthode Colorimétrique Colorimétrique Turbidimétrique Colorimétrique Colorimétrique
. 60-80 pg/ml (équivoque) 70-94 pg/ml (équivoque)
Seuils > 80pg/ml 20 pg/ml 11 pg/ml 11 pg/ml > 95pg/ml
Seuils optimaux 60 pg/ml* / 3-5 pg/ml 3-5 pg/ml 69 pg/ml**

Légendes : * D'aprés Miceli et Martens 2015 (46) ; ** D'aprés White et al, 2017 (47)
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Tableau 3. Caractéristiques techniques des trois tests disponibles en Europe pour le dosage

des BDG.
Fungitell® Beta-glucan test Dynamiker
Test
(ex Glucatell) Wako Fungus
Echantillon Sérum Sérum ou Plasma Sérum
Volume d'échantillon 5ul 100 pl 20 ul

Prétraitement
Nombre
d’échantillons

Durée de I'analyse

Avantages

Inconvénients

Solution alcaline

Plaque de 96 puits

120 min

Test unitaires avec le
Fungitell® STAT, forte
sensibilité

Faible Spécificité

Chaleur et détergents
non ioniques avec
polymyxine B

Solution alcaline

Plaque de 96 puits
(12 barrettes sécables de
8 puits)

Test unitaire, jusqu'a 15
tests simultanément
120 a 150 min Environ 50 min

Approprié pour un faible Approprié pour un faible
nombre de test, forte nombre de test,
spécificité Flexibilité technique

Faible Sensibilité

Tableau 4. Sensibilités et spécificités de I'étude comparative Fungitell vs. test Wako. De
carolis et al. (45)

Seuil de IA IC PPJ
Type de test e el
positivite Se Sp Se Sp Se Sp
Fungitell assay (AF) > 80 pg/mL 92,5% 99,5% 100% 97,3% 100% 97,3%
Wako B-glucan test (GT) > 11 pg/mL 60% 99,5% 91% 99,5% 88,2% 99,5%
Wako B-glucan test (GT) >7 pg/mL 80% 97,3% 98,7% 97,3% 94,1% 97,3%

Abréviations : IA = Invasive aspergillosis, IC= Invasive candidiasis, PPJ =Pneumocystis jirovecii
pneumonia , Se = Sensibilité, Sp= Spécificité

Selon une étude de Friedrich et al., comparant les performances des tests Wako
et Fungitell® en utilisant les seuils recommandés par les fabricants, les sensibilité,
spécificité, VPP et VPN étaient respectivement de 86,7%, 85,0%, 6,0%, 99,8% pour
le test Fungitell® et de 42,5%, 98,0%, 19,0% et 99,4% pour le test Wako dans les
candidémies. Dans les PPJ, la sensibilité étaient de 100% pour le test Fungitell® et de
88,9% pour le test Wako. La turbidimétrie serait a I'origine de la perte de sensibilité.
L’analyse de la courbe ROC permettait de déterminer des valeurs seuils optimales de
70 pg/ml pour le test Fungitell® et 3,8 pg/ml pour le test Wako. A ces taux, les
sensibilité/spécificité du test Wako était de 70,8% et 91,5% (48). D’autres études
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allaient dans ce sens avec des performances équivalentes entre les 2 tests lorsque le
seuil était abaissé (42,45,48,49). Le test Wako apparait comme une alternative

intéressante au test Fungitell® dans les laboratoires avec peu de demandes (48).

Concernant le test Dynamiker, le nombre d’études est encore limité. Wang et al.
ont comparé le test Dynamiker avec le test Fungitell®. lls décrivent un seuil optimal
pour le test Dynamiker de 70 pg/ml, pour lequel les sensibilité, spécificité, VPP et VPN
étaient respectivement de 82,9%, 94,6%, 93,5% et 94,6%, les performances des 2
tests étaient comparables (50). White et al. ont montré que le test Dynamiker possede
une tres bonne sensibilité dans les candidoses invasives (93,3%) mais beaucoup plus
faible pour la PPJ (50%) avec une spécificité globale de 78,1% (n=6). Sur 'ensemble
des IFI prouvées et probables, ils obtenaient une sensibilité de 90,7% et une spécificité
de 73,4%. Le seuil optimal pour le test Dynamiker était de 69 pg/ml (47). Lors d’une
étude ciblant spécifiquement la PPJ, White et al., la sensibilité du test Dynamiker était
de 87% (100% pour les VIH+), pour une spécificité de 70% (51). En réanimation
néonatale, la sensibilité était de 63,6%, pour une spécificité de 90,2%. Avec un seulil

de 70 pg/ml, la sensibilité était de 90,5%, pour une spécificité de 56,1% (52).

4. Le test Fungitell®

Le Fungitell est un test colorimétrique cinétique permettant une détection quantitative

des BDG sériques chez les patients suspects d’IFI.

Figure 15. Etapes d'obtention du lysat d’amoebocytes (coagulogéne) de Limulus.
Miceli et Maertens. (46)

Les BDG activent le facteur G, un zymogéene de type sérine protéase. Le facteur G
activé transforme I'enzyme pro-coagulante inactive en une enzyme coagulante active,
qui a son tour libere un chromophore absorbant a 405 nm, la para-nitroaniline (pNA),
du substrat peptidique chromogéne artificiel. En présence de BDG dans I'échantillon,
une coloration du puits réactionnel de la microplaque va virer du bleu au jaune. La
mesure des densités optiques (DO) est réalisée de facon cinétique. Les taux sont
calculés a partir d’'une courbe de standard permettant d’estimer les concentrations
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en pg/ml. La voie des facteurs C et B permettant l'activation de lI'enzyme de

coagulation par le lipopolysaccharide bactérien a été désactivée. (Figure 16)

FIGURE 1
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Figure 16. Principe de détection des BDG selon le test Fungitell®.

La conformation des BDG joue un rdle dans I'activation du facteur G mais pas leur
poids moléculaire. En effet, la conformation en simple hélice permet une plus forte
activation du facteur G que la conformation en triple hélice des BDG. C’est pourquoi,
un prétraitement par un réactif alcalin est nécessaire afin de permettre, d’une part, le
changement de conformation des BDG en simple hélice et, d’autre part, d’'inactiver les
sérines protéases et les inhibiteurs de sérines-protéases naturellement présents dans
le sérum humain afin de réduire le risque de réactions faussement positives ou

négatives (53) (54). Les différentes étapes sont décrites dans la Figure 17.

Les limites de détection inférieure et supérieure sont < 31 pg/ml et = 500 pg/ml,
respectivement. En cas de résultats > 500 pg/ml, une dilution de I'’échantillon est
réalisée. Les valeurs de BDG obtenues sont interprétées comme négatives si

< 60 pg/ml, indéterminées entre 60 pg/ml et 79 pg/ml et positives si = 80 pg/ml.

Le kit Fungitell STAT® a été développé pour réaliser les tests de facon unitaire. Un kit
contient 5 flacons de standard, un flacon pouvant servir au dosage de 9 échantillons.
Le principe de détection reste le méme. Cependant, les DO sont comparées grace aux
pentes obtenues lors de la réaction cinétique. Un indice est alors calculé, I'indice du
standard étant de 1 (Figure 18). Cette valeur est interprétée qualitativement selon les
plages suivantes : négatif < 0,74, indéterminé de 0,75 a 1,1 et positif 2 1,2. Les étapes

du test sont résumées sur la Figure 19.
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PROCEDURE DU TEST FUNGITELL®
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Figure 17. Etapes du test Fungitell®

Delta OD 405 2495 mm

Etapes du test Fungitell® :

1. Préparation des standards.

2. Déposer 5 pl d’échantillon dans chacun des
puits.

3. Ajouter 20 pl de la solution alcaline dans
chacun des puits échantillons de la plaque.

4. Agiter la plaque pendant 5 a 10 secondes puis
incuber dans le lecteur de plaque d’incubation
pendant 10 minutes a 37°C.

5. Reconstituer le réactif Fungitell® pendant le
temps d’incubation de la plaque.

6. Ajouter 25 pl des contréles négatifs et des
étalons sur la plaque.

7. Ajouter 100 pl du Réactif Fungitell® dans
chacun des puits.

8. Insérer la plaque dans le lecteur de plaque,
agiter 5 a 10 secondes puis incuber pendant 40
minutes a 37°C.

9. Recueil et analyse des données.

05

0.4+

0.34

0.24

0.14

0.04

0 500

- - Fungitell STAT Standard

(== Echantillon de patient

PRSP p——

pente

{00/s) Echantilion

Puits Indice

1.4 P

.~

PRSI, —

crsnssvarere. -
.

T

1000

1500 2500

Temps

Figure 18. Exemple de résultats du Fungitell STAT®. L’indice est donné par le ratio entre la
pente de I'échantillon (soit 0,00022 OD/s) et la pente du Standard de 80 pg/ml. Ici un indice

de 1,4.
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Fungitell STAT™ ASSAY Test Procedure Outline

STANDARD/SAMPLE B INCUBATEREAGENT
PREPARATION RECONSTITUTION ADD TO REAGENT READ/REPORT

/2 RYZ 2 (= N R
1 2 b N3 RERR 4
incubate at 37° € for Place vials in instrument
{ ' 10 minutes, = = - 1o initiate data collection.
. 7 ‘
|
' ’ '
‘
‘ ‘
Standacd  Sample Standard Sample
Add sample and standard to
Reconstitute Fungitell STAT™ Reconstitute reagent during reconstituted Fungitell STAT™
Standard and prep sample. pretreatment incubation. reagent tubes.

BGA Test Setup Screen BGA Incubation Screen BGA Data Collection Sceen BGA Report Screen
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NOTE: For complete test procedure refer to Fungitell STAT™ | For Use (IFU).
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Figure 19. Etapes du test Fungitell STAT®, Associates of Cape COD, Inc.
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Il. Objectifs et méthodes de la contribution personnelle

Le test Fungitell® se heurte principalement a des difficultés d'interprétation qui
nécessite une certaine expertise, alors qu’une discussion clinico-biologique reste
indispensable. De nombreux facteurs confondants ont été rapportés, certains restent

d’actualité, alors que d’autres n’ont plus lieu d’étre.

L'objectif de ce travail était de faire I'état de lI'ensemble des facteurs
confondants et de fausse réactivité du test rapportés par l'intermédiaire d’'une revue
de la littérature, afin de discuter des raisons et de ce qui reste d’actualité pour

permettre une interprétation éclairée des résultats de ce test.

