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INTRODUCTION

Les candidoses invasives (Cl) représentent un défi médical de par leur mortalité
importante en France et dans le monde. L’augmentation de la population
immunodéprimée (expansion des immunothérapies, chimiothérapies
anticancéreuses...), ainsi que 'augmentation des interventions chirurgicales invasives
contribuent a une croissance de l'incidence de ces infections, qui ont encore
aujourd’hui une mortalité de I'ordre de 30 a 50% selon les études (1,2).

Dans ce contexte, I'identification rapide et fiable des patients a haut risque de Cl reste
un enjeu majeur. Les systemes d’hémoculture sont toujours considérés comme le
gold-standard du dépistage des candidémies, bien que trés peu sensibles (» 50%) et
de positivité tardive (3,4). Parmi les nouvelles méthodes de diagnostic rapide non
basées sur la culture, le dosage de (1,3)--D glucanes (BDG), et celui des mannanes
(Mn) et des anticorps anti-mannanes (A-Mn), constituent une approche pertinente pour
identifier les patients justifiant d’'une prise en charge thérapeutique, en vue d’améliorer
leur pronostic vital.

Le panel T2Candida (T2C), outil de dépistage rapide non basé sur la culture approuvé
par la Food and Drug Administration (FDA) américaine en 2014, est une technique qui
combine une approche de biologie moléculaire et une approche de biophysique fondée
sur la résonnance magnétique. Il permet la détection dans le sang périphérique et en
moins de 5 heures, des 5 principales espéces de Candida impliquées en pathologie
humaine : C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei ainsi que C. tropicalis (5).
L’objectif de cette thése est de faire une revue de la littérature sur les applications de
cette méthode pour le diagnostic des candidémies et des Cl depuis sa

commercialisation.
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Généralités sur les candidoses invasives

1. Agent pathogéne

a) Le genre Candida

Les CI sont des infections fongiques invasives (IFl) déterminées par des levures du
genre Candida. Ce dernier appartient au phylum des Ascomycetes, de la classe des
Saccharomyceétes, et il rassemble plus de 200 espéces différentes dont une vingtaine
connues en pathologie humaine (6). Parmi elles, 5 espéces de Candida sont a l'origine
d’environ 95% des infections hospitalieres : C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.

parapsilosis et C. krusei (7).

b) Structure

Les levures du genre Candida sont des organismes eucaryotes possédant un appareil
végétatif (thalle) composé de blastoconidies. La forme levure, également appelée
blastospore, est une structure unicellulaire, de forme ronde ou ovoide de taille variable
(2 2 12 ym). Elle se multiplie par simple bourgeonnement. Cette forme est associée a
un état commensal de Candida. Deux formes filamenteuses peuvent aussi étre
observées : le pseudo-mycélium et le mycélium vrai, ce dernier visible uniquement
pour quelques espéces dont C. albicans et C. dubliniensis. Ces formes sont retrouvées
de fagon importante dans les situations d'infections. La capacité de C. albicans a

former du mycélium participe a sa virulence (8).

f “ =N ;( ///
o, /
1 7 /
O
Neie
Levure Pseudo-mycélium Mycélium

Figure 1. Différentes formes de C. albicans observées au microscope optique (8).
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La paroi cellulaire des levures, élément structural possédant des propriétés
biologiques diverses, participe a la virulence du pathogéne (9). Elle correspond a la
partie la plus externe de la cellule et est alors la premiére en contact avec son
environnement. La compréhension de sa structure est essentielle pour mettre en place
des thérapeutiques et des techniques de dépistage lors d’infections.

Deux principales couches constituent la paroi cellulaire des levures du genre Candida.
La couche externe est trés riche en polyméres de mannose (mannane ou
phosphopeptidomannane). lls représentent environ 40% des polysaccharides. La
couche interne, contenant les polysaccharides du squelette, la chitine (polymére de N-
acétyl-glucosamine) et les 3-1,3-glucane et p-1,6-glucane (polyméres de glucose) qui,
liés par des liaisons glycosidiques, permettent la résistance et la forme de la cellule
(2,3).

100 nm : == Mannan == B-1,6-glucan == Chitin
; == Proteins == [3-1,3-glucan

Cell membrane

Figure 2. Structure de la paroi fongique de C. albicans (10).

c) Les différentes espéces de Candida : habitat et pathogénie

Candida est habituellement commensal des muqueuses digestives et génitales chez
’'Homme. Cependant, il existe des localisations spécifiques pour certaines espéces,
ainsi que des caractéristiques propres (voir Tableau ). Nous pouvons alors prendre
pour exemple C. glabrata, qui est fréquemment isolé chez les patients agés ; C.

tropicalis, souvent associé aux patients neutropéniques dans un contexte onco-
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hématologique ; ainsi que C. parapsilosis, associé aux infections sur cathéters

intraveineux et aux infections du nouveau-né (11).

D’autres espéces, moins fréquentes, sont aussi associées a des pathologies

particulieres, comme par exemple C. dubliniensis et les candidoses oropharyngées

des patients séropositifs au VIH, ainsi que C. lusitaniae, espéce émergente chez les

patients immunodéprimés.

Tableau l. Principales espéces de Candida en pathologie humaine : habitat,

pathologies et particularités associées (12-14).

Endocardite du toxicomane

Candidoses invasives

Espéce Habitat Pathologies associées Particularités
C. albicans Muqueuses digestive | Candidoses superficielles et | Espéce la plus fréquente
et urogénitale invasives en pathologie humaine
Muqueuses digestive | Candidoses digestives et Sensibilité diminuée aux
et urogénitale urinaires, vaginites azolés, échinocandines
C. glabrata Candidoses invasives Patient agé
Cancérologie, chirurgie
digestive...
Commensal de la Lésions cutanées et onyxis | Infections moins sévéres
peau /phanéres Infections lieées aux Sensibilité diminuée aux
parapc.:ilosis cathéters échinocandines

Enfants/prématurés

C. tropicalis

Muqueuses digestive
et urogénitale
Saprophyte de

I’environnement

Candidoses invasives

Onco-hématologie
(neutropéniques et
greffés de MO)

Espéce virulente

C. krusei

Muqueuses digestive,
urogénitale,
respiratoire, peau

Origine alimentaire

Endophtalmies

Candidoses invasives

Résistance naturelle au
fluconazole
Patients cancéreux

neutropéniques
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2. Les infections a Candida

a) Physiopathologie des candidoses

Les infections a Candida sont le plus souvent d’origine endogéne, car ces levures sont
présentes en faible quantité dans le microbiote humain. Les infections d’origine
exogene sont plus rares et surviennent surtout dans un contexte nosocomial par
manuportage (infections sur cathéters veineux centraux (CVC), en particulier a C.
parapsilosis) (15,16).

Dans certaines circonstances impliquant une neutropénie ou une modification de
'environnement (pH, humidité, prise d’antibiotiques diminuant la flore bactérienne),
ces levures vont coloniser les différentes muqueuses (vaginales, digestives,
buccales...). L’adhésion aux muqueuses et la prolifération tissulaire qui en découlent
vont étre une étape clé permettant une translocation des levures, notamment de la
lumiére intestinale vers la circulation sanguine et leur dissémination dans les différents
organes (17). L'effraction des barrieres muqueuses ou cutanées, notamment lors de
gestes chirurgicaux ou de traumatismes, va contribuer a la pathogenése des CI (11).
Certaines espéces de Candida possédent des facteurs de virulence favorisant le
développement des candidoses. C’est notamment le cas de C. albicans et C.
parapsilosis, qui ont la capacité de produire du biofilm, participant au développement
d’infections sur matériel (CVC, valves cardiaques...). D’autre part, 'angio-invasion est
favorisée par la formation de mycélium par C. albicans. A noter que la production de
biofilm associée a la colonisation de I'espace sous-unguéal et a la capacité de
proliférer dans des solutions glucosées de C. parapsilosis, vont contribuer a la

virulence de cette espéce en milieu hospitalier (18).

Il existe deux types de candidoses. D’'une part, les candidoses superficielles, qui
comprennent les candidoses cutanées et digestives (oro-pharyngée, cesophagienne
et intestinale) ainsi que les vulvo-vaginites a Candida.

Et d’autre part, les Cl, qui regroupent 3 différentes entités : les candidémies isolées,
les candidoses profondes associées a une candidémie (comme par exemple

'endophtalmie, I'endocardite, l'arthrite, ou encore I'ostéomyélite), ainsi que les
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candidoses profondes sans candidémie (comme la pyélonéphrite a Candida ou la
candidose péritonéale). Les candidoses profondes touchent un ou plusieurs organes,
comme le péritoine, le cceur, I'ceil ; qui sont infectés soit directement, soit
secondairement a un passage hématogene (4). Le terme de candidose intra-
abdominale (CIA) regroupe principalement les péritonites et les abcés intra-
abdominaux a Candida (19). Les infections du péritoine liées a Candida sont, dans la
plupart des cas, des infections plurimicrobiennes liées a une perforation d’'un viscere
a I'étage sus-mésocolique. Le réle de Candida dans ces pathologies n’est pas simple
a identifier, car les bactéries de la flore sont également de potentiels pathogenes a
prendre en compte. Seule la présence de levures dans des préléevements

peropératoires a une réelle valeur diagnostique dans ce contexte (20).

Hyphe Levure

’ Adhésion et colonisation

Pénétration des hyphes
et invasion

Dissémination vasculaire

{
Vaisseau sanguin \\

/

Colonisation et pénétration

\
N
2 2 g endothéliale

Figure 3. Représentation des différentes étapes de l'invasion tissulaire de Candida

(10).
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b) Facteurs de risque d’infection invasive a Candida

Les facteurs de risque d’infection fongique invasive (IFl) et notamment de Cl sont
désormais bien décrits et nombreux.

Le principal facteur de risque reste la neutropénie, car elle favorise la colonisation de
par une baisse de I'immunité innée (21). Cette population ne cesse d’augmenter en
raison du développement important des biothérapies immunosuppressives (ibrutinib,
tocizumab...), des transplantations et des hospitalisations en soins intensifs (21-23).
L’étude NEMIS, portant sur le recueil des différents facteurs de risque de Cl (24), a
décrit les facteurs suivants : la prise d’antibiotiques (qui déséquilibre la flore
microbienne en faveur des levures), I'exposition récente a des triazolés, notamment le
fluconazole, qui favorise les infections a espéces naturellement résistantes a cet
antifongique (comme C. glabrata et C. krusei), la présence de CVC, les séjours
prolongés en unité de soins intensifs (USI), la chirurgie récente, les ages
extrémes (nouveau-nés et personnes ageées), linsuffisance rénale, la nutrition
parentérale, la ventilation mécanique, les infections a VIH, ainsi que certains terrains

particuliers, comme la grossesse et le diabéte.

Une étude impliquant plusieurs hoépitaux universitaires suisses et frangais (25) a
identifié les mémes facteurs de risque chez des patients développant une candidémie
en USI et d’autres facteurs de risque plus spécifiques des candidémies : une maladie
cardiaque, un choc septique et une exposition aux aminosides. Pour la population hors
USI, les facteurs de risque de candidémie comprenaient également I'exposition aux
glycopeptides et aux nitroimidazolés.

La candidémie survient le plus souvent chez des patients colonisés ayant plusieurs
facteurs de risque, comme une chirurgie majeure, des CVC, ainsi qu’une exposition

importante aux antibiotiques, au cours d’'un séjour prolongé en USI (26,27).

Ces facteurs de risque sont fréquemment utilisés pour évaluer soit des scores de
gravité, soit des scores de probabilité d’'une Cl, tels que le Candida score proposé par
Ledn et al. (28). A titre d’'exemple, un Candida score de 2,5 permet d’identifier les
patients a haut risque de Cl avec une sensibilité de 81% et une spécificité de 74%. I

s’est montré utile pour exclure la Cl (29).
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D’autres scores sont également disponibles (voir Tableau Il), mais bien qu’ils aient

tous une valeur prédictive négative (VPN) élevée, ils ne permettent pas une sélection

des patients atteints de CI. lls sont donc essentiellement utilisés pour exclure les

patients a risque de CI (30).

Tableau Il. Evaluation des patients a risque de Cl selon les différents scores et

indication a un traitement antifongique empirique précoce (26,31).

Index de colonisation

(32)

Score Candida
(28)

Modéle de prédiction (33)

Parameétres

Nombre de sites
prélevés positifs
/nombre total de sites
prélevés

2 fois par semaine

Seuil : >0,50u > 0,4 si

index corrigé

- Chirurgie a
I'admission en USI
- Nutrition
parentérale totale
- Colonisation a
Candida

- Sepsis sévere

Seuil : > 2,5 points

Au cours des J1-3 de I'admission en
USI : ATB systémique + CVC +

ventilation mécanique > 48h + au

moins 1 critére parmi les suivants :

Nutrition parentérale totale (J1-3)
Dialyse (J1-3)

Chirurgie importante (dans les 7
jours)

Pancréatite (dans les 7 jours)
Immunosuppression ou stéroides

(dans les 7 jours)

Patients pour

lesquels un ATF 10-15% 15-20% 10-15%
est indiqué
Se =81% Se =50%
VPP = 66% Sp =74% Sp =83%
Performances
VPN = 100% VPP = 16% VPP =10%
VPN = 98% VPN =97%
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c) Epidémiologie

Données internationales

La CI est l'infection fongique invasive la plus fréquente en milieu hospitalier et son
incidence dans le monde a progressé de maniéere significative au cours de la derniére
décennie (17). Il s’agit d’'une maladie associée au progrés de la médecine moderne
(techniques invasives, greffes, biothérapies) qui touche plus de 250 000 personnes et
entraine plus de 50 000 décés dans le monde chaque année (3,23,34). Aux Etats-
Unis, les candidémies arrivent au 4° rang des septicémies dans les USI, soit 10,1%
des infections hématogénes (35). La prévalence des Cl dans ces unités demeure
relativement basse, estimée a hauteur de 1 a 3% des patients (36).

Des inégalités géographiques ont également été constatées en termes d’incidence a
travers le monde. En Europe, l'incidence annuelle des candidémies varie de 1,9 pour
100 000 personnes en Finlande, a 11 au Danemark (voir Tableau Ill) (37), pour un
taux d’incidence global évalué récemment a 3,88 pour 100 000 personnes (38). En

Amérique du Nord, il varie de 2,8 a 24 pour 100 000 personnes selon les régions.

Tableau lll. Incidences, en nombre de cas pour 100 000 personnes par an, des

candidémies selon différents pays d’Europe (37).

Pays Années Incidence estimée
Finlande 1995-1999 1,9
Norvége 2001-2003 3,0

Islande 1995-1999 4,9
Espagne (Barcelone) 2002-2003 4,9
Danemark 2003-2004 11

Un projet nommé EUCANDICU publié en 2019, a étudié l'incidence des Cl en USI
dans 9 pays européens (voir Figure 4) (39). L’incidence globale était de 7,07 pour 1000
admissions en USI. Séparément, les incidences étaient de 5,52 pour les candidémies
et de 1,84 pour les CIA. Les cas de Cl étaient représentés par 65% de candidémies
isolées, 29% de CIA isolées et 5% de CIA associées a une candidémie. L’age médian

des patients était de 66 ans et 60% des patients étaient des hommes.
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Italie T - 89,62
Allemagne I 42,43
Royaume-Uni I, 41,67
Grece IS 30,79
France [N 11,85
Espagne [N 10,46
Portugal [N 9,33
Belgique N 9,28
Irlande [ 5,63
Pays-Bas [ 2,29

République tchéque JI 0,9

Figure 4. Incidences des Cl en épisodes pour 1000 admissions en US| dans

différents pays européens (39).

Le recueil des données épidémiologiques des Cl demeure fastidieux notamment au
regard des difficultés diagnostiques et de I'absence de critéres consensuels
concernant la définition des niveaux de certitude de l'infection (40). En effet, les
données concernant les Cl sont souvent estimées majoritairement par la positivité des
hémocultures, qui reflétent surtout la prévalence des candidémies. Il est largement
reconnu que la candidémie peut étre isolée ou le reflet d’'une candidose profonde.
Cependant, certaines études rapportent des cas de candidose profonde sans
hémoculture positive. Il s’agit notamment du projet EUCANDICU, cité précédemment,
et de I'étude menée par M. Nguyen et C. Clancy (41), qui rapporte 53% de CIA avec
des hémocultures qui restent constamment négatives.

En réanimation, les patients atteints de CI| seraient majoritairement atteints de
candidose profonde, qui engendrerait une candidémie secondaire dans plus de 20%
des cas (42).

En plus des inégalités géographiques observées en termes d’incidence, la répartition
géographique des especes Candida varie selon les populations de patients
considérées. Elle est dépendante des habitudes de prescription des antifongiques, de
I'écologie locale, des pratiques chirurgicales, et des mesures d’hygiene appliquées
dans chaque établissement.

30



Un programme de surveillance international nommé SENTRY a étudié I'épidémiologie
des infections a Candida et leurs résistances dans 135 centres médicaux, répartis sur
39 pays (comprenant '’Amérique du Nord, I'Europe, '’Amérique latine et la région Asie-
Pacifique) (voir Tableau IV) (43). C. albicans était 'espéce majoritaire dans 46,9% des
isolats. Elle est suivie de C. glabrata avec 18,7%, C. parapsilosis avec 15,9%, C.
tropicalis avec 9,3% et C. krusei avec 2,8%. Les autres Candida spp. représentaient

6,5% des isolats.

Tableau IV. Distribution des espéces d’isolats de Candida en fonction des

années et des régions (43).

Tl N C.alb C.gla C. par C. tro C. kru
(%) (%) (%) (%) (%)
1997-2001 5067 57,4 16,0 12,3 9,1 2,5
2006-2008 2647 51,2 15,9 16,8 10,7 2,1
2009-2011 4080 45,3 18,9 17,6 10,0 2,6
2012-2014 4928 46,3 19,3 15,1 8,6 3,2
2015-2016 3653 46,4 19,6 14,4 8,3 2,8

Régions

Asie-Pacifique 1314 46,0 17,9 12,9 14,1 1,8
Europe 5964 52,5 16,0 15,4 7,5 3,0
Amérique latine 1629 43,9 71 24,3 17,0 2,0
Ameérique du Nord 6401 42,7 24,3 14,8 8,0 2,9
Total 15 308 46,7 18,7 15,9 9,3 2,8

C. alb = C. albicans ; C. gla = C. glabrata ; C. par = C. parapsilosis, C. tro = C. tropicalis et C. kru = C.

krusei

Cette étude rapporte également une augmentation constante des espéces non-
albicans, passant de 42,6% entre 1997 et 2001 a 53,6% entre 2015 et 2016. Il est
important de noter qu’en Amérique du Nord, C. albicans représente désormais moins
de 50% des levures isolées et cette tendance est également observée aujourd’hui
dans la plupart des pays industrialisés (44).