Pour cela, nous avons interrogé les bases de données suivantes : Pub Med
principalement, EM premium et Google scholar. La recherche d’article s’étend jusque
septembre 2021. Cette recherche a été réalisée en combinant différents mots clés tels
que :

- «invasive fungal diseases », « diagnosis invasive fungal diseases »

- « false positivity and beta glucan », « false positivity and fungitell », « cross
reactivity beta glucan », « confounding factor and beta glucan », « beta glucan
dosage and false positivity »

-« beta glucan test and bacteremia », « Nocardia and beta glucan »

- « hemodialysis and beta glucan », « cellulose membrane hemodialysis and
beta glucan »

- « beta glucan and gauzes »

- «interférences de I'némolyse sur le dosage du Beta glucan », « interférences
analytiques fungitell »

-« candida colonized and false positivity beta glucan »

-« hepatic insufficiency and beta glucan »

-« wako fungitell » et « wako test and beta glucan »

La sélection des articles a été faite a partir de la lecture des titres et des résumés. Un
certain nombre d’articles a également été récupéré grace aux références citées dans

les articles lus.
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[1l. Revue de la littérature

1. Les microorganismes
a. Les Bactériemies sont-elles a 'origine d’une détection de p-(1,3)-D-glucanes ?

Il s’agit encore d’un sujet de controverse.

e Les études « CONTRE »

Metan et al. ont étudié le lien entre bactériémies et positivité des BDG dans un service
d’hématologie et de transplantation de CSH. Sur 83 épisodes de bactériémie chez 71
patients, seuls 14 patients avaient un taux de BDG positif. Parmi eux, 10 présentaient
une bactériémie a bacilles Gram négatif (BGN) (6 Escherichia coli, 2 Klebsiella
pneumoniae, 1 Klebsiella oxytoca, 1 Stenotrophomonas maltophilia) et 4 & cocci Gram
positif (CGP) (2 Staphylococcus aureus, 1 Enterococcus faecium, 1 Streptococcus
pneumoniae). Aucune bactériéemie a P. aeruginosa n’a entrainé de réactivité du
test (55).

Dans une étude prospective de Racil et al., sur 26 patients hospitalisés en
hématologie et présentant une bactériémie, seuls deux patients présentaient des BDG
positifs sur deux échantillons consécutifs. Finalement, ces deux patients souffraient
également d’'une IFI associée a leur infection bactérienne expliquant des taux élevés
(56).

Furfaro et al. ont analysé rétrospectivement 91 résultats provenant de 51
patients hospitalisés en hématologie et présentant une bactériémie ; 11 sérums
provenant de 7 patients étaient positifs en BDG. Un diagnostic d’Al probable ou
possible était posé chez 4 de ces patients, avec un taux de BDG médian de 214 pg/ml
et une positivité des BDG sur deux prélévements consécutifs. Le diagnostic d’IFI était
exclu pour les 3 autres patients et présentaient un taux de BDG médian plus faible de

146 pg/ml sur un seul échantillon (57).

Dans l'étude prospective de Desjardins et al., les auteurs excluaient tous
facteurs confondants pour 21 patients bactériémiques, 7 a Gram positif (dont 3
streptocoques et 1 entérocoques), 11 a Gram négatif et 3 présentaient une bactériémie

polymicrobienne. Tous les résultats des tests Fungitell® étaient négatifs (58).
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Lors d’une étude réalisee en USI pédiatrique par Zheng et al., trois groupes
distincts ont été comparés : un groupe A témoin (ni bactériémie, ni IFI), un groupe B
(bactériémie sans IFI) et un groupe C (bactériémie et IFl). Les valeurs de BDG entre
les groupes A et B étaient comparables. Le groupe C présentait des valeurs de BDG
significativement plus élevées que le groupe B, comme le montre les valeurs médianes
de BDG obtenues dans les groupes A (50 pg/ml), B (50 pg/ml), et C (268,7 pg/ml) (59).

e Les études « POUR »

Pickering et al. ont montré une diminution de la spécificité du test lors de l'inclusion
des patients bactériémiques passant de 77,2% a 51,9%. Les CGP semblaient jouer
un réle plus important avec 11 patients sur 15 présentant = 1 échantillons positifs aux
BDG (6 Staphylococcus aureus, 3 staphylocoques a coagulase négative,
1 Streptococcus mitis et 1 Enterococcus faecium), alors que dans le groupe des
patients bactériémiques a BGN, seuls 3 patients sur 10 avaient = 1 échantillons positifs
aux BDG (2 Escherichia coli, 1 Salmonelle) (Figure 20) (4).

TABLE 1. Fungitell BG assay results for various patient groups

No. of patients with BG result” of:

Group (no. of patients)
Positive Indeterminate Negative

Blood donors (36) 0 0 36

Blood culture positive for 13 1 l
yeast (15)

Blood culture positive for 1* 1 3
gram-positive cocci (15)

Blood culture positive for 3 2 5
gram-negative bacilli (10)

Histoplasma antigen 6 0 0
positive (6)

Histoplasma antigen 2 2 6
negative (10)

Aspergillus galactomannan 31 0 1
positive (32)

Aspergillus galactomannan 9 1 22
negative (32)

“ Positive, =80 pg/ml; indeterminate, 60 to 79 pg/ml; negative, <60 pg/ml
" One patient had documented invasive candidiasis, based on histologic find
ings in a tissue biopsy

Figure 20. Résultats des BDG Fungitell en fonction des groupes de patients.
Pickering et al. (4)

Albert et al. ont comparé trois groupes de patients : groupe A, constitué de
témoins sans micro-organismes circulants (n=19) ; groupe B, constitué de patients
bactériémiques a BGN (E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella oxytoca — Proteus mirabilis
et Enterobacter aerogenes) (n=22); et le groupe C, constitué de patients
bactériémiques a CGP (S. aureus, Staphylocoque a coagulase négative et

Streptococcus pneumoniae) (n=17). Les taux de BDG étaient positifs chez 16 sur 43

56



patients bactériemiques, dont 13/22 dans le groupe B (8 E. coli, 4 P. aeruginosa et 1
association K. oxytoca - P. mirabilis.) et 3/17 dans le groupe C (S. aureus), ce qui

semblaient I'inverse de I'étude de Pickering et al. (60).

Mennink Kersten et al. ont observé une réactivité du test Fungitell® pour 2/9 patients
présentant une bactériémie a P. aeruginosa et pour 1/5 patient présentant une

bactériémie a S. pneumoniae (61).
Plusieurs hypotheses permettraient d’expliquer une réelle réactivité du test :
)] Synthése de BDG par les bactéries

Il a été rapporté que certaines bactéries sont capables de produire des BDG, tres peu
étaient des pathogénes humains. Mcintosh et al. ont répertorié les espéces
bactériennes productrices de BDG sous trois formes, linéaire, cyclique ou ramifiée.
Ces bactéries sont principalement des bactéries du sol et des plantes. Cependant,
Nakanishi et al. ont montré, par coloration au bleu d’aniline de colonies bactériennes
productrices de polysaccharides type « curdlan», qu’Agrobacterium biovar
anciennement Alcaligenes faecalis var myxogenes peut produire des BDG linéaires
(« curdlan »). Les especes bactériennes pathogenes chez 'Homme, rapportées
comme productrice de BDG, sont ainsi Alcaligenes faecalis et S. pneumoniae
(Figure 21) (62) (63)

Certains streptocoques oraux mutants possedent des glucosyltransférases leur
permettant, en présence de saccharose, de synthétiser des glucanes (a-(1,3) et
chaines latérales a-(1,6) glucosidiques). Les souches de type 37 de S. pneumoniae
peuvent produire des BDG au niveau de la capsule, constitués d’'un squelette de
glucose liés en B-(1,3) et de chaines latérales en B-(1,2) (62) (64) (65) (66).

P. aeruginosa est composé de B-(1,2) et B-(1,6) glucanes périplasmiques osmorégulés
(OPG), une réactivité du surnageant de culture de cette bactérie avec le test Fungitell®
suggeére la présence de liaisons de type (3-(1,3) également (Figure 22) (61). Certains
BGN contiennent dans leur paroi cellulaire des beta-glucanes, notamment
P. aeruginosa. Certaines bactéries telles que E. coli synthétisent des OPG en réponse
a des environnements de faible osmolarité. Ces glucanes sont cycliques, cycliques
ramifiés ou linéaires ramifiés. lls peuvent étre substitués par divers résidus dans

différentes especes. E coli synthétisent des OPG de taille variable (de 5 & 12 résidus
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de glucose), cependant la structure du squelette est de type B-(1,2) avec des liaisons
en B-(1,6) (61) (67) (68).

Table 1 Occurrence of bactenal (1-+3)-p-n-glucans

Glucan type Bacterial source References

(1=+3)-p-o-glucan, Agrobacterium sp. 10C3 and derivatives Harada and Harada (1996), Nakanishi ct al. (1976)

lincar Agrobacterium sp. ATCC 31749 and denvatives Phillips and Lawford (1983), Stusinopoulos et al. (1999),
Kim et al. (2003)

A, radiobacter IFO12607,12665,13127,13256 Nakanishi ¢t al. (1976)

A. rhizogenes IFO13259
Rhizobium trifolii J60
Rhizobium sp. TISTR 64B

Nakanishi et al. (1976)
Ghai et al. (1981)
Footrakul ¢t al, (1981)

Buller (1990)

Kenyon and Buller (2002)
Miller et al, (1990)

Estrella et al. (2000)
Komaniecka and Choma (2003)
Altabe et al. (1998)

Bhagwat ¢t al, (1999)

Bhagwat et al, (1999)

Cellulomonas spp

C. flavigena KU

Bradvrhizobium foponicum USDA 110
R. loti NZP 2309

Azorhizobium caulinodans HAMBI 216
A. brastlense ATCC29710
Bradyrhizobium japonicum ndvC mutants

(123, 16)-B-D-
glucan, cyclic

(1=+3)-Pen-glucan,
cyclic Sinarhizobium melilot ndvB mutant with the

(1=3,1=2)-f-n-
glucan, side-chain-
branched

B. japonicum ndy locus
Streptococcus pneumoniae type 37

Knecht et al. (1970), Llull et al. (2001) J

Figure 21. Mcintosh et al. (62)
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Figure 22. Reéactivité du test Fungitell® aux différents surnageants de

culture bactérienne. Mennink-Kersten et al. (61)

1)) Perte d’intégrité de I'épithélium intestinal lors de sepsis

La perte d’intégrité de I'épithélium intestinal pourrait entrainer une réactivité du test
Fungitell® suite a la translocation de BDG a travers la barriére intestinale. Il existe
différentes raisons a cette perte d’intégrité. Le sepsis est une défaillance d’organes
entrainée par une réaction inappropriée de la réponse de I'héte suite a une infection
systémique. Ce sepsis va entrainer une fuite gastro-intestinale, par déstabilisation du

cytosquelette et des jonctions serrées des cellules épithéliales intestinales, et par
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conséquent, un passage de BDG depuis la lumiére intestinale, d’origine alimentaire ou
fongique. Cependant, 'augmentation des taux de BDG pourrait également étre due a
la translocation d’agents fongiques eux-mémes, entrainant une circulation sanguine

transitoire ou non de I'agent (69).