C. glabrata se situe en 2" position dans la plupart des régions du monde, a I'exception
de I'Amérique latine et du sud de I'Europe, ou C. parapsilosis et C. tropicalis

supplantent C. glabrata. Les proportions de C. tropicalis et C. krusei ont été stables
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durant’étude (44). C. glabrata, espece émergente aux Etats-Unis, en Europe du Nord
et centrale, représente jusqu’a 30% des souches isolées d’hémoculture aux Etats-Unis
(45). Dans I'étude SENTRY, la proportion de C. glabrata est passée de 16 a 19,6%
des isolats entre 1997 et 2016. Cette évolution est probablement liée a une exposition

répétée aux molécules triazolés (44,46).

Une autre étude, ARTEMIS DISK, impliquant 41 pays, a décrit les mémes tendances
entre les espéces de Candida, avec un pourcentage de C. albicans d’environ 65%
pour les régions Asie-Pacifique, Europe et Afrique/Moyen-Orient, de 52% pour
I’Amérique latine et de 49% pour ’Amérique du Nord (47). C. glabrata était en seconde
position en Amérique du Nord (21,1% des isolats) et en 4° position en Amérique latine
(7,4% des isolats). C. tropicalis représente 11,7% des souches isolées en Asie-
Pacifique, 13,2% en Amérique latine. Contrairement a I'étude SENTRY, qui rapportait
une proportion de 15,4%, C. parapsilosis ne représente que 4,2% des isolats obtenus
en Europe. Cette étude a également permis de révéler 'émergence des espéces C.

guilliermondii, C. inconspicua, C. rugosa et C. norvegensis.

Au sein de I'Europe, C. albicans reste majoritaire et représente plus de 50% des isolats
cliniques, y compris en réanimation (39). En Allemagne et en France, nous retrouvons
C. glabrata en 2° position, alors qu’en Europe du Sud, c’est C. parapsilosis qui suit C.

albicans (voir Figure 5) (48).

H Autres
1007 _ _ O C. tropicalis
4 [M C. glabrata
S %0 @ ‘/IHHHL B C jlosi
7 7 FA C. parapsilosis
T 601 7 _
Q HH B [ C. albicans
3 407
o
20 1
UE France Allemagne ltalie Espagne Suéde Royaume-Uni

(2089)  (645) (231)  (569)  (290)  (191) (163)

Figure 5. Distribution des espéces de Candida a I'origine de candidémies selon les
différents pays de 'UE (48).
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La répartition des Candida varie selon les services et il existe d'importantes différences

géographiques mises en évidence grace aux études épidémiologiques coordonnées

par 'TECMM. Une étude multicentrique européenne portant sur 2089 isolats cliniques

a mis en évidence des disparités d’'incidence au niveau des unités de soins (49). Ainsi

en hématologie, C. albicans représente 35% des isolats, le reste étant constitué

d’espéces non-albicans telles que C. glabrata et C. parapsilosis. En néonatalogie, la

proportion de C. parapsilosis est estimée a 30% des souches de levures. La répartition

des especes en fonction des services de soins et de 'age des patients sont rapportés

dans les figures 6 et 7.
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Données nationales

En France, entre 2001 et 2010, 43,3% des IFl étaient des candidémies (50).
L’incidence des Cl a été évaluée a 3,45 cas pour 1000 admissions en USI et est en
augmentation (51).

Les données recueillies lors de I'étude de Bitar et al. sont résumées dans le Tableau
V (50). Passé 29 jours de vie, la létalité et I'incidence des candidémies augmentent
globalement avec I'age. Aprés 70 ans, la mortalité de ces infections avoisine les 50%.
La tranche d’age la plus a risque est celle des 70 a 89 ans en raison de
'immunodéficience et des nombreuses comorbidités acquises chez la personne agée.
Ce recueil montre également que les hommes sont plus représentés que les femmes

a tout age.

Tableau V. Candidémies en France métropolitaine, 2001-2010 : taux d’incidence
pour 100 000 habitants, proportion d’hommes et Iétalité (%) par groupe d’age
(50).

Age Incidence (/100 000) Hommes (%) Létalité (%)
0-28 jours 2,2 61,5 25
29 jours-9 ans 0,5 59,2 15
10-19 ans 0,3 57,5 18
20-29 ans 0,6 51,8 21
30-39 ans 1,0 58,2 21
40-49 ans 1,7 56,2 32
50-59 ans 3,4 62,0 37
60-69 ans 5,8 64,7 42
70-79 ans 8,1 58,6 47
80-89 ans 8,6 52,0 52
> 90 ans 53 37,8 50
Total 2,5 58,8 40
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Une étude observationnelle, nommée AmarCand 1, réalisée dans 180 services de
réanimation intensive en France a évalué I'épidémiologie des candidémies entre 2005
et 2006 (49). L’'espéce maijoritaire (représentant 57% des levures) était C. albicans,
suivie par C. glabrata (16,7%), C. parapsilosis (7,5%), C. krusei (5,2%) et C. tropicalis
(4,9%). Une seconde étude, nommée AmarCand 2, menée dans les services de
médecine intensive et réanimation entre 2012 et 2013, a retrouvé une majorité de C.
albicans (~ 65%) et de C. glabrata (16%) (52).

Une étude rétrospective menée a Grenoble entre 2004 et 2013 renseigne la répartition
suivante : 53,1% de C. albicans, 16,2% de C. glabrata, 7,9% de C. parapsilosis, 7,5%
de C. tropicalis (53). Cette répartition était plutot stable durant I'étude, avec une légere
augmentation de C. glabrata contrairement a C. albicans qui diminue entre 2010 et
2013.

A Lille, des données différentes ont été observées chez des patients hospitalisés en
réanimation entre 2005 et 2010 (54). En effet, les patients candidémiques étaient pour
40,5% infectés par C. albicans, pourcentage bien inférieur a celui retrouvé dans les
différentes études en France. C. parapsilosis était isolé en seconde position avec

23,8%, suivi par C. glabrata avec 16,7%.

De maniére récente, le réseau RESSIF a décrit I'évolution des IFl en France entre
2012 et 2018 (55). Les fongémies représentaient une IFI sur deux, et leur incidence
était en Iégére augmentation sur la période d’étude (de 1,03 cas/10000 admissions
jour a 1,19). Des évolutions concernant les principales pathologies sous-jacentes a
ces fongémies ont été observées : une baisse du nombre de patients ayant subi une
intervention chirurgicale récente ou ayant séjourné en USI, ainsi qu'une hausse du
nombre de patients agés ou atteints de diabéte de type 2.

La distribution des espéces Candida était stable dans le temps, avec principalement
C. albicans (2659 isolats sur 5444, soit 48,8%), C. glabrata (16,5%) et C. parapsilosis
(12,2%), suivis de C. tropicalis (7,3%) et C. krusei (3%). Les patients atteints d’infection
a Candida avaient un 4ge médian de 63,7 ans et étaient majoritairement des hommes
(61,8%). Il est cependant important de noter que cette étude a exclu les infections

fongiques disséminées secondaires a une intervention chirurgicale, telles que les
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abcés ou les péritonites fongiques, ainsi que les infections fongiques ne présentant
pas de criteres diagnostiques clairs. Les données concernant l'incidence des
candidémies et des candidoses invasives sont donc sous-estimées de maniere

importante dans cette étude.

Concernant les péritonites, la place de C. albicans est prépondérante, car isolée dans
58 a 73% des cas dans différentes études francgaises (56-58). C. glabrata représente
entre 15 et 20% des isolats. Ces deux espéces constituent donc jusqu’a plus de 90%
des péritonites a Candida, ce qui est expliqué par leur présence majoritaire dans la
flore microbienne humaine.

Pour ce qui concerne les péritonites compliquées et récidivantes, C. albicans
représentait 80% des levures isolées dans une étude publiée en 2015 (59).

Ces notions d’écologie fongique locale sont primordiales pour la mise en place des
traitements, notamment probabilistes/prophylactiques, chez les patients atteints

d’infections a Candida.
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Données sur la mortalité des infections a Candida

Différentes études ont montré que les candidémies étaient a I'origine d’'une mortalité

significativement plus importante que les bactériémies et qu’elles engendraient des

colts d’hospitalisation élevés, liés aux séjours prolongés dans les services a risque

(60). La mortalité a 30 jours des Cl en services de soins intensifs et de réanimation

varie entre 40 et 60% selon les études (39,51). Concernant les candidémies en

France, le réseau RESSIF a décrit des mortalités a 1 mois et a 3 mois stables entre
2012 et 2018 (36,3% et 47,8% respectivement) (55).

Les différences de pronostic varient également en fonction des formes cliniques des

candidoses (20). Les candidoses profondes auraient une mortalité moins importante

que les candidémies isolées (61,62).

Tableau VI. Mortalités estimées des candidémies en fonction des espéces de

Candida (49).

Agent infectieux

Mortalité (%)

C. albicans 38,5
C. glabrata 45
C. parapsilosis 25,9
C. tropicalis 41,4
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3. Diagnostic des candidoses invasives

Les signes cliniques d’une CI sont non spécifiques et comparables a ceux observés
lors d’infections bactériennes ou virales. De ce fait, leur diagnostic repose sur un
faisceau d’arguments cliniques, radiologiques, histologiques et myco-sérologiques. Le
diagnostic biologique est fondé sur les méthodes fondées sur la culture (mycologie

conventionnelle) ou les méthodes sérologiques.

a) Imagerie

L’imagerie n’est utile que dans de rares cas de Cl comme par exemple les atteintes
méningées, hépatospléniques, cardiaques ou pulmonaires.