Certaines espéces d’entérocoques produisent un exopolysaccharide
contenant de la poly-N-acétylglucosamine. Ce facteur de virulence de I'entérocoque
lui permet de pénétrer un épithélium. Il posséde un rdle dans la rupture de I'intégrité
de la barriére intestinale. Dans ce contexte, il existe un risque accru de perméabilité
aux BDG, ce qui expliquerait qu’Held et al. ont retrouvé une augmentation des taux de
BDG avec le test Fungitell® lors de bactériémies a E. faecalis (5/10 bactériémies) (60)
(70) (72).

Finalement, certaines études n’ont pas écarté tous les facteurs confondants du test
parmi les thérapeutiques utilisées de fagon concomitante, telles que [linjection
intraveineuse récente d’immunoglobulines (Ig) ou encore I'administration
d’antibiotiques de la famille des beta-lactamines. De plus, daprés les
recommandations actuelles (56), il pourrait paraitre plus approprié de faire 2
prélevements en série pour confirmer un premier dosage positif avant de conclure a
un test positif, ce qui n’est souvent pas le cas. La comparaison de ces études souligne
l'importance de définir des criteres stricts pour la constitution des groupes
bactériémiques. Un certain nombre de facteurs confondants ayant été soulevé jusqu’a
ce jour, ceux-ci doivent étre pris en compte pour une bonne interprétation des résultats.
Les études plus récentes, majoritairement prospectives, témoignent que les
bactériémies peuvent étre une cause rare de positivité du test Fungitell® aprés s’étre
affranchies des limites des précédentes études. Il est important d’interpréter les

résultats de BDG sur deux prélevements consécutifs.

b. Infection a Nocardia

Nocardia se présente comme un fin bacille Gram positif ramifié, aérobie, ubiquitaire
largement distribué dans le sol, les végétaux et I'eau, pouvant coloniser la peau, les
tractus respiratoire et digestif de ’'homme ou des animaux. Il s’agit d’'une bactérie
opportuniste touchant principalement les immunodéprimés, mais également les
immunocompétents (dans un tiers des cas). Ce bacille est responsable d’infections

rares, mais potentiellement mortelles. Ces infections peuvent étre localisées (cutanée
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ou pulmonaire) ou disséminées (cerébrale, bactériémie). Il existe de nombreuses
espeéces de Nocardia de répartition différente selon le territoire, mais aucune ne
possede de BDG dans sa paroi cellulaire. Sa paroi cellulaire est composée d’un
polysaccharide neutre, polymére glucidique de D-arabinose, D-galactose, D-glucose
et un polyol. Le test Fungitell® n’est pas sensé réagir lors d’'une infection a Nocardia
spp. Cependant, quelques cas de nocardioses pulmonaires ou disséminées ont
montré une élévation des taux de BDG (72) (73) (74).

Hashizume et al. t¢émoignent pour la premiére fois d’'une augmentation des BDG
sériques lors d’un cas de nocardiose pulmonaire chez un patient présentant une
polymyosite. Les taux de BDG étaient élevés avant 'administration d’antibiotiques
écartant les antibiotiques comme facteurs confondants (75).

Lors d’'une Nocardiose cérébrale a Nocardia abcessus chez une patiente de 65 ans,
les taux de BDG étaient supérieurs a 523 pg/ml (test Fungitell®) dans le LCR, sans
gu’aucun autre marqueur fongique sérique, GM, BDG ou antigene cryptocoque, ne
soit positif. Les cultures fongiques et bactériennes du LCR étaient négatives. La culture
du pus de l'abces cérébral prélevé chirurgicalement était positive a Nocardia. Pour
confirmer leur hypothese, Koncan et al. ont récupéré des isolats de trois especes
différentes de Nocardia (N. cyriacigeorgica, N. neocaledoniensis et N. abscessus),
d’E. coli et de S. aureus, et de C. albicans comme témoin positif. Un bouillon de
thioglycolate pur a également été utilisé comme témoin négatif. Les différentes
souches ont été inoculées dans du LCR pour lequel le dosage de BDG était négatif.
Les taux de BDG étaient négatifs pour E. coli et S. aureus, et positifs pour C. albicans
et les difféerentes espéces de Nocardia confirmant I'hypothése d’'une réaction

croisée (74).

Par la suite, d’autres cas de nocardiose, utilisant parfois d’autre test de
détection des BDG que le Fungitell®, ont été rapportés en raison d’'une élévation des
BDG sériques (75-77). Dans une étude de Cornu et al., 1 patient sur les 2 inclus
présentait un taux de BDG tres éleve a 2 336 pg/ml (78). Dans la plupart de ces cas,
les autres facteurs confondants des BDG avaient été recherchés et exclus. De plus,
pour chacun des cas rapportés, les taux de BDG chutaient avec l'instauration d’'un
traitement antibiotique adapté, concordant avec I'amélioration clinique. Une élévation
des taux de BDG doit donc également mener a évoquer un diagnostic de nocardiose,

parfois diagnostic différentiel d’'une API.
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Une hypothése expliquant la réactivité du test reposerait sur la présence de BDG
dans la paroi cellulaire de Nocardia. Morikawa et al. étudiaient I'induction de la
cytotoxicité des polynucléaires sur des cellules tumorales, par des
immunomodulateurs antitumoraux. Parmi les immunomodulateurs testés, les B-(1,3)-
D-glucanes d’Alcaligenes faecalis var. myxogenes IFO 13140, le Bacillus Calmette-
Guérin, Propionibacterium acnes, le Zymosan A et le squelette de la paroi de Nocardia
pouvaient induire un effet cytotoxique. Une structure linéaire de (-(1,3)-glucanes

semblait nécessaire a l'induction de cet effet (73).

2. Les facteurs associés aux soins

Certains matériaux ou composes utilisés en chirurgie, hémodialyse, ou encore pour la
production de médicaments ou produits dérivés du sang peuvent étre a l'origine de
réaction croisée lors des tests de détection des BDG. Les sources de contamination
possibles par les glucanes lors du processus de fabrication d’'un de ces produits sont :
i) l'utilisation d’hydrolysats ou d’additifs dérivés de levures ou de plantes dans la
préparation des milieux de culture cellulaire ; ii) I'utilisation de cellulose (membranes
de filtration, a différentes étapes de production d'un médicament ou lors
d'hémodialyse (HD) ; compresses) ou de saccharose ; iii) la contamination fongique
d’excipients tels que le citrate de sodium ou le saccharose ; iv) les médicaments
constitués de BDG. S’ajoute a cela le fait que la translocation digestive et donc le
passage de microorganismes ou de leurs composés pariétaux (BDG) soit favorisée
par a) la chirurgie digestive, b) l'antibiothérapie prolongée, c) la chimiothérapie

induisant une mucite (79-82).
a. Matériels utilisés lors des soins
e Les membranes d’hémodialyse

L’hémodialyse consiste en une purification du sang des patients insuffisants rénaux
par l'utilisation de membranes extracorporelles de composition variable. La prévalence
des candidémies chez ces patients est de 5,7%, la fistule artério-veineuse constituant
une porte d’entrée et linsuffisance rénale chronique constituent des facteurs de

risque (83).

Dés 1984, plusieurs études signalaient une réactivité croisée du test basé sur

utilisation du LAL avec les membranes a fibres creuses d’'HD, les dérivés
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cellulosiques tels que le coton et lorsque les patients bénéficiaient d’'une HD utilisant
des membranes de cuprammonium, constituée de cellulose non modifiée. D’autres
études dans les décennies suivantes, ont montré que les taux de BDG s’élevaient chez
les patients sous HD utilisant des membranes de cellulose non modifiée, contrairement
aux patients sous HD utilisant des membranes synthétiques composés de polysulfone
ou de polyméthacrylate de méthyle(84—89). Les résultats sont contradictoires avec
d’autres tests que le Fungitell® concernant les membranes de cellulose modifiée
(constituée par exemple de triacétate de cellulose) (87,88). La dialyse péritonéale ne
nécessite aucune membrane artificielle et aucun effet n’a été observé sur les taux de

BDG a ce jour. Un récapitulatif des différentes études est réalisé dans le Tableau 5.

Tableau 5. Elévation des taux de BDG selon le type de membrane d'hémodialyse utilisée.

Etudes Test utilisé Types de membranes Elévation du taux de BDG
Yoshioka et al., Test LAL Membranes de cellulose non modifiée oui
1989 (86) (cuprammonium)
Taniguchi et al.,  Test chromogénique Membranes de cellulose oui
1990 (90) du limulus (CCLT)
Membrane en acétate de cellulose saponifiée oui
Yoshida et al.,
1998 (89) Membrane de polymére synthétique oui, non significative
Membrane en cellulose oui
Test Fungi-T
Kanda et al., est Fungi-Tec G, Membrane en triacétate de cellulose non
Membrane en polyméthacrylate de méthyle non
Kato et al, Test kit G test, Membrane de cellulose régénérée modifiée oui
2001(88) Japon Membrane synthétique en polysulfone non
Pr;gtf; (eglc)’/" Fungitell® Membrane de polymére synthétique non

A T'heure actuelle, la plupart des membranes utilisées sont des membranes
synthétiques de pointe ne provoquant aucune réaction croisée avec les tests des BDG.
Cependant, en dehors d’'une IFI, les patients soumis a 'HD ont d’autres causes
possibles d’augmentation des taux de BDG : i) utilisation de produits sanguins ; ii)
diminution du flux sanguin de la région splanchnique lors de I'HD, entrainant des
troubles intestinaux ischémiques et des lésions transitoires de la barriere intestinale et
donc un risque de translocation de BDG dans la circulation sanguine;

i) dysfonctionnement du systéme réticulo-endothélial (SRE) chez les insuffisants
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rénaux, entrainant un risque d’augmentation des taux de BDG par altération de la
clairance des BDG par le SRE (91,92).

e |Les compresses

Les gazes ou éponges utilisées lors des chirurgies ou chez les grands brdlés peuvent
étre responsables d’'une fausse réactivité des BDG. Les compresses hémostatiques
sont des dispositifs médicaux stériles, résorbables, composés de cellulose, extraite du
bois. Lorsqu’elle est saturée de sang, la cellulose oxydée gonfle et se transforme en
une masse gélatineuse noire ou brune qui contribue a la formation du caillot. La
cellulose se présente, dans sa forme linéaire, constituée de plusieurs centaines a
milliers de résidus de B-(1,4)-D-glucanes. Alors que les fabricants des tests de
détection des BDG indiquent que ces derniers ne réagissent pas avec les 3-(1,4)-D-
glucanes, certaines études montrent un lien entre I'utilisation de gazes lors de chirurgie
et I'élévation des taux de BDG (93) (94).