Les trois examens les plus utiles sont I'imagerie a résonnance magnétique (IRM), le
scanner (63), et plus récemment le TEP-scan (64). Le TEP associé a I'angiographie
par TDM du myocarde au '8F-FDG a prouvé son intérét dans les cas suspects
d’endocardite infectieuse et d’infections de dispositifs électroniques cardiaques
implantables (65,66). L'échographie peut également étre utilisée pour le diagnostic de

candidose hépatosplénique (voir Figure 8).

Figure 8. Image d’échographie typique en « ceil de bceuf » avec un halo périphérique
hypoéchogéne entourant un noyau central hyperéchogéne (67).
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b) Histologie

Cet examen repose sur une biopsie tissulaire, guidée ou non par imagerie. Apres
fixation des tissus et coloration par HES (Hémalun Eosine Safran), I'examen
microscopique révele des éléments fongiques évocateurs d’infection a levures ou a
champignons filamenteux. D’autres colorations peuvent également étre réalisées,
telles que le May Grunwald Giemsa, I'acide périodique de Schiff ou I'imprégnation
argentique (Gomori-Grocott) (68). Pour améliorer la spécificité de cet examen, un ajout
d’anticorps marqués par un fluorochrome peut étre réalisé. Dans le cas des levuroses,
des levures en bourgeonnement ou des filaments/pseudofilaments (cas de C.
albicans, C. dubliniensis) pourront étre observées.

C’est un examen de faible sensibilité, mais qui posséde une valeur prédictive positive
(VPP) de 100%. Il permet d’éliminer les faux positifs liés a la contamination par la flore
saprophyte (69). Le prélevement de tissus par biopsie étant souvent difficile a obtenir

en raison de risque hémorragique, il est en pratique rarement réalisé.

c¢) Mycologie conventionnelle

Les hémocultures restent la technique de référence concernant le diagnostic des
candidémies. La présence d’'un seul flacon d’hémoculture positif a Candida pose le
diagnostic de candidémie. D’autres prélevements, notamment de sites normalement
stériles, peuvent également étre mis en culture pour élargir le diagnostic a 'ensemble
des CI.
Différents systémes et flacons d’hémoculture sont aujourd’hui disponibles
(Biomérieux® et Becton Dickinson®) avec pour certains des milieux sélectifs pour les
champignons, contenant des antibiotiques (par exemple BDBACTEC ™MycosisIC/F),
ce qui permet d’augmenter leur spécificité et leur sensibilité.
Les intéréts principaux a l'isolement des levures sur milieu de culture (Sabouraud,
milieux chromogéniques) sont le rendu d'une identification au rang d’espéce,
notamment par spectrométrie de masse MALDI-ToF, et Ila réalisation
d’antifongigrammes (notamment E-test ou CMI liquides).
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Cependant, I’'hnémoculture présente d’'importantes limites. Sa sensibilité est médiocre,
de l'ordre de 50% (3,4). Une étude a rapporté une sensibilité des hémocultures de
70% pour la candidémie et de 30% pour la candidose profonde (4). Lors de
candidémies, leur sensibilité pourrait étre supérieure a 90%, si 4 paires d’hémocultures
sont prélevées par 24h (70). Les techniques conventionnelles de cultures ne sont
sensibles qu’a la détection de levures viables (71) avec cependant une limite de
détection treés faible rapportée dans une étude a 1 UFC/mL (7). La faible sensibilité de
cet examen est observée chez les patients recevant des antifongiques a titre
prophylactique. En effet, une étude a montré que I'ajout d’agents antifongiques dans
des flacons d’hémoculture inoculés a Candida spp. a réduit leur taux de détection de
95% a 50-83% (72). De plus, le délai de positivité des cultures est en moyenne de 2 a

5 jours, auquel il faut ajouter le délai d’identification de la levure.

Le diagnostic des candidoses profondes est plus difficile, de par la présence de levures
saprophytes dans le microbiote humain. De plus, les prélévements profonds sont
difficiles a recueillir, car ils nécessitent des techniques invasives réalisées par des
préleveurs formés, qui sont parfois contre-indiquées, notamment chez des patients

ayant d’autres comorbidités (26).

Pour toutes ces raisons, certains auteurs proposent d’utiliser des scores composites
afin d’évaluer le risque d’'une Cl. Ces scores prennent en compte des facteurs
cliniques, mycologiques et parfois des facteurs liés a I’hGte. Le plus utilisé d’entre eux
est 'index de colonisation (IC). Celui-ci vise a déterminer le ratio entre le nombre de
sites corporels colonisés a Candida (urine, selles, écouvillonnages des aisselles,
nasal, crachats...) sur le nombre de sites corporels prélevés. Un ratio supérieur ou
égal a 0,5 détermine les patients justifiant d’'une prise en charge thérapeutique environ
6 jours avant le diagnostic de CIl. Un index de colonisation corrigé (ICC) tenant compte
a la fois du nombre de sites corporels colonisés et de la densité de la charge fongique

observée a également été proposé (32).
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d) Techniques d’identification

Plusieurs méthodes permettent I'identification d’espéce des levures. Nous détaillerons
ici la technique par FISH, la spectrométrie de masse MALDI-TOF, ainsi que certaines

approches moléculaires.

» PNA-FISH : Peptide Nucleic Acids - Fluorescence In Situ Hybridation

La PNA FISH utilise des sondes d’acide nucléique peptidique (PNA) spécifiques a
chaque espéce qui s’hybrident in situ avec 'ADN de différentes espéces de Candida,
produisant alors une fluorescence de différentes couleurs. Cette technique permet de
différencier les principales espéces pathogénes, C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. glabrata et C. krusei et d’adapter le traitement antifongique en fonction
de I'espéce isolée de 'hémoculture.

C’est une technique simple et rapide, avec une sensibilité de 92 a 100% et une

spécificité de 95 a 100% selon les espéces (73).

» Spectrométrie de masse MALDI-ToF

La spectrométrie de masse MALDI-ToF permet l'identification de bactéries et de
champignons par analyse protéomique, a partir de colonies isolées sur des cultures
en milieu solide, ainsi qu’a partir de flacons d’hémoculture positifs directement.
L’analyse dure moins de 30 minutes et est de plus en plus utilisée en routine
hospitaliére (74,75). Son fonctionnement est détaillé dans la Figure 9.

Plus récemment, I'utilisation de la spectrométrie de masse MALDI-ToF a été étendue
a la détection de mutations génétiques responsables de la résistance des levures a
certains antifongiques. Ainsi, il a été possible de corréler les mutations du gene fks a

la résistance a la caspofungine sur la base des modifications du protéome (76).

D’une maniére générale, 'implémentation des techniques de spectrométrie de masse
MALDI-ToF dans les laboratoires de microbiologie clinique permet d’améliorer le

rendement de [lidentification a [I'échelle de I'espéce, mais également le
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raccourcissement du délai d’initiation de traitements antifongiques, sur la base d’un

diagnostic fiable et précoce des IFI.
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Figure 9. Représentation schématique du fonctionnement d’un spectromeétre de
masse MALDI ToF (74).

Lors de 'analyse, un laser ionise le dép6t de prélevement et de matrice situé sur la
plaque. Grace a un champ électrostatique, ces particules ionisées sont projetées dans
un canal en fonction de leur rapport masse/charge. Une analyse de leur temps de vol
permet alors la formation d’'un spectre qui, en comparaison a une banque de données
préalablement établie avec un panel représentatif de souches appartenant a une
espéce donnée, permet l'identification du micro-organisme a I'échelle du genre et de
'espéce. C’est une technique possédant une sensibilité de 91 a 100% et une
spécificité de 100% (77).
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> Biologie moléculaire

Différentes approches moléculaires permettent I'identification des levures.

Premiérement les tests PCR, dont la premiére étape d’extraction de 'ADN consiste
généralement a lyser les cellules, éliminer les protéines et autres acides nucléiques
(ARN...), puis concentrer ’ADN. Cette étape peut étre réalisée par des techniques
dites maison ou grace a des kits commerciaux préts a I'emploi. Les principales cibles
d’amplification de ces tests sont les régions variables ITS1 et ITS2, dont la diversité
facilite la spéciation des levures (78). Ces régions sont comprises entre les génes
ribosomiques 18S, 5.8S et 28S, hautement conservés dans '’ADN ribosomal. C’est la
raison pour laquelle I'analyse des régions ITS est intéressante pour les tests PCR et
également pour le séquengage (79,80). La détection des amplicons dépend de la
technique de PCR utilisée (81) :

- La PCR conventionnelle qui, aprés électrophorése, permet la visualisation des
amplicons, a I'aide de molécules fluorescentes (82),

- La PCR nichée (83), dont le principe réside sur la réalisation successive de deux
PCR, grace a l'utilisation de deux couples d’amorces (dont le deuxiéme couple est
interne au premier couple d’amorces). Elle permet d’obtenir de meilleures
sensibilité et spécificité que la PCR conventionnelle, mais le risque de
contamination des amplicons et le temps technique en sont augmentés (82),

- La PCR en temps réel, plus rapide, sensible et spécifique, est une technologie
basée sur la détection et la quantification d’'un reporter fluorescent dont 'émission
est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la
réaction de PCR (84—86). Elle ne nécessite pas d’étape post-PCR et limite donc le

risque de contamination des amplicons (87).

Les tests PCR peuvent également étre utilisés a des fins diagnostiques, qui seront

détaillées en partie 3. d) ii Approches moléculaires.

Dans un second temps, a la suite d’'une PCR, le séquengage des régions ITS1 et ITS2
peut aussi étre utile pour la spéciation des levures. Le séquengage du génome entier
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peut également étre réalisé, mais pas en routine. Celui-ci permet également la
détection de mutations de résistance aux antifongiques, comme les mutations du géne

ERG11, liées a la résistance aux azolés chez C. albicans (7).

Pour finir, des techniques de métagénomique, principalement utilisées en
bactériologie, sont a ce jour en développement pour la mycologie (88). C’est le cas du
metabarcoding moléculaire de ’ADN fongique. Les codes a barres de '’'ADN sont des
séquences d’ADN courtes et spécifiques, simples a amplifier et donc rapidement
identifiables par simple comparaison avec une banque de données exhaustive (89).
Le systeme de barcoding de 'ADN fongique est double, car formé de deux loci. La
région ITS, région primaire permettant d’'identifier 75% des champignons, ainsi que le
facteur d'élongation translationnel 1a (TEF1a), région secondairement ajoutée afin
d’améliorer l'identification des souches fongiques. Ce systeme, nommé Dual DNA
barcoding, permet d’identifier la majorité des champignons pathogénes chez 'lHomme

et les animaux (90).
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Figure 10. Représentation schématique des régions primaires (ITS) et secondaires
(TEF1a) du barcoding de I'ADN fongique indiquant les amorces universelles pour

leur amplification (90).
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La métagénomique shotgun (i.e. non ciblée) permet d’apprécier la composition globale
du microbiote d’'un échantillon. Les séquences obtenues lors de cette analyse sont
comparées aux génomes référencés et permettent soit une identification a un génome
connu, soit une intégration a la base de données pour définir de nouvelles espéces
(91,92). Les principaux référentiels concernent les génomes bactériens, mais les

banques de données sont a ce jour en développement pour le domaine fongique (93).

Geénomes des X
microorganismes présents dans Fragmentation
I'échantillon

%%& ——

[——---
l Séquengage

f

génome inconnu

| J | J

Assemblage etalignement sur des génomes référencés Assemblage et nouvelle
dans les bases de données annotation

Figure 11. Représentation schématique de la métagénomique shotgun (94).

Pour conclure, ces techniques présentent certains inconvénients. Elles dépendent de
I'extension des bases de données, ont un colt important et nécessitent des formations,
notamment d’ingénieurs et de bio-informaticiens. Cependant, le colt du séquengage

tend a diminuer et permettrait donc son développement a plus grande échelle.
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e) Techniques alternatives a la culture

i.  Recherche d’antigénes et d’anticorps dans le sang
> (1,3)-p-D glucane

Constituant de la paroi cellulaire des Candida ainsi que de la plupart des agents
fongiques pathogenes (hors Cryptococcus et Mucorales), le (1,3)-p-D glucane (BDG)
est un marqueur d’infection panfongique. Il n’est donc pas spécifique des infections
invasives a Candida.

Deux tests sont aujourd’hui disponibles pour la détermination du BDG sérique,
Fungitell® (Associates of Cape Cod, East Falmouth, MA, USA), qui est le plus utilisé
en France, et Wako (Fuijiflm Wako, Neuss, Allemagne). Tous deux ont regu le
marquage CE pour le diagnostic des IFIl. Le test Fungitell® BDG a également été
autorisé par la FDA. Ces tests sont colorimétriques (Fungitell®) ou turbidimétriques
(Wako) et quantifient I'activation de la cascade de coagulation de la limule, médiée par
le BDG (95).

Les performances de ce test sont meilleures en cas de dosages itératifs réalisés de
manieére consécutive, en moyenne deux déterminations par semaine (96). La
principale limite de ce marqueur est la proportion importante de faux positifs,
notamment dans les populations a risque de CIl (patients sous Augmentin ou
Tazocilline ou recevant des immunoglobulines...). Une récente étude portant sur des
patients candidémiques a montré que les sensibilité et spécificité du test Fungitell sont
respectivement de 87% et 85% (97). Cependant, dans le cadre de la CIA, les
performances du Fungitell sont inférieures, avec une sensibilité et une spécificité de
56 a 77% et de 57 a 83%, respectivement (98). Concernant les patients séjournant en
USI a risque de ClI, la sensibilité et la spécificité retrouvées étaient de 81% et 61% lors
d’'une étude menée par Haydour et al. (99).

L’utilisation du BDG, préconisée par 'ESICM, permet d’identifier les patients les plus
a risque d’IFI et peut orienter la stratégie antifongique chez ces patients (100). Ses
performances dépassent celles des modéles de prédiction du risque et des indices de
colonisation pour prédire les Cl a hémoculture négative (101). Le BDG a une VPN trés
élevée permettant d’exclure la probabilité d’une CI. Il est également intégré parmi les
criteres diagnostiques des IF| retenus par 'TEORTC/MSG (102).
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> Antigéne mannane et anticorps anti-mannane

Le mannane (Mn) est un polysaccharide de la paroi fongique de Candida pouvant étre
retrouvé dans la circulation sanguine lors de CI (103). Il existe différents tests
permettant sa détection : I'agglutination au latex (Pastorex, Candida, Bio-Rad) et
'ELISA (Platelia Candida Ag Plus, Bio-Rad et Serion ELISA Antigen, Serion
Diagnostics). La détection du mannane constitue un marqueur sensible pour
I'identification des patients infectés par C. albicans, C. glabrata et C. tropicalis, mais
sa performance reste modeste pour les espéces C. parapsilosis, C.krusei et C. kefyr
(104).

Les anticorps anti-mannane (A-Mn) peuvent quant a eux étre détectés par des
méthodes immunologiques, telles que 'ELISA. Leur quantification dans le sérum, peut
étre réalisée par des tests d'immunofluorescence indirecte, d'immunoprécipitation, et
par ELISA (Platelia™Candida Ab plus (Biorad)). A noter que la détection d’anticorps
peut étre mise en défaut chez les patients immunodéprimés ou chez les patients
neutropéniques. Leur détermination est préconisée chez le patient immunocompétent
et en sortie d’'une phase d’aplasie.

En 2010, une méta-analyse a montré que la sensibilité et la spécificité pour le
diagnostic de la Cl des Mn et des A-Mn étaient respectivement de 58/93% et de
59/83%. Concernant I'association des deux tests, les valeurs retrouvées étaient de
83% et 86% (105). C’est pourquoi l'utilisation combinée des Mn et A-Mn a été
recommandée par 'ESCMID (106). Cependant, une autre étude multicentrique
concernant les CIA et autres candidoses profondes a retrouvé une sensibilité des Mn
et A-Mn de 40% et 25% respectivement (98).

En 2004, une étude a montré l'intérét de ces analyses dans le diagnostic des
candidoses hépatospléniques (107). En effet, la détection des Mn et/ou d’A-Mn
permettrait de réduire le délai diagnostique de cette infection, car précéderait les
|ésions a I'imagerie de 16 jours.

La performance de ces biomarqueurs est variable selon les études, et bien que
spécifiques des infections invasives a Candida, ils sont souvent peu sensibles. Leur
intérét réside principalement dans leur association lors du dépistage des IFl a Candida

et plus particulierement dans le diagnostic de la candidose hépatosplénique.
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» Anticorps anti-mycélium ou anti-tube germinal (CAGTA)

L’analyse des CAGTA (Candida albicans Germ Tube Antibody) repose sur un test
immunologique détectant des anticorps dirigés contre des antigénes de la paroi du
mycélium de C. albicans dans le sang. Ces antigénes sont libérés par Candida spp.
lors d’'une invasion tissulaire (103).

Les auteurs ont établi qu'avec un titre d’anticorps au 1:160, la sensibilité et la
spécificité du diagnostic de Cl étaient de 84,4% et de 94,7%, respectivement (108).
Ce test permettrait également de distinguer les candidoses transitoires (liées a un
cathéter) des candidoses associées a une infection profonde.

Une méta-analyse concernant 7 études relatant des performances du dosage des
CAGTA dans le diagnostic des Cl a retrouvé des performances variables, avec une
moyenne de sensibilité/spécificité de 66%/76% (109). Ces performances seraient
encore plus modestes dans le diagnostic des candidoses profondes (110-112).

La contribution du CAGTA au diagnostic des candidoses est trés hétérogene, et bien
que son association avec le BDG ou le mannane semble prometteuse (113,114),

aucun test commercialisé n’est, a ce jour, disponible sur le marché frangais.

» Détection du tréhalose sérique par spectrométrie de masse MALDI-ToF

Récemment, un nouveau biomarqueur, nommé MS-DS (Mass Spectrometry-
DiSaccharide) a été détecté dans le sérum de patients atteints d’'IFI, par spectrométrie
de masse MALDI-ToF (115). Il a été associé a un signal m/z a 365. Le calcul d’'un
indice MS-DS permettant la quantification du signal par MALDI-ToF est obtenu en
faisant le rapport entre les intensités de signal m/z 365 (associé au tréhalose) et le
signal m/z 361 (associé a un signal matrice).
Des analyses supplémentaires, par la technique Orbitrap LC-MS apres
perméthylation, ont permis d’identifier le tréhalose comme signal correspondant au
MS-DS (116). Lors d’infections, une augmentation de la température ou un stress
oxydatif peuvent apparaitre. Ces conditions défavorables entrainent une accumulation
du tréhalose intracellulaire chez Candida, qui peut étre libéré lors de la phagocytose
des levures circulantes (117-119).
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L’incapacité des vertébrés a produire du tréhalose augmente sa spécificité dans le
diagnostic des IFI. Néanmoins, ce sucre n’étant pas synthétisé uniquement par
Candida, cette technique n’est pas spécifique des candidoses et est aussi utilisée dans
le contexte d’aspergillose et de mucormycose invasive (120,121).