Szyszkowitz et al. ont remarqué que les taux de BDG étaient plus élevés aprés
une chirurgie abdominale ouverte que par laparoscopie. Or, les éponges et les gazes
sont plus fréquemment utilisées lors d’une chirurgie ouverte. Ainsi, I'interprétation des
taux de BDG dans les 5 jours suivant une chirurgie intestinale est difficile (95). Ce
constat a été veérifié chez des patients d’unités de soins intensifs chirurgicaux (USIC)
(96) et apres pontage aorto-coronarien (diminution progressive des taux de BDG,
> 500 pg/ml a JO, 271 pg/ml a J13 sans utilisation d’antifongique). Suite a ce constat,
des échantillons d’éponges chirurgicales ont été testées. Ces éponges immergées ont
entrainé des taux de BDG tres élevés (moyenne de 4853 pg/ml et 6596 pg/ml) (97).
Chez les brilés, les taux de BDG sont corrélés a la surface brilée mais pas a la surface
couverte par la gaze. La possibilité d’'une translocation a travers la peau Iésée n’est

pas exclue (98).

Selon l'étude de Kanamori et al. (test Wako), l'utilisation d'un pansement
chirurgical non tissé en lyocell apparait comme le produit le plus inerte vis-a-vis du test

utilisé.
b. Les membranes utilisées dans la production de médicaments

Les étapes de purifications des molécules utilisées en thérapeutique peuvent étre

responsables de la détection de BDG. Lors de ces étapes, des membranes filtrantes
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a base de cellulose sont utilisées et peuvent entrainer un relargage de BDG, et une
contamination du produit final. Cela est notamment décrit dans la littérature pour les
anticorps monoclonaux, les Ig, I'albumine, les antibiotiques ou encore les produits
sanguins. Actuellement, aucune directive ou norme indiquant la teneur minimale en
BDG des produits pharmaceutiques n'est disponible. Cependant, des directives
antérieures de la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis ont proposé que
la teneur en BDG et autres impuretés liées au processus soit limitée pour réduire les
risques d'immunogénicité. En outre, une limite de spécification, pour un anticorps
monoclonal d'lg E de 10 ng de BDG/mg de produit final, a été fixée par I'agence
gouvernementale du Royaume Uni de réglementation des médicaments et des
produits de santé (Medicines and Healthcare products Regulatory Agency (MHRA))
(82).

Certaines études proposent des solutions pour diminuer le risque immunogéne
lors de 'administration d’'un produit, et donc réduire le risque de réaction croisée avec
les tests de détection des BDG. Le rincage optimisé de filtre en profondeur est une
solution permettant de diviser par 2 les taux de BDG présents dans les produits
finaux (80,81). En résumé, les solutions alternatives sont : i) la sélection et le criblage
des matiéres premiéres pour limiter la quantité de 3-glucanes en aval de la production ;
ii) l'utilisation de filtres en membrane de nylon 6,6 (polymére de nylon, composé de
deux monomeres contenant chacun 6 atomes de carbone, 'hexaméthylénediamine et
I'acide adipique) a charge modifiée capable d’éliminer les B-glucanes des tampons a
des concentrations de pH et de sel relativement faibles ; iii) 'optimisation des ringcages
des filtres en profondeur (80-82) (99).

c. Lesimmunoglobulines

Duffner et al. rapportaient les observations de deux patients allogreffés avec des CSH,
présentant des taux de BDG élevés en raison de 'administration récente d’lg. La durée
de positivité du test aprés l'injection d’lg était de 2 a 3 semaines apres la derniére
injection (100). Bougnoux et al. ont testé 7 formulations intraveineuses (1V) et 4 sous-
cutanées (SC), les taux de BDG étaient > 523 pg/ml pour chacune de ces formulations.
Chez 18 patients sans signes d’IFl avec injection réguliére d’lg, tous les patients ont
vu leur taux de BDG augmentés (>523 pg/ml) aprés injection d’lg (101).
L’administration d’lg polyclonales enrichies en IgM a également entrainé des taux de
BDG faussement positifs, avec des valeurs de 30 000 pg/ml pour les
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immunoglobulines polyclonales enrichies en IgM et 305 pg/ml pour I'albumine (102).
Enfin, Ikemura et al. ont montré la présence d’un élément activateur du facteur G dans
les Ig. La concentration de cet élément augmente dans le plasma et les urines du
patient quelques heures aprés l'injection. Cette concentration augmente plus fortement
lors d’administration répétée. Finalement, les Ig filtrées sur membrane de nylon
contenaient moins de BDG que celles filtrées sur membrane de cellulose (103). Ainsi,
il N'est pas recommandé de doser les BDG dans les trois semaines suivant une
administration d‘lg (104).

d. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont une source controversée de réactivité des tests de détection
des BDG. Les antibiotiques les plus frequemment cités restent les antibiotiques de la
famille des beta-lactamines (incluant les pénicillines et les céphalosporines).
Différentes origines possibles a cette réaction croisée ont été soulevées et sont

détaillées ci-aprés.

)] Processus de fabrication impliquant un micro-organisme fongique

La premiere étape de fabrication de la pénicilline consiste en la production de la
pénicilline naturelle obtenue & partir de la fermentation de Penicillinum chrysogenum,
dont la paroi contient des glucanes. |l n’y a pas eu d’études sur P. chrysogenum, mais
il a été montré que Talaromyces marneffei (anciennement P. marneffei) relargue un
taux élevé de glucanes dans son surnageant. Ainsi, I'origine fongique de certains

antibiotiques pourrait jouer un réle dans les réactions croisées observées (105-108).

i) La filtration sur membranes de cellulose

Comme vu précédemment pour d’autres médicaments, cette étape est une source

probable de contamination lors du processus de fabrication (109).

i) L’altération de la barriere gastro-intestinale

L’administration prolongée d’antibiotiques déséquilibre le microbiote intestinal. Elle
induit également une altération de la barriére gastro-intestinale qui devient plus
perméable. Ainsi, un passage des BDG depuis la lumiére intestinale vers la circulation

sanguine pourrait induire des faux positifs des tests de détection des BDG (69) (107).
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Les études montrent que les taux de BDG varient selon les lots d’antibiotiques
et le fabricant du médicament, 'administration répétée d’'un antibiotique jouant un role
également. Il serait intéressant que les fabricants indiquent la teneur en BDG des lots
du produit final (110,111). Un récapitulatif des antibiotiques incriminés ou non est

réalisé dans le Tableau 6.

Tableau 6. Réactions croisées et antibiotiques dans le dosage des BDG.

Auteurs de I'étude Antibiotiques
Amoxicilline-acide clavulanique, ampicilline,
ampicilline-sulbactam, pipéracilline-tazobactam,
céfazoline, cefepime, cefotaxime, ceftazidime,

Liss et al. (110) ceftriaxone, cefuroxime, imipénéme, méropéneme,
colistine, daptomycine, doxycycline, érythromycine,
flucloxacilline, linézolide, rifampicine,
amphotéricine B desoxycholate et liposomale,

Etudes caspofungine, fluconazole et voriconazole
POUR  Mennink kersten et al.

(106)

Sulahian et al. (109)  Amoxicilline, amoxicilline-acide clavulanique,
pipéracilline-tazobactam

Pickering et al. (4) Amoxicilline, nafcilline, pipéracilline-tazobactam,
imipéneme, céfazoline
Hachem et al.(112) Pipéracilline-tazobactam

Amoxicilline-acide clavulanique

Marty et al.(111) Pipéracilline-tazobactam

Metan et al. (105) Pipéracilline-tazobactam
Etudes Metan etal. (107) Ampicilline-sulbactam
CONTRE (I\ﬁgré;unk kersten etal. o eracilline-tazobactam

I(—|1alrg)marstrom sl Pipéracilline-tazobactam

e. Les produits sanguins

Plusieurs produits dérivés du sang ont été incriminés : albumine, culots de globule
rouge, plasma frais congelés ou encore des facteurs de coagulation sanguine. La
présence de BDG est due également aux filtres de cellulose employés lors de la
filtration des éléments sanguins (114-118). Lo Cascio et al. ont observé que
'administration de 30 g d’albumine, deux jours avant le dosage des BDG, entrainait
un résultat faussement positif. L’étude de Koo et al. confirmait ce constat. Les
membranes de cellulose sont utilisées dans la premiere étape de fabrication de
I'albumine (119,120).
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Pour interpréter les résultats de BDG suite a I'administration des produits
dérivés du sang, Liss et al. proposent trois approches : i) I'approche prédictive
négative, selon laquelle il ne faut pas tenir compte d’un résultat positif les jours suivant
'administration de produits sanguins, et n’utiliser que les résultats négatifs pour
exclure une IFI ; ii) 'approche de la valeur maximale, selon laquelle la mesure des taux
de BDG apreés transfusion devient la nouvelle valeur seuil, ainsi en cas de stabilité ou
d’augmentation de cette valeur cela serait en faveur d’'une IFI ; et iii) 'approche du
calculateur, selon laquelle la détermination par le producteur du taux de BDG contenu
dans le produit sanguin avant la perfusion permet de calculer par une formule validée
(Figure 23) les taux de BDG post transfusionnel attendus et d’ajuster la valeur seuil.
Cette derniere approche apparait intéressante, mais oblige les producteurs a indiquer

la teneur en BDG de leurs produits (121).

Blood product BDG (pg ml « volume of infusion ml

Established patient blood volume [ml]

Figure 23. Formule utilisée pour I'approche du calculateur, extrait de Liss et al. (121)

Liss et al. ont évalué linteraction potentielle de différents produits sanguins
(albumine humaine, plasma frais congelé, transfusion de plaquettes non diluées et
concentrés de globules rouges) avec les dosages de BDG. Seuls les taux de BDG
aprés administration de plaquettes étaient négatifs. Les concentrations de BDG
mesurées chez les patients aprés transfusion correspondaient approximativement a

leurs estimations selon la formule précédemment citée (Figure 24) (121).