Les performances du MS-DS sont comparables au BDG et au Mn pour le diagnostic
de CI et elles sont améliorées par l'utilisation de spectrométrie de masse a haute
résolution. Les données de sensibilité et de spécificité varient selon le type de
spectrométrie de masse utilisé. Ces résultats sont rapportés dans le Tableau VII,

parallelement a ceux des tests BDG et Mn.
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Figure 12. Spectres obtenus par spectrométrie de masse MALDI-TOF d’un patient
candidémique (a) et d’'un patient témoin (b). (¢) Comparaison de la distribution de

I'indice MS-DS dans des sérums de patients candidémiques et de témoins sains (115).

Tableau VII. Résultats de I’étude de Mery et al. concernant I'utilisation du
tréhalose, du BDG et du Mn lors du diagnostic de Cl (116).

Test Valeur seuil Se (%) Sp (%) AUC
BDG 80 80 62 0,8039
Mn 62,5 38 100 0,6939
MALDI-TOF 325 77 83 0,8767
MALDI-TLQ 255 82 83 0,8436
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ii. Approches moléculaires
> PCR

Différents tests de PCR sont réalisables directement sur diverses matrices (sang,
hémoculture, tissus, LCR...) et peuvent étre utiles au diagnostic des CI. C’est le cas
de PCR panfongiques (ex : SepsiTest ™-UMD (122) et MycoReal Fungi (123)), de PCR
spécifiques Candida (ex : MycoReal Candida (124)) et de PCR multiplex (ex :
Lightcycler SeptiFast (125) ou le test BAC BSI d’IRIDICA) (126).

Les PCR panfongiques auraient un intérét uniquement lorsque des éléments
fongiques sont observés sur des tissus en histologie, ou dans des fluides corporels a
'examen direct (102). Ne permettant pas une identification d’espéce, elles peuvent
étre suivies d’un séquengage ou d’une analyse de la courbe de fusion (127) pour
déterminer précisément I'espéce du champignon (7).

Les PCR Candida permettent la détection et I'identification des levures du genre
Candida. La plupart des tests cible les cinqg espéces de Candida les plus fréquentes
en pathologie humaine, c’est a dire C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis et C. krusei.

Des tests dits syndromiques réalisés par PCR mutliplex peuvent également étre
utilisés, la plupart a partir d’hémocultures. lls possédent généralement des cibles
bactériennes (ex : ADN ribosomal 16S) et fongiques (ex : ADN ribosomal 18S), comme
le LightCycler SeptiFast ou le Filmarray (125).

La liste des tests PCR disponibles pour la détection de Candida spp. est détaillée dans

les tableaux VIl et IX.

Tableau VIIl. Listes des tests PCR commerciaux disponibles pour la détection
de Candida spp (7,122-125,128-130).

Test Méthode Cible Espéces détectées
C. albicans, C. glabrata, C.
AusDiagnostic Sepsis ] Régions ITS1 ] o
PCR multiplex krusei, C. parapsilosis et C.
panel ou ITS2 o
tropicalis
PCR en temps réel C. albicans, C. dubliniensis, C.
MycoReal Candida _ o
Rt fx) avec analyse de la Région ITS2 glabrata, C. krusei, C. lusitaniae
ngenetix
J courbe de fusion C. parapsilosis et C. tropicalis
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MycoReal Fungi

(Ingenetix)

PCR en temps réel

Région ITS2

Toutes les espéces fongiques

SepsiTest-UMD (Molzym

Molecular Diagnostics)

PCR et séquencage

Sanger

ADN

ribosomal 18S

Toutes especes fongiques

SeptiFast Real-Time
PCR (Roche

Diagnostics)

PCR multiplex en
temps réel et analyse
de la courbe de

fusion

ADN

ribosomal 18S

C. albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis et C.

tropicalis (et A. fumigatus)

C. albicans, C. dubliniensis, C.

CandID® PCR multiplex en _
) Inconnue glabrata, C. krusei, C.
(OImDiagnostics) temps réel o o
parapsilosis et C. tropicalis
FilmArray Blood Culture C. albicans, C. glabrata, C.
PCR multiplex en ) o
Identification Panel Inconnue krusei, C. parapsilosis et C.
temps réel o
(BioFire Diagnostics) tropicalis
Candida spp. (C. albicans, C.
FungiPlex® Candida PCR multiplex en | parapsilosis, C. dubliniensis et
nconnue
(Bruker) temps réel C. tropicalis), C. glabrata et C.
krusei
FungiPlex® Universal . _
PCR en temps réel Inconnue Toutes especes fongiques
(Bruker)
C. albicans, C. glabrata, C.
Magicplex Sepsis Real- PCR multiplex en ] o
] Inconnue krusei, C. parapsilosis et C.
Time Test (Seegene) temps réel o ]
tropicalis (et A. fumigatus)
PCR multiplex avec
Sepsis Flow Chip hybridation _ _
) Inconnue C. albicans, Candida spp.
(Master Diagnostica) automatisée reverse
dot blot
PCR et Candida spp., C. albicans, C.
IRIDICA BAC BSI spectrométrie de ADN 258 et glabrata, C. parapsilosis, C.

(Abbott)

masse par ionisation

électrospray

mitochondrial

tropicalis, C. guilliermondii et C.

krusei
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Tableau IX. Tests moléculaires disponibles selon la matrice utilisée pour le
diagnostic des CI (7,122-125,128-130).

Tests réalisables sur différentes matrices aprés extraction d’ADN

Fungiplex® Universal °
Magicplex™ Sepsis °

PCR multiplex Sepsis Flow Chip
SeptiFast Real-Time PCR?
IRIDICA BAS BSI?

MycoReal Candida ¢
PCR Candida Fungiplex® Candida °
CandID®°

SepsiTestTM-UMD ¢

PCR panfongique MycoReal Fungi ¢

Tests réalisables sur hémocultures

Filmarray BCID Panel
PCR multiplex Sepsis Flow Chip
ePlex BCID FP Panel (GenMark Dx)

*peuvent étre suivies d’un séquengage pour identification
?sang total, ® sang total, plasma et sérum, ¢ plasma et LBA, ¢ prélévements cliniques
divers, ° ADN extrait

Une méta-analyse de 54 études concernant la détection de 'ADN circulant par PCR a
conclu a une sensibilité/spécificité pour les Cl prouvées et probables de 95% et 92%,
respectivement (131). Ces performances seraient variables pour les CIA, allant de 86
a 91 % de sensibilité et de 33 a 97 % de spécificité (110,111,132).

Une étude a comparé ['utilisation des hémocultures, de la PCR et du BDG dans le
diagnostic des CI (132). La PCR s’est avérée plus sensible que le BDG (80% contre
56%), grace a de meilleures performances dans les cas de candidoses profondes
(89% contre 53%). La spécificité de ces deux tests était similaire, de I'ordre de 70%.
L’association des hémocultures a la PCR a permis d’obtenir une sensibilité globale de
98% dans le diagnostic des Cl, alors que celle de I'association des hémocultures au
BDG était de 79%.

Bien que tres sensible, l'utilisation de la PCR pour la détection de 'ADN Candida a
des fins diagnostiques reste trés limitée. Tres peu de kits standardisés ont bénéficié
d’évaluation multicentrique et prospective en vue de définir un consensus sur leurs

indications et leurs limites (133). En effet, il subsiste une méconnaissance notable sur
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la cinétique de relargage de 'ADN dans les liquides biologiques et la relation entre la
charge fongique tissulaire et TADNémie (134). Son utilisation est réservée a certains

centres, notamment pour la détection des levures dans les tissus.

> T2MR

La technique et les performances du test sont détaillées en partie Il.

f) Critéres diagnostiques

Pour conclure sur I'utilité des différents biomarqueurs fongiques, 'ESICM a préconisé,
en 2019, d'utiliser les cultures conventionnelles sur sites stériles, ainsi que des
techniques non basées sur la culture dans le cadre du diagnostic de la Cl (100). Les
tests basés sur la PCR sont considérés utiles, mais leur manque de standardisation
ne permet pas de les utiliser seuls. L’utilisation combinée des Mn et A-Mn, du BDG et
du CAGTA apportent alors une valeur ajoutée et peuvent aider a documenter le niveau
de certitude d’'une CI. Afin d’exclure la ClI, la quantification des BDG, ayant une forte
VPN, est recommandée (100).

Les performances des Mn et A-Mn, ainsi que des CAGTA n’étant pas optimales, ces
tests n’ont pas été inclus dans les outils de diagnostic de CI.

L’EORTC/MSG préconisent la recherche de BDG par le test Fungitell® ainsi que le
T2MR parmi les critéres d’'une CI probable (102).
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Tableau X. Performances des tests utilisés pour le diagnostic des CI.

Test Sensibilité Spécificité Formes de candidoses Références
21-711% Cl (3)
HC 70% NA Candidémies (4)
30% Candidoses profondes (4)
73-81% 77-97% Cl (77,135-137)
BDG 87% 85% Candidémies (97)
56-77% 57-83% CIA (98,110,132)
Mn et 62-83% 86-96% Cl (3,105)
A-Mn 40% 25% Candidoses profondes (98)
G 42-96% 54-100% Cl (110-112)
53-73% 54-80% Candidoses profondes (110,111)
o 82-98% 87-98% Cl (3,131)
86-91% 33-97% CIA (110,111,132)
o 89-100% 94-99% Candidémies (3,5,77,98,138)
33-35% 93-98% CIA (101,139)

NA : non applicable
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Objectif et méthode de recueil

L’objectif de cette thése consiste en la réalisation d’'une revue de synthése sur les
applications du panel T2Candida pour le diagnostic des candidémies et des Cl depuis

sa commercialisation en 2015.

La recherche documentaire a été réalisée jusqu’au 23 mai 2022 sur la base de
données de Pubmed. Les articles sélectionnés étaient rédigés en anglais ou en
espagnol. Les mots-clés utilisés pour cette recherche étaient les suivants : « T2C »,
« T2Candida », « T2MR », « T2 magnetic resonance » et « invasive candidiasis

diagnosis ».

Un total de 51 articles contenant le terme « T2Candida » a été utilisé.

Une deuxiéme sélection a été effectuée sur la base des résumés et de leur pertinence
clinigue. D’autres articles traitants de la méme thématique et cités dans les
publications comportant les mots-clés ont été lus et analysés pour connaitre les

performances diagnostiques des autres biomarqueurs.
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lll. T2MR et panel T2Candida
1. Principe

a) Automate T2Dx et résonnance magnétique T2

Cet outil, développé par la société T2Biosystems (Lexington, MA, USA), est basé sur
la résonnance magnétique T2 (T2RM), mesurant la réaction des molécules d’eau en

présence de champs magnétiques.

Tzeiosyst?ms

Figure 13. Photographie de I'automate T2Dx (CHU de Lille).

Cet automate permet la détection de différents analytes sériques (ADN, protéines) par
le développement de divers panels commercialisés. Dans le domaine des maladies
infectieuses, 6 panels sont aujourd’hui disponibles : T2Candida, T2Cauris, T2Bacteria,
T2Resistance (bactérienne), T2Sars-CoV-2 et T2Lyme. Deux autres panels sont en
étude (140) (voir Figure 14).
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T2Candida Panel et e
FUNGAL CE-marked & e L-J{@ Y
FDA-Cleared environmental testing ExPanded Panel
and Next-Generation

Instrument

Detection of 299% of al
T2Bacteria Panel bloodborne, sepsis-
BACTERIAL CE-marked & causing pathogens and
FDA-cleared resistance markers,
including Pan-gram-
negative and
T2Resistance Panel Pan-gram-positive results
ANTIMICROBIAL CE-marked &
RESISTANCE Research use only
“Breakthrough Device”
T2SARS-CoV-2 Panel
EUA Approved
Biothreat Panel
BIOTHREAT Detection of biothreat
pathogens

T2Lyme Panel
TICK-BORNE Pursuing external partner-
ship

Figure 14. Les différents panels T2Biosystems disponibles et en étude (140).
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b) Le panel T2Candida

Approuvé par la FDA en 2014, ce test est préconisé pour le diagnostic des
candidémies chez I'adulte. Le panel T2Candida (T2C) utilise des amorces spécifiques
de 5 espéces différentes (C. albicans/C. tropicalis, C. glabrata/C. krusei et C.
parapsilosis). |l bénéficie désormais d’'un marquage CE pour le diagnostic des
candidémies et a été mis sur le marché en 2015. Il est utilisé dans plusieurs pays
européens (Espagne, Angleterre, Italie, Danemark). En France, cette analyse est
réalisable uniquement au CHU de Lille.

Les étapes d’extraction d’acides nucléiques, d’amplification et de détection sont
entierement prises en charge par 'automate. L’analyse est réalisée directement a
partir de 5 mL de sang total prélevé sur tube EDTA. Des études ont montré qu’'un
volume plus faible de sang pouvait étre utilisé, notamment 2 mL en population
pédiatrique (141,142).

L’instrument T2Dx va réaliser différentes étapes préliminaires a la détection de ’ADN
de Candida. Tout d’abord, une lyse des globules rouges et des leucocytes sera

effectuée, suivie d’'une concentration des débris cellulaires, des cellules pathogénes
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intactes et de toute autre matrice solide a partir de I'échantillon d’origine. La matrice
d’échantillon concentrée sera alors traitée par lyse mécanique a I'aide de billes. L’acide
nucléique du lysat pourra alors étre amplifié directement dans la matrice a 'aide d’'une
polymérase thermostable et d’amorces pan-Candida dirigées vers la région ITS2
(région de l'espaceur transcrit intermédiaire 2 dans I'opéron de I'ADN ribosomal de
Candida). L’ADN amplifié sera ensuite hybridé a des séquences nucléotidiques
complémentaires fixées sur les nanoparticules superparamagnétiques qui vont
s’agglomérer, permettant ainsi leur détection par résonnance magnétique T2. En effet,
la modification de répartition des molécules d’eau consécutive a cette agglomération,

va entrainer une augmentation du signal T2 et positiver le test.

La spéciation est réalisée grace a I'hybridation de sondes de capture spécifiques
d’espéces dans les amplicons du pan-Candida (voire Figure 15) (143,144). Le test
détecte différentes espeéces classées en 3 résultats qualitatifs différents, en lien avec
leur sensibilité aux antifongiques (voir Tableau Xl) :

- C. albicans/C. tropicalis : détection de C. albicans et/ou C. tropicalis

- C. glabrata/C. krusei : détection de C. glabrata et C. krusei,

- C. parapsilosis : détection de C. orthopsilosis, C. metapsilosis et/ou C.

parapsilosis (145).

Il est important de noter que seul ’ADN fongique provenant de cellules intactes sera
détecté (146).

Un contrdle interne comportant de 'ADN synthétique, va permettre de vérifier les
résultats en parallele a chaque échantillon. Sile contrdle est invalide et qu’aucun signal
T2MR n’est positif, alors un résultat « non-valide » s’affiche. L’échantillon pourrait alors
contenir des inhibiteurs faussant la détection de Candida. En plus du contrdle interne,
des contréles externes de T2Candida positifs et négatifs doivent étre effectués chaque

jour pour controler la qualité de 'automate et des réactifs (5).
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Figure 15. Représentation schématique de la détection par T2MR (144,147).

Tableau XI. Spectre d’activité des agents antifongiques sur les espéces
détectées par le T2C (148,149).

Amphotéricine B

Fluconazole

Voriconazole

Echinocandines

C. albicans S S S S
C. tropicalis S S S S
C. parapsilosis S S S S/R
C. glabrata S/ SDD/R SDD/R S

C. krusei S/l R S S

S : sensible, SDD : sensibilité dose-dépendante, | : intermédiaire, R : résistant
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La détection par T2MR est hautement sensible, car elle permet de détecter des
quantités tres faibles d’acides nucléiques, de I'ordre du femtomole, mélangées a une
grande diversité d’autres débris, acides nucléiques et protéines.

Les limites de détection observées sont de 3 UFC/mL pour C. albicans et C. tropicalis,
de 2 UFC/mL pour C. krusei et C. glabrata et 1 UFC/mL pour C. parapsilosis (144).

c) Le panel T2Cauris

L’automate T2Dx pourrait également avoir un avantage important au regard de
I'’émergence de C. auris. En effet, cette levure multi-résistante, bien que peu présente
en France, pourrait étre rencontrée de plus en plus, en lien avec les mouvements de
population, notamment liés a la crise ukrainienne, qui pousse certaines populations a
migrer vers I'Europe occidentale. C. auris est trés résistante dans I'environnement, ce
qui entraine des épidémies hospitalieres difficiles a contenir, et les infections dues a
cette levure sont souvent mortelles. Elle représente donc une menace importante pour
la santé publique (150).

Un panel T2Cauris est aujourd’hui disponible exclusivement pour un usage de
recherche. |l est réalisable sur des prélevements cutanés, sanguins, ainsi que sur des
prélevements d’environnement hospitalier. Des essais cliniques réalisés sur sang et
sur écouvillonnage cutané sont encourageants (151,152). Ses avantages principaux
seraient, comme pour le T2C, une rapidité de diagnostic (< 5h) et une sensibilité
importante (< 5 UFC/mL) en comparaison aux cultures (153). De plus, il détecterait C.
auris sans réaction croisée avec les autres especes Candida, telles que C. haemulonii
et C. duobushaemulonii, avec lesquelles des problémes d’identification par MALDI-
ToF sont possibles (152).
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2. Revue de la bibliographie sur I'utilisation du panel T2Candida
dans les candidoses invasives

a) Etudes précliniques : comparaison du T2C aux hémocultures

Diverses études ont comparé le T2C aux hémocultures en utilisant des échantillons
enrichis en Candida.

Beyda et al. ont comparé le T2C a des hémocultures aérobies (systéme automatisé
BACTEC 9050) sur des échantillons enrichis a 3,1 a 11 CFU/mL (13 a 20 échantillons
par espéces) (154). Le panel a présenté un avantage majeur en comparaison aux
hémocultures, car il a détecté 100% des échantillons positifs a C. glabrata,
contrairement a la technique de référence qui n'en a détecté aucun. Cela peut
s’expliquer par le besoin de cette levure de plus de 5 jours d’incubation pour se
développer, avec une préférence pour les milieux anaérobies. Les résultats de cette
étude sont présentés dans le Tableau XII. En dehors de C. glabrata, 'agrément positif
entre le T2C et les hémocultures était de 98,8% et 'agrément négatif était de 100%.

Des valeurs similaires ont également été obtenues lors d’'une seconde étude (144).

Tableau XIl. Résultats de I’étude de Beyda et al. (154).

Résultats du T2C
Echantillons enrichis
Positif | Négatif | Sensibilité | Spécificité
C. glabrata/ C. krusei Positif 39 0
100% 100%
(n =39) Négatif 0 51
C. albicans/ C. tropicalis Positif 33 0
100% 98,2%
(n =33) Négatif 1 56
Positif 18 0
C. parapsilosis (n = 18) 100% 95,8%
Négatif 3 69
Positif 90 0
Combinés (n = 90) 100% 97,8%
Négatif 4 176
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Le délai de détection des levures était significativement inférieur pour le T2C par
rapport aux hémocultures (voir Tableau XllI), pouvant permettre, dans un contexte

clinique, une accélération de la mise en route du traitement antifongique.