Table 2 BDG level calculations and measurements.
Human albumin Packed red cells - patient 1 Packed red cells - patient 2
BDG in product’ 1,251 PRBC 1: 2113 PRBC 3: 2057
PRBC 2: 3070 PRBC 4: 3371
Expected BDG increase 10,5 269 271
Patient serum BDG prezransfuf,'on' 42 17 13
Patient serum BDG post-transfusion’ 58 183 361

BDG, 1,3-B-D-glucan: PRBC, packed red blood cells.

'All values in pg ml™!

Figure 24. Extrait de Liss et al. (121)
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f. Les antitumoraux

Les BDG peuvent étre utilisés comme adjuvant de la chimiothérapie, radiothérapie ou
immunothérapie anticancéreuses. Les BDG utilisés sont dérivés de différents
microorganismes, et notamment des levures. Les anticorps monoclonaux
antitumoraux se lient aux cellules tumorales et activent le complément. Les BDG
viennent stimuler la réponse immunitaire en se liant spécifiguement au récepteur 3 du
complément (CR3) via le domaine des lectines, et ainsi favoriser la cytotoxicité
cellulaire des cellules cancéreuses recouvertes d’iC3b (opsonine produite lors du
clivage par le facteur | du complément de la protéine C3b). Les BDG vont également
stimuler les réponses immunitaires antitumorales innées et adaptatives. La supériorité
de l'utilisation combinée des BDG avec les anticorps monoclonaux a été démontrée
par rapport a [lutilisation seule de chacun des composants. L’ajout
d'immunomodulateurs comme les glucanes promet une amélioration des thérapies
anticancéreuses. Les BDG trouvent également une nouvelle utilisation en tant que
particule de transport d’autres agents thérapeutiqgues anticancéreux. Ainsi, leurs

propriétés anti-cancéreuses sont multiples (122-125).

Le schizophyllane (Sonifilan, Sizofiran, SPG) ou encore le lentinane font partie
des spécialités utilisées. Le SPG est constitué d'unités répétitives de résidus de B-
(1,3)-D-glycopyranosyle (poids moléculaire d'environ 450 000). La clairance du SPG
chez I'hnomme peut étre supérieure a 30 jours apreés une seule injection intramusculaire
de 20 ou 40 mg, la concentration sanguine de SPG était de l'ordre de dizaines de
ng/ml. Le lentinane est utilisé en clinique comme modificateur de la réponse biologique
dans le traitement du cancer gastrique. Des études sur I'administration de lentinane
ou schizophyllane comme facteur confondant des BDG montrent qu’'un test de
détection des BDG peut étre positif jusqu’a plusieurs années aprés I'administration,
comme en témoigne le cas d'une patiente présentant un taux de BDG trés élevé
plusieurs années apres le traitement d’'un cancer du col de l'utérus par administration
de Sizofiran (126,127).

68



3. Les interférences analytiques

Il existe deux types d’interférences analytiques potentielles. Le premier li¢ a une
contamination par I'environnement ou le matériel utilisé lors de la réalisation du test.
Le deuxieme lié a 'aspect des sérums en lien avec ’hémolyse, la lactescence, l'ictére

par la présence de bilirubine, ou la turbidité.
a. Environnement et matériels

Lors de la réalisation du test, une attention particuliere doit étre portée sur
'environnement de la manipulation, afin de limiter les risques de contamination. Les
spores fongiques présentes en suspension dans I'air sont une source éventuelle de
contamination. Une étude d’lossifova et al. a permis d’observer des variations des
quantités de BDG environnementales selon les espéces fongiques présentes dans
des échantillons de poussieres domestiques. Les espéces contribuant le plus a
augmenter les concentrations en BDG étaient les plus répandus dans
'environnement (128). Il est recommandé d’utiliser des matériaux et réactifs exempts
de B-(1,3)-D-glucanes détectables, dits « glucan-free ». Les matériaux cellulosiques
tels que les gazes, le papier absorbant et les cartons d’emballage doivent étre évités

dans I'environnement ou se déroule le test (129).

Dans une étude de Pickering et al., les taux de BDG pouvaient s’élever avec la
manipulation des échantillons. Trois échantillons de 1 ml initialement négatifs vis-a-vis
des BDG, ont été transférés jusque 4 fois dans de nouveaux tubes. Chaque aliquot a
été testé simultanément. Une augmentation des concentrations en BDG a été

observée pour deux échantillons au fur et & mesure des transferts (Tableau 7) (4).

Tableau 7. Contamination aprés manipulation des échantillons (test Fungitell®).
D'apres Pickering et al. (4)

Taux des BDG (en pg/ml) aprés n transferts

n=0 n=1 n=2 n=3 n=4
Echantillon 1 58 36 38 322 529
Echantillon 2 24 21 50 83 102
Echantillon 3 34 19 16 24 33
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b. Aspect des sérums

Ces interférences concernent essentiellement les tests utilisant la cinétique-
colorimétrique comme méthode de détection. Le fabricant du test Fungitell® mentionne
l'interférence possible avec les échantillons hémolysés, lipémiques ou encore
ictériques. Le risque de résultats faussement négatifs ou faussement positifs varie
avec le type d’interférence. Pickering et al. ont montré les effets de I'hémolyse,
I'hyperbilirubinémie et I'hypertriglycéridémie sur le test Fungitell®. Aprés
supplémentation d’échantillons initialement positifs pour ce test avec de bilirubine et
des triglycérides, les résultats étaient faussement négatifs, contrairement a
I’'hnémoglobine qui entrainait des résultats faussement positifs (Figure 25). Cette étude
a permis de définir des seuils de concentration minimale d’interférence (pour une
déviation standard de 20%) de 588 mg/dl pour I'hémoglobine, de 72 mg/dl pour la
bilirubine et de 466 mg/dl pour les triglycérides (4). Le fabricant recommande de tester
de nouveau I'échantillon aprés dilution, en cas de cinétigues de DO inhabituelles,
notamment en cas d’hémolyse, lipémie ou d’excés de bilirubine (129). Nadji et al. ont
dosé les BDG de 39 sérums (8 clairs, 11 lipémiques, 8 ictériques et 12 hémolyseés).
Les échantillons ont été dosés purs et dilués jusqu’au 10™e en duplicats. Les taux de
BDG étaient stables pour les échantillons d’aspect clair avant et aprés dilution,
augmentés pour les échantillons ictériques ou lipémiques apres dilution, et variables
pour les échantillons hémolysés (7/12 augmentés et 5/12 diminués) apres
dilution (130).
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Figure 25. Extrait de Pickering et al. (4)
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La L-asparaginase est une enzyme de nature protéique extraite de cultures
d’E. coli, hydrolysant I'asparagine. Elle est indiquée dans le traitement des leucémies
lymphoblastiques aigués et les lymphomes malins non hodgkinien, empéchant les
cellules tumorales, incapables de synthétiser elle-méme cet acide aminé, de
s’approvisionner en asparagine extracellulaire et donc entrainant leur mort. L’étude de
Hammarstrom et al. incluait 13 patients suivi en hématologie présentant une IFI
prouvée ou probable et 96 patients ne présentant pas d’IFl. Deux échantillons de
sérum ont été prélevés successivement. Parmi les 96 patients non infectés par une
IFI, 59 avaient au moins un dosage de BDG > a 50 pg/ml (Fungitell®). Les patients
traités par L-asparaginase pégylée présentaient un taux moyen de BDG sériques
significativement plus élevé. La L-asparaginase entraine généralement une
augmentation de la triglycéridémie. Cependant, une hypotriglycéridémie est
également possible en cas de traitement par L-asparaginase. Le processus de

fabrication du médicament pourrait également étre impliqué (113) (131).

c. Immunoglobulines sériques

Un taux élevé d’lg, observé en cas de myélome multiple par exemple, pourrait
entrainer une précipitation du mélange réactionnel avec le kit Fungitell®. L’'observation
des courbes obtenues lors du dosage offre une opportunité d'observer les artefacts
optiques potentiels. En cas d'artefacts, la DO augmente sans période de latence
initiale, normalement associée a l'activation de la protéase zymogéne
(Figure 26) (132). Dans I'étude impliquant 29 sérums de patients atteints de myélome
multiple ou de macroglobulinémie de Waldenstrom sans IFI, 7 sérums étaient
ininterprétables en raison d’artefacts optiques provenant de niveaux élevés de
paraprotéines. Des taux d’IgG > 2000 mg/dl étaient prédictifs de d’artefacts. En effet,
les Ig de type G ont un point isoélectrique dans la plage basique (pH de 6,5 a 9,5)
tandis que les Ig de type A ou M ont un point isoélectrique dans la plage acide (pH de
4,5 a 6,5). Or, le tampon du dosage des BDG présente un pH de 7,4, se situant dans

la plage basique, entrainant un risque de précipitation des IgG (132).

Finalement, Sendid et al. ont décrit une stratégie simple pour surmonter les
interférences sériques lors de la détection des BDG, reposant sur la thermostabilité
des sucres, et donc des glucanes. Un chauffage des échantillons a 100°C pendant 3

minutes en présence de Na2-EDTA suivi d’'une centrifugation a 10 000 g permet de
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dissocier les complexes sériques ou de dégrader les composés thermosensibles

(protides, lipides, ou bilirubine) et de les éliminer (133).

(A) BG dosage trace cinétique d'un échantillon positif sans artefacts optiques ; (B) trace cinétique d'un contrdle négatif: (C et D) trace
cinétique montrant des artefacts optiques. OD, densité optique. Dans les panneaux C et D, notez les lectures initiales de DO élevée o

l'absence de périodes de latence initiales comparnibles avec des artefacts opriques

Figure 26. Dosage des BDG en présence ou non d’artefacts optiques. D’aprés Issa et al.
(132)

4. Perte d’intégrité épithéliale intestinale

La muqgueuse intestinale est une barriére physique, biologique et immunologique,
permettant I'absorption des nutriments tout en empéchant la translocation des
microbes et de leurs produits. Cette barriére intestinale peut étre altérée en cas de
sepsis, d’insuffisance rénale chronique, de cirrhose, mucoviscidose, infection a CMV
ou en cas d’infection par le VIH, mais également de fagon iatrogéne, suite a une
chimiothérapie ou une chirurgie abdominale. Ces lésions intestinales peuvent alors
entrainer une translocation microbienne ou entrainer des faux positifs aux tests de
détection des BDG (134).

probiotic bacteria _ = _

(lactobacillae) o “ o lumen

surface phospholipids

protection

system e

phospholipids

goblet intestinal
cells epithelial cells

Figure 27. Systeme de protection des surfaces de la muqueuse gastro-intestinale. D'apres
Bengmark et al. (135)
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a. Patients d’hématologie

L’altération de la barriére intestinale peut étre le fait d’'une mucite due a une
chimiothérapie ou d’'une réaction du greffon contre I'néte de localisation digestive
(GVHD) (134). Dans les 24h suivant la chimiothérapie, une hyperperméabilité
intestinale entraine un risque de translocation microbienne, due a l'apoptose des
cryptes, une dysmorphose cellulaire et une ouverture des jonctions serrées
intercellulaires (91)(136). Plusieurs études faites chez les patients d’hématologie,
décrivent des cas de fausse positivité du test. Les auteurs émettent I’hypothése d’une
translocation fongique a la suite d’'une apoptose des entérocytes induite par la
chimiothérapie. Les mucites pourraient conduire a un passage de Candida ou ses
antigénes a travers la muqueuse endommagée (136-141). Cependant, selon Prattes
et al., la mucite a elle seule ne peut pas expliquer I'élévation des taux de BDG. Aucune
corrélation n’a été observée entre les marqueurs de mucite (citrulline et protéine de
liaison aux acides gras intestinaux (IFABP)) et les taux de BDG chez des patients
atteints de mucite (142).

b. Patients atteints du virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

L'infection par le VIH est associée a une modification du microbiote intestinal, & une
perturbation de la barriere épithéliale intestinale et a une augmentation de la
perméabilité intestinale. Malgré I'amélioration de la santé globale de ces patients
recevant un traitement antirétroviral (TAR), les lésions intestinales persistent et la
translocation de produits microbiens depuis la lumiére intestinale vers la circulation
sanguine contribue a la persistance d’un état inflammatoire chronique a l'origine des
comorbidités non liées au SIDA. Le contact permanent avec les BDG pourrait jouer un

réle dans 'entretien de l'inflammation (134).

Les patients atteints du VIH présentent une dysbiose intestinale liée a une
activation accrue des lymphocytes T CD4 et CD8 combinée a une infiltration de
neutrophiles dans le sigmoide. Les entérocytes subissent une apoptose entrainant une
perte d’intégrité intestinale permettant la translocation bactérienne et fongique dans la
circulation sanguine. Cette translocation contribue a [lactivation immunitaire
systémique et I'apparition de comorbidités, notamment coronarienne. lls ont ainsi
montré que les taux de BDG étaient élevés chez ces patients et associés a des
marqueurs de l'inflammation et a 'activation des lymphocytes CD4 et CD8. Les taux
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de BDG étaient élevés indépendamment de la durée de linfection par le VIH et
persistaient sous TAR (143).

Dans une étude impliguant des enfants ougandais atteints par le VIH, souvent
des la naissance, les taux de BDG étaient plus élevés chez les enfants séropositifs
gue chez les enfants séronégatifs (indépendamment d’'une exposition au VIH pendant
la grossesse). En dehors d’'une éventuelle translocation microbienne, des facteurs
socio-économiques ou des habitudes alimentaires riches en B-glucanes (champignon,
avoine, orge) étaient proposés pour expliquer ces taux. De plus, la translocation
fongique pourrait concerner d’autres sites corporels que l'intestin tels que la peau ou
les cavités buccale et nasale, connues pour étre colonisées par des

champignons (144).

c. Impact de la consommation alimentaire sur les taux de BDG

Hashimoto et al. ont rapporté le cas d’'un patient présentant une élévation des taux de
BDG apres une allogreffe de CSH. Le patient a présenté une réaction du greffon contre
I’h6te impliquant la peau et le tractus gastro-intestinal, traitée par corticoides. Les taux
de BDG étaient augmentés (157 pg/ml a J61, 229 pg/ml a J89), sans augmentation
des galactomannanes. L’augmentation des taux de BDG coincidait avec la
consommation de varech par le patient. Il s’agit d’'une algue brune de l'ordre des
Laminariales contenant divers polysaccharides dont la laminarine. La laminarine est
un polysaccharide de stockage linéaire du glucose avec des liaisons (1,3)
prédominantes. Il a été retenu que le varech était la cause de I'élévation significative
des BDG (145).

Selon Spriet et al., la consommation d’un complément nutritionnel « I'ImunixX »
contenant des BDG n’entrainait pas de positivité du test. Cependant, leur étude a été
réalisée chez des volontaires sains ne présentant apparemment pas de lésions
intestinales. L’absorption des BDG serait augmentée lorsqu’il existe une perméabilité

gastro-intestinale (146).
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d. ROle de la colonisation par Candida

La colonisation par Candida est une des causes de fausse positivité étudiée dans la
littérature. Les facteurs de risque de colonisation par Candida sont principalement une
durée prolongée d’'un séjour en soins intensifs, I'utilisation d'une nutrition parentérale,
d’antibiotiques a large spectre et a long terme, la présence de cathéters centraux et
une chirurgie abdominale (147). Dans une étude de Ponton et al., 3 patients avaient
des taux de BDG significatifs, les IFI ayant été exclues. Sur ces 3 patients, seuls 2
étaient colonisés par Candida (sur 1 et 4 sites). Cependant d’autres patients étaient
colonisés et leurs taux de BDG étaient négatifs. Aucun lien ne pouvait donc étre
établi (148,149), De méme pour Obayashi et al., sur 10 patients présentant une
colonisation a Candida sans signe d’inflammation (5 buccales, 3 pulmonaires et 2
urinaires), tous avaient des taux de BDG négatifs (150). Cependant, I'étude de Poissy
et al., contredit ces conclusions. Leurs résultats témoignent d’'une association entre un
niveau cumulé de colonisation élevé a Candida pendant tout le séjour en soin intensif
et un niveau élevé de BDG >1 000 pg/ml (151).

Les patients atteints de mucoviscidose ou sous ventilation mécanique sont
sujets a une colonisation fongigue, notamment respiratoire. Rautemaa et al.
témoignent que les patients atteints de mucoviscidose présentant une colonisation du
tractus respiratoire par Candida ou Aspergillus, ont des taux de BDG élevés sans
signes d’IFI. Cette élévation serait due a une perméabilité de la barriére intestinale liée
a un état d’hyper-inflammation et non a une translocation pulmonaire (152).
Cependant, I'étude de Kitsios et al. a montré gu’'une translocation pulmonaire est
possible. lls ont réparti des patients sous ventilation mécanique souffrant d’'une
insuffisance respiratoire aigué (IRA) selon trois sous-groupes : détresse respiratoire
aigué, COVID-19 et traumatisme cranien. Deux marqueurs ont été étudiés pour
évaluer les lésions pulmonaires et intestinales, respectivement RAGE plasmatique
(Receptor for advanced glycation end products) et FABP-2, parallelement a la mesure
des taux de BDG et I'’évaluation de la colonisation des tractus digestifs et respiratoires.
Leurs résultats suggerent que les alvéoles Iésées peuvent contribuer a la circulation
des BDG, tout comme les Iésions inflammatoires digestives (153). Il a également été
suggeéré que des taux de BDG élevés pouvaient étre considérés comme un marqueur
prédictif de mortalité chez les malades graves et un marqueur de linvasion de la

barriere intestinale avant l'infection (154).
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Chez les enfants dont les nouveau-nés, la colonisation fongique pourrait
egalement étre associée a des taux élevés de BDG. Comme décrit par Ramos et al.,
les taux sériques de BDG peuvent étre plus élevés chez les enfants que chez les
adultes en 'absence d’IFI (155). Goudjil et al, suggéraient une augmentation du seuil
de positivité a 125 pg/ml (Test Fungitell®) (156).

e. Chirurgie digestive

En plus de I'utilisation de gaze contenant de la cellulose, la chirurgie abdominale peut
représenter un risque de facteur confondant. Dans une étude de White et al., 9 des 13
patients ayant été opérés avaient des taux de BDG élevés alors qu’une IFI était exclue.
Les auteurs mettaient en cause une translocation de la flore intestinale vers la

circulation sanguine (47).

5. L'insuffisance hépatique

Les BDG ont une élimination principalement hépatique. Une étude de Suda et al.,
suggeérait que les cellules hépatiques de Kupffer sont responsables de la dégradation
des BDG (157). D’aprés une étude de Sanada et al., ayant exploré les taux de BDG
au niveau de la veine porte en comparaison avec ceux d’'une veine périphérique lors
d’'une transplantation hépatique, les taux sériques de BDG refléteraient la clairance
hépatique (158). Ainsi, il semblerait qu’une altération de la fonction hépatique
entrainerait une augmentation des taux sériques de BDG lié a un défaut de leur
clairance. Ces éléments sont appuyés par les résultats de I'étude de Kimura et al. Des
rats atteints de cirrhose présentaient des taux de BDG apres chirurgie digestive plus
importants que les rats non cirrhotiques (159). Dans le cas des cirrhoses,
'augmentation pourrait également étre associée a un risque de translocation

microbienne par perte d’intégrité intestinale.

6. Les Tumeurs

Certaines tumeurs pourraient étre responsables d’'une élévation des taux de BDG.
Pinto et al. ont rapporté le cas d’'un patient de 16 ans dont le test de détection des BDG
était positif. Un bilan des étiologies malignes, infectieuses et auto-immunes était
réalisé devant un affaissement du visage, des acouphénes du c6té gauche et une
perte auditive bilatérale. Seuls les BDG étaient élevés, > 500 pg/ml, associés a un
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dosage du GM négatif. Le voriconazole était introduit pour suspicion d’'une méningite
fongique. Aucune culture n’est revenue positive. Finalement, un germinome
intracranien était diagnostiqué. L'immunomarquage était positif pour le facteur de
transcription se liant a 'octameére 4 et la phosphatase alcaline placentaire (PLAP). Les
deux dosages sériques de BDG suivants étaient positifs (a 362 et 429 pg/ml). Apres
avoir écarté les autres causes de faux positifs et une IFl, il apparait possible que les
protéines glycosylées codées par le gene PLAP soient responsables de la réactivité
du test. Ainsi les tumeurs des cellules germinales pourraient étre un des facteurs
confondants du test des BDG (160).

7. Facteurs confondants des tests Wako et Dynamiker

Des faux positifs ont également été rapportés pour les autres tests de détection de
BDG commercialisés. Nous allons nous intéresser plus particulierement aux tests

Wako et Dynamiker, qui ont obtenus le marquage CE.

a. Le test Wako

Ce test utilise une méthode de détection turbidimétrique, qui lui confére une meilleure
spécificité. Cette méthode Iui permet de s’affranchir de certaines réactions non
spécifiques entrainant des faux positifs notamment les interférences analytiques liés a
'aspect coloré du sérum (hémolyse, ictére) (161). Certains facteurs confondants
rapportés pour le test Fungitell® sont valables pour le test Wako tels que les injections
d’lg humaine, l'utilisation de médicaments contenant des BDG (lentinane, SPG),
I'utilisation de membranes de cellulose pour I'HD, les gazes utilisées lors de chirurgie
ou encore l'administration de produits sanguins (126) (162). L’'une des principales
sources de B-glucanes dans les membranes cellulosiques est le B-(1,4)-D-glucane.
Lors de I'analyse des produits de relargage des membranes apres action de la $-(1,3)-
glucanase, permettant de dégrader les BDG, les résultats du test était négatif. La
détection est donc bien spécifique des -(1,3)-D-glucanes. Le mécanisme par lequel
la cellulose relargue des B- (1,3)-D glucanes n’a pas été étudié (114). Dans une étude
de Kannamori et al., 6 gazes différentes ont été immergées dans de I'eau purifiée
stérile et les taux de BDG relargués ont été mesurés. Apres 120 minutes d’immersion,
les taux de BDG allaient de 11,7 pg/ml, pour les gazes a base de lyocell (Soft gauze®),

a 6612 pg/ml pour les éponges a base de coton tissé (LAP Sponge®). A I'exception du
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pansement chirurgical non tissé en lyocell, il y avait une corrélation positive entre le
temps d’'immersion et les valeurs de BDG. Les taux de BDG variaient selon la marque
et le type de gaze. Les taux de BDG étaient plus faibles avec les gazes n’ayant pas
subi de prélavage des fibres de coton. Les gazes a base de lyocell non tissés ne

généraient pas d’élévation des taux de BDG apres 120 minutes d'immersion (94).

Dans des études impliqguant des patients VIH+ ou atteints d’hémopathies (163),
des patients présentant une mucite sévére et/ou une infection au VIH ainsi que pour
des patients présentant une péritonite bactérienne notamment a Pseudomonas
aeruginosa, une colonisation par Candida, aucun faux positifs n’a été relevé. Seule
'administration de pipéracilline-tazobactam, et la présence de lésions cutanées
étendues étaient associés a des taux élevés de BDG (164). Dans I'étude de Seen et
al., aucun faux positif n’était observé (165). Mais, tout comme le test Fungitell®, une
réaction du test Wako a été observée en cas de nocardiose comme le montre le cas

clinique décrit par Sawai et al. (77).

b. Le test Dynamiker

Selon la notice fournie par le fabricant, les causes possibles de faux positifs sont une
contamination environnementale pendant le test, ’hémodialyse en cas d'utilisation de
membranes de cellulose, I'utilisation de compresses ou matériaux similaires contenant
du glucane, les préparations de type albumine, facteurs de coagulation du sang,
immunoglobulines, les septicémies d’origine bactérienne (a streptocoque en
particulier), les traitements par des molécules anticancéreuses (lentinane et
schizophyllane), les traitements par sulfamides. Des interférences analytiques sont
également possibles en cas d’échantillon hémolysé, ictérique, trouble en raison d’un

taux important de lipides. (Figure 28) (166).

78



Interférences

Les tests de contréle des différentes substances potentiellement interférentes dans le sérum
ont montré qu'il n’y avait pas d’interférences pour les concentrations mentionnées
ci-dessous :

Hémoglobine dans des <7 mg/mil
échantillons hémolysés

Triglycérides dans des échantillons < 5 mmol/l
troubles a haute teneur en M.G.

Bilirubine dans des échantillons de < 170 pmol/l
jaunisse

Réaction croisée

Endotoxine <1.0 EU/mI

Figure 28. Extrait de la notice du test Fungus -(1,3)-D-Glucane, de TECOmedical Group.
(166)

En raison d’un nombre trés restreint d’études sur ce test, nous avons peu de
recul sur I'existence de facteurs confondants. L’étude de Shabaan et al., est une des
rares études relevant des causes de fausse positivité du test dans une population de
réanimation néonatale. Leur étude avait inclus 77 patients répartis en trois groupes : i)
groupe sans fongémie (n=44), ii) groupe avec une suspicion de fongémie (n=25), et
iii) groupe avec fongémie prouvée (n=11). Dans le groupe sans fongémie, ils ont
répertorié 14 taux équivoques et 4 taux positifs de BDG. Les causes possibles
évoquées étaient la chirurgie récente et des septicémies a P. aeruginosa. Les criteres
d’exclusion incluaient l'utilisation d’antibiotiques dérivés de sources fongiques tel que
I'amoxicilline-acide clavulanique, de produits sanguins, d'immunoglobulines et n'ont

pas pu étre évalués. (52)
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V. Discussion

1. Les facteurs confondants

L’interprétation des résultats des tests de BDG est complexe pour les non-initiés. Alors
qu’un test négatif exclu, la plupart du temps le risque d’IFI, en raison de la forte VPN
du test, un certain nombre de facteurs confondants empéche de considérer un test
positif sans se poser de questions. Parmi les facteurs relevés dans la littérature,
certains restent encore controversés, tandis que d’autres sont reconnus de fagon

certaine.

Parmi les facteurs controverses, il est établi que certaines bactéries pathogenes
chez 'Homme sont susceptibles de produire des B-(1,3)-D-glucanes tels que
Alcaligenes faecalis ou Streptococcus pneumoniae de type 37. Pseudomonas
aeruginosa possede un squelette polysaccharidique de type B-(1,2)-D-glucane ne
permettant normalement pas de réagir avec les tests de détection des BDG. Les
entérocoques permettraient une perméabilité de la barriere digestive, entrainant un
risque de passage des BDG a travers la mugueuse intestinale et indirectement des
taux sériques plus élevés de BDG. Enfin, les infections a Nocardia semblent
responsables d’une augmentation des taux de BDG sériques sans que la raison ait été

identifiée.

Parmi les facteurs reconnus, il existe de nombreuses origines iatrogénes. Les
compresses utilisées en chirurgie, les membranes filtrantes en cellulose utilisées lors
de séances d’hémodialyse, ainsi que pour la fabrication de médicaments ou la filtration
de produits sanguins ont été étudiées. Malgré leur nature cellulosique, dont les liaisons
sont de type B-(1,4), un relargage de résidus liés en -(1,3) est possible sans que I'on
ne sache I'expliquer. Ainsi, dans les produits a risque, sont évoqués les anticorps
monoclonaux, les immunoglobulines, les produits sanguins (albumine, culots de
globule rouge, plasma frais congelés ou encore des facteurs de coagulation sanguine),
les antibiotiques, principalement les beta-lactamines. De par leur nature méme, les
adjuvants des anti-tumoraux, constitués de B-(1,3)-D-glucanes, sont incriminés (SPG,

lentinane).

La perte d’intégrité digestive est un facteur confondant important, en permettant

la translocation de micro-organismes ou le passage direct de BDG d’origine
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alimentaire (algues, champignons, avoine) ou relargués par les micro-organismes
dans la lumiére intestinale. Cette perte d’intégrité peut étre due a de nombreux facteurs
tels que les enterococcémies, le sepsis, linsuffisance rénale chronique (IRC),
I'infection par le VIH, la chimiothérapie, mucoviscidose, I'insuffisance hépatique (IH),
la GVHD, ou encore la chirurgie digestive. La perte d’intégrité des épithéliums
pulmonaires et cutanés ont également été rapporté en tant que causes possibles
d’augmentation des BDG. La présence d’une colonisation par des éléments fongiques
pourrait jouer un réle supplémentaire dans I'élévation des BDG en cas de perte

d’intégrité.

Les sérums lipémiques, ictériqgues, hémolytiques, troubles, hyperprotéiques,
interferent principalement avec les méthodes de détection par cinétique-
colorimétrique. Enfin, de facon anecdotique, certaines tumeurs germinales seraient
capables de produire des protéines glycosylées réagissant avec les tests de détection
des BDG.

2. De quels facteurs faut-il encore tenir compte a I'heure actuelle ?

L’hémodialyse en tant que tel n’est plus un facteur confondant étant donné que les
membranes de celluloses utilisées initialement ont été remplacées par des
membranes synthétiques. Par contre les membranes de cellulose sont toujours
utilisées dans la fabrication de médicaments. Cependant, concernant les antibiotiques,
Finkelman affirme que 'administration parentérale d’antibiotiques est une voie d’apport
de BDG circulant possible mais peu probable, du fait de la dilution élevée lors de
I'injection de volumes assez faibles d’antibiotiques. De plus, les patients recevant des
antibiotiques sont nombreux, et pourtant nous n’observons pas systématiquement
pour autant des taux significatifs de BDG dans cette population (167). De plus en plus,
les fabricants sont amenés a surveiller les taux de BDG dans leurs produits a usage
thérapeutique et a les réduire. Les membranes peuvent faire 'objet d’un processus de
rincage permettant la réduction des BDG relargués et de nouveaux matériaux

permettent petit a petit de remplacer les membranes de cellulose (40).

Lors de la réalisation des tests de détection des BDG, I'utilisation de matériels
« glucan-free » est en ceuvre depuis des années. Le risque de contamination
environnementale n’étant pas négligeable, le respect de bonnes pratiques de

manipulation est indispensable : éviter les transferts répétés, manipuler les sérums
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sous poste de seécurité microbiologique, réserver une paillasse « propre » pour la
réalisation du test. Afin de s’affranchir des risques de faux positifs (ou faux négatifs)
liés aux interférences analytiques, il est nécessaire de considérer le chauffage des
échantillons a 100°C pendant 3 minutes en présence de Naz2-EDTA comme une étape
pré-analytique intéressante. Lors de la validation technique des résultats, I'analyse des
cinétiques est indispensable afin d’éliminer les cinétiques ne présentant pas de phase
de latence. Ces bonnes pratiques font I'objet d’'une formation stricte du manipulateur,
réduisant considérablement les risques de mauvaise interprétation qui pourraient étre

générés au laboratoire.

3. Conseils pratiques pour une bonne interprétation

Les résultats des tests doivent étre interprétés en fonction du contexte clinique du
patient, de la cinétigue des dosages successifs de BDG et des autres éléments du
diagnostic biologique mycologique. Cela permet d’augmenter la sensibilité et la
spécificité du test. La recherche de facteurs confondants est également indispensable.
Deux dosages successifs positifs augmentent la spécificité du test et sont en faveur
d’'une IFl. Une diminution ou négativation rapide du taux de BDG sans traitement
antifongique est en faveur de faux positifs. Lorsqu'un médicament semble
responsable, il est possible de caractériser les taux de BDG du lot incriminé.
L’ « approche du calculateur » proposeé par Liss (121) peut également étre une solution
envisageable, bien qu’elle paraisse fastidieuse. Déterminer les taux de BDG avant

injection d’'un médicament peut également étre une alternative (167).

Une augmentation des taux de BDG est généralement attendue en cas
d’injection d’lg IV ou SC. Il est conseillé d’attendre le temps de la demi-vie avant de
doser a nouveau les BDG, a savoir au moins 2 semaines. Selon des données
collectées par Finkelman, la diminution des taux de BDG pourrait étre plus rapide d’une
semaine aprées administration d’IglV (Figure 29) (167). De méme, le dosage des BDG
peut étre faussement positif dans les jours suivants une chirurgie, en raison de
l'utilisation de gazes ou d’éponges. Il est conseillé d’attendre 3 a 5 jours post-
opératoires avant de doser les BDG. Par contre, les médicaments composés de BDG

tel que le Sizofiran, peuvent entrainer une détection de BDG a long terme.
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Figure 29. Dosage des BDG avant et apres 'administration d’IglV. Extrait de Finkelman.
(167)

Dans le cas des patients suivis pour une infection par le VIH, il pourrait étre
nécessaire d’adapter le seuil pour cette catégorie de patients ou d’évaluer les taux de
base des patients avant toute complication. Il est essentiel de prendre en considération
'ensemble des résultats des investigations clinico-biologiques lors de I'interprétation

d’un résultat positif. Une évaluation cinétique peut également étre nécessaire.

Finkelman a récemment proposé une liste de questions pour aider a
I'interprétation des résultats positifs de BDG (Figure 30). Basés sur 'ensemble des
informations recueillies dans cette revue, nous proposons un algorithme d’aide a

l'interprétation (Figure 31).

A, Faux positifs liés aux produits médicaux

1. Le patient a-t-il regu des perfusions d'TgI'V ?

(]

Le patient a-t-1l regu des perfusions d'albumine sérique humaine ?

Le patient a-t-1l regu une nutrition parentérale totale ?

[F5]

4. Le patient a-t-il subi une chirurgie invasive au cours des 4 derniers jours ?

5. Le patient a-t-1l des compresses de gaze & demeure. des éponges chirurgicales ?

6. D'autres dispositifs médicaux cellulosiques mnvasifs sont-ils utilisés ?

B. Faux positifs liés a I'état de santé

1. Le patient présente-t-il des signes de mucite ou d'entérocolite grave ?

(]

Le patient est-11 en hémodialyse ?

Le patient a-t-1l une nocardiose invasive ?

[F5]

4. Une ischémie intestinale ou une hypoxie est-elle suspectée ?

5. Une pneumocystose a-t-elle été exclue ?

Figure 30. Facteurs a prendre en compte lorsqu’un faux positif est suspecté. Adapté de
Finkelman. (167)
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1 dosage : BDG Négatif

IFI peu probable Si Forte suspicion d'IFl

!

* Autres IFI (Mucormycoses, Cryptococcoses...)
+ Dosage trop précoce => 2™ dosage

1 dosage : BDG Positif

.

Suspicion clinique d’Infection Fongique Invasive ?

P e

oul NON
Présence de risques de Faux positifs ? (< Cf Figure 30) ‘ Présence de risques de Faux positifs ? (- Cf Figure 30)
NON oul NON oul

Tests complémentaires

(autres biomarqueurs, PCR, hémocultures...) Probable Faux positif |

Probable Vrai positif

) } { }
2t dosage
BDG | brutalement BDG 1 ou stable
‘ +
Probable Faux positif Probable Vrai positif

(Poursuivre a cinétique selon

(Eoiabssnce dé irskemmn) IF1 si évolution non favorable)

Figure 31. Proposition d'algorithme pour l'interprétation d’un résultat de BDG.

4. Intérét du suivi cinétique des BDG pour évaluer la réponse thérapeutique

Le suivi cinétiqgue des BDG est un éléement important de la réflexion diagnostique. Mais
son intérét dans la réponse au traitement et son intérét pronostique reste controverse.
Angebault et al. ont suivi les cinétiques des taux de BDG chez des patients présentant
des IFI probables ou avérées. Aprés une candidémie, les taux de BDG pouvaient
devenir négatifs apres plus d’1 mois de traitement. En cas d’aspergillose invasive, les
taux étaient négatifs apres plus de 3 mois de traitement. Cependant, differents profils
ont été distingués : profil toujours négatif, profil avec alternance de négatifs ou faibles
positifs, profil de diminution rapide des BDG, profil de diminution lente des BDG. Une
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diminution plus lente était généralement associée a des localisations profondes de
candidoses. En cas d’aspergillose invasive, la persistance prolongée des BDG était

associée a une localisation sinusienne et/ou cérébrale (168).

Une diminution des taux de BDG serait plutét en faveur d’'une réponse au
traitement, tandis qu’'une augmentation du taux des BDG serait associée a un échec
du traitement. Les résultats de I'étude de Jaijakul et al. suggéraient que I‘évolution
entre les taux initiaux de BDG basaux et consécutifs permettaient de prédire les
réponses thérapeutiques dans les candidoses invasives traitées par échinocandines
(169). Tandis que pour Koo et al., ni la valeur des taux de BDG au moment du
diagnostic, ni les variations précoces des taux de BDG n’étaient prédictives de
I’évolution clinique. Dans cette étude, les taux de BDG sériques diminuaient lentement
chez la plupart des patients atteints d'aspergillose, de candidose ou de PPJ traités par
un traitement antifongique approprié, et persistaient au-dessus du seuil de positivité

longtemps apres la résolution clinique de l'infection initiale (170).

5. De nouvelles méthodes de dosage en perspective

Alors que les glucanes liées en $-(1,3)/(1,4) sont retrouvées chez les végétaux, les
chaines de glucanes liées en B-(1,3)/(1,6) sont plus courantes chez les champignons.
La méthode SSMC (Scanning Single-Molecule Counting), décrite par Adachi et al., est
une méthode alternative au test LAL qui permettrait de s’affranchir des réactions
faussement positives d'origine végétale et donc en relation avec ['utilisation de
cellulose. Cette méthode utilise une protéine recombinante, la S-BGRP (protéine de
reconnaissance des B-(1,3)-D-glucanes), qui se lie aux BDG, ainsi qu'une protéine
(1,6)-B-glucanase mutante, ayant une spécificité élevée pour les B-(1,6)-glucanes
fongigue tout en ayant perdu son activité hydrolase. Chacune de ces protéines est
marquée par I'Alexa Fluor 647 (AF647) et la biotine, respectivement. L’ensemble est
mis en présence de I'’échantillon et de billes magnétiques conjuguées a la streptavidine
ayant une forte affinité pour la biotine. Les billes magnétiques permettent d’isoler
'ensemble des glucanes liés en B-(1,3)/(1,6) de fagon spécifique. Une élution des
protéines S-BGRP fluorescentes est réalisée afin de compter celles-ci en microscopie
confocale, et ainsi d’évaluer les taux de BDG (Figure 32). Cette méthode permet de
détecter les BDG d’Aspergillus et de Candida. La détection des BDG de pollen ou de
laminarine est possible mais lorsque les taux sont trés élevés, de I'ordre du pg/ml. Les

taux de BDG obtenus avec cette méthode sont corrélés avec les taux obtenus via le
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test utilisant le LAL. Six préparations d’IglV ont été testées. Une seule préparation, la
Polyglobuline-N, induisait une réaction avec cette nouvelle méthode, alors que 5/6
préparations réagissaient avec le test au LAL. Cette méthode peu codteuse pourrait
permettre de s’affranchir des fausses réactivités dues a la cellulose. La détection
combinée de B-(1,3)/(1,6) est plus spécifique des champignons. Le principal
inconvénient réside dans le systeme de mesure, assez encombrant (171). Une

évaluation clinique est attendue.

(a)

Streptavidin-conjugated

AFG47-S-BGRP  Biotin-16BGM g
qf } Moture magnetic beads Wash

o 51 i CD’

(b)

Figure 32. Principe de la méthode SSMC. Extrait d’Adachi et al. (171)

La Limule étant en voie d’extinction, les fabricants envisagent d’autres pistes de
détection. Associates of Cape Cod, ainsi que d’autres fabricants tels que Biomérieux,
proposent déja un facteur C recombinant pour la détection des endotoxines (voie du
facteur C chez la Limule, inhibée lors de la détection de BDG) avec une révélation de
fluorescence ou par turbidimétrie.

(https://www.acciusa.com/assets/files/pdf/PyroSmart-Brochure MKT21-077 FR.pdf).

Il ne reste qu’un pas vers la production de facteur G recombinant.
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V. Conclusion

L’incidence des IFI augmente, alors que leur mortalité reste élevée. Un traitement
adapté et précoce est essentiel. Les méthodes diagnostiques conventionnelles
présentant une sensibilité faible, nécessitent la complémentarité des tests PCR et des
biomarqueurs, ayant des performances diagnostiques variables selon la pathologie
fongique et le terrain du patient. Les méthodes de détection des BDG, marqueur
« panfongique », présentent une VPN élevée, mais un manque de spécificité, di en

partie, a la présence de nombreux facteurs confondants.

Actuellement cing tests différents existent pour le dosage des BDG : Fungitell®
(Associates of Cape Cod, East Falmouth, MA), Fungitec-G test® (Seikagaku
Biobusiness, Tokyo, Japon), beta-glucan® test (Wako Pure Chemical Industries,
Osaka, Japon), BGSTAR B-glucane (Maruha, Tokyo, Japon) et le test Dynamiker®
Fungus. En France, le test Fungitell® est le plus utilisé. Cependant, I'obtention du
marquage CE pour deux autres tests, le test Wako® et le test Dynamiker®, aménent a
reconsidérer les possibilités diagnostiques. Le principe du dosage des BDG est basé
sur l'utilisation du LAL, dont la voie du facteur G est activée par les BDG. Un des
inconvénients majeurs réside dans la reconnaissance des (-(1,3)-D-glucanes
également d’origine végétale, entrainant de nombreux faux positifs notamment par
I'utilisation de cellulose pour la filtration des molécules thérapeutiques, des produits

sanguins ou encore pour la fabrication de compresses chirurgicales.

Nous avons pu voir a travers cette revue de la littérature que les facteurs
confondants sont nombreux et parfois dépendants les uns aux autres. Ce qui rend
complexe l'interprétation des taux positifs de BDG. Dans ces situations, il faut multiplier
les tests diagnostiques d’IFI, réitérer les dosages de BDG pour réaliser une cinétique,
et éliminer la possibilité de facteurs confondants lors de I'interprétation des résultats
des tests de détection. Des mesures sont disponibles afin de limiter I'action de certains
facteurs sur linterprétation. La confrontation au contexte clinique et un échange
clinico-biologique sont indispensables a linterprétation (Figure 30). Cependant, la

fabrication de tests plus spécifiqgues permettrait une interprétation plus aisée.
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