Tableau XIlIl. Délai de détection de Candida spp. du systéme d’hémoculture
BACTEC 9050 et du T2C (154).

Délai de détection (en heures)
Espéece p-value
Hémoculture T2C
C. albicans 106 3,9 < 0,001
C. glabrata NA 3,6 NA
C. parapsilosis 78,3 3,6 < 0,001
C. tropicalis 30,6 3,6 < 0,001
C. krusei 40,5 3,8 < 0,001

Un avantage supplémentaire du T2C a été observé dans deux autres études
(144,155). En effet, contrairement aux hémocultures, la présence d’antifongique dans
le préléevement n’entraine pas d’interférence avec le T2C, car il détecte les levures
intactes vivantes et mortes. Cela permet une détection prolongée de Candida spp.,
notamment chez des patients sous traitement antifongique.

Neely et al. ont également testé des échantillons de patients bactériémiques par le
T2C, qui se sont avérés négatifs, objectivant de la spécificité du panel (144). De plus
des échantillons enrichis contenant des antibiotiques ont été analysés par le T2C, lors
d’'une seconde étude de Beyda et al. (155). Les antibiotiques n’avaient aucun impact

sur la sensibilité et le délai de détection du T2C.
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b) Performances cliniques du T2C

i. Candidémies

Un essai multicentrique, nommé DIRECT1 (Detecting Infections Rapidly and Easily for
Candidemia Trial 1), réalisé par T2Biosystems, a permis I'approbation par la FDA du
T2C dans le diagnostic des candidémies (5). Lors de cette étude, des échantillons
sanguins prélevés chez plus de 1500 patients hospitalisés présentant des signes de
septicémie, ainsi que 250 échantillons contaminés avec des suspensions connues des
5 especes Candida, ont été analysés par T2C en paralléle d’hémocultures aérobies et
anaérobies.

Le T2C a présenté une sensibilité de 91,1%, une spécificité de 99,4% par test, ainsi
qgu’'un délai d’identification de 4,4 + 1 heure contre 129,9 + 26,3 heures pour les
hémocultures (voir Tableau XIV). Des échantillons enrichis a moins d’'1 UFC/mL en
Candida spp. ont été identifiés par le T2C, témoignant de ses performances
analytiques.

Seuls 31 cas de discordance ont été notés entre les résultats des hémocultures et le
T2C. Deux cas avec hémoculture positive a C. albicans et T2C négatif, qui
concernaient des patients en oncologie avec des CVC et qui étaient sous traitement
antifongique avant la prise de sang. Les 29 autres cas correspondaient aux
échantillons avec une hémoculture négative et un T2C positif (18 C. albicans/C.
tropicalis, 12 C. parapsilosis et 1 C. krusei/C. glabrata). Parmi ces cas, un seul patient
présentait une candidose prouvée (infection intra-abdominale a C. albicans) selon les
criteres de 'TEORTC. Pour 4 patients, la levure a par la suite été identifiée dans d’autres
prélevements (respiratoires ou urinaires), mais ces patients ne remplissaient pas les
critéres établis pour un diagnostic de CIl. Six patients étaient sous traitement
antifongique systémique sans présenter de signe d’infection fongique. Parmi les 18
autres patients discordants, 5 avaient un cathéter central, 4 avaient subi une greffe de
cellules souches ou d’organes solides et 3 étaient hospitalisés en oncologie.

Ces cas de discordance T2C positif et hémoculture négative peuvent s’expliquer par
I'inhibition de la pousse des levures dans les flacons d’hémoculture en présence
d’agents antifongiques, ainsi que par une meilleure sensibilité du T2C dans les

candidoses profondes.
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Dans cette étude, la VPN a été estimée a 99,5% et 99% pour une population d’étude
dans laquelle la prévalence de candidémie était de 5 et 10% respectivement (voire
Tableau XV), et le T2C s’est avéré reproductible a 98,5%. Le temps moyen de

détection négative était de 4,2 + 0,9 heures, contre 120 heures pour les hémocultures.

Tableau XIV. Résumé des résultats de performance du T2C par rapport aux

hémocultures (5).

Sensibilité (ICes) Spécificité (ICes)
Global 91,1 % (86,9 %-94,2 %) 99,4% (99,1- 99,6 %)
C. albicans/ | o, 3 o/ (85 4-96,6 %) 98,9 % (98,3 %-99,4 %)
C. tropicalis
C o 942% (84.1-98,8 %) 99,3 % (98,7-99,6 %)
parapsilosis
C. krusei/ o ) o o ) o
G gininata | 881 % (80.2:937 %) 99,9 % (99,7-100,0 %)

Tableau XV. VPP et VPN du T2C selon la prévalence des candidémies, en
considérant une sensibilité/spécificité du T2C de 91%/98,1% (5).

Prévalence VPP VPN
1% 32,6% 99,9%
2% 49,4% 99,8%
5% 71,6% 99,5%
10% 84,2% 99,0%
20% 92,3% 97,8%

Un essai multicentrique de suivi, appelé DIRECT2, a été réalisé sur 152 prélevements
de patients candidémiques hospitalisés (138). Le T2C était plus sensible que les
hémocultures simultanées chez les patients présentant une candidémie antérieure
(dans les 1 a 6 jours) : 45% contre 24% respectivement. Trente-sept des 152

prélevements avaient un T2C positif alors que les hémocultures, prélevées au méme
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moment, restaient négatives. Seuls 4 prélévements ont donné lieu a des hémocultures
positives et un T2C négatif et deux d’entre eux étaient coagulés. Ces discordances
sont probablement liées a I'impact des traitements antifongiques sur la sensibilité des
hémocultures. En effet, 95% du groupe ayant un T2C positif avec des hémocultures
simultanées négatives étaient sous traitement antifongique (98).

La neutropénie, un traitement antifongique antérieur et la candidémie a C. albicans ont
été associés indépendamment a des résultats discordants T2C positif et hémoculture

négative.

Le T2C a par la suite été comparé aux hémocultures fongiques (Myco/F Lytic) (156).
Trois cent quatre-vingt-trois paires de T2C et hémocultures fongiques ont été
analysées, aboutissant a des sensibilité/spécificité et des VPP/VPN du T2C par
rapport aux hémocultures fongiques de 64,7%/95,6% et 40,7%/98,5%. La sensibilité
et la VPP étaient donc inférieures a celles retrouvées lors de I'étude DIRECT1, sachant
que la prévalence de candidémie dans I'échantillon était estimée a 4,4%.

La concordance entre les hémocultures et le T2C était de 94,3%, comprenant 11
paires positives pour les 2 tests ainsi que 350 paires négatives pour les 2 tests.
L’hémoculture était positive avec un T2C négatif pour 6 patients (3 souches de C.
glabrata, 2 de C. albicans et 1 de C. parapsilosis). La situation inverse (T2C positif et
hémoculture négative) concernait 16 patients : 7 C. parapsilosis, 7 C. albicans/C.
tropicalis et 2 C. glabrata/C. krusei. Parmi ces patients, 14 avaient un dossier médical

évoquant une possible source d’infection.

Une autre étude observationnelle et rétrospective a eu pour but d’évaluer le T2C par
rapport aux hémocultures dans la détection et le traitement de la candidémie (157).
Deux groupes de patients ont été formés : 96 patients ayant eu un T2C positif et 168
patients ayant eu une hémoculture positive a Candida. Le délai moyen de détection,
ainsi que celui d’administration d’'un traitement antifongique étaient significativement
plus courts avec le T2C (respectivement 9h contre 41h et 4h contre 37h avec les
hémocultures). Cependant, aucune réduction de mortalité ou de durée de séjour n'a
été observée dans cette étude.

Certains facteurs de risque étaient significativement plus présents dans le groupe

ayant été diagnostiqué par le T2C : linsuffisance rénale, I'hnémodialyse et la
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neutropénie fébrile. Dans le groupe diagnostiqué par hémoculture, les patients avaient
d’autres facteurs de risque : un CVC, une nutrition parentérale totale pendant une
semaine ou plus ou une bactériémie concomitante.

Il est intéressant de noter que la répartition des espéces Candida étaient différentes
entre les deux groupes, avec une proportion plus importante de C. parapsilosis dans
le groupe T2C (31,3% contre 15,5%), alors que les C. glabrata/C. krusei étaient plus
présents dans le groupe hémocultures (14,6% contre 27,4%). La proportion de C.
albicans/C. tropicalis était équivalente dans les deux groupes (~ 54%). Seuls 2,4% des
isolats du groupe hémoculture étaient représentés par des espéces non détectables
par le T2C (C. guilliermondii et C. lusitaniae).

Concernant la proportion plus importante de C. parapsilosis dans le groupe T2C, nous
pourrions formuler 'hypothése, au regard de I'’épidémiologie locale, d’une plus grande
détection de cas de contamination cutanée avec le T2C. En effet, aux USA, C.
parapsilosis ne devrait représenter que 15% des isolats et C. parapsilosis est la levure
la plus présente dans les cas de contamination cutanée. Cependant, le mode
d’inclusion des patients dans deux groupes différents, I'un utilisant uniquement
'hémoculture et le second uniquement le T2C, ne permet pas d’affirmer cette

hypotheése.

L’équipe de Tang et al. a réalisé une méta-analyse de 8 articles sur la performance du
T2C, publiée en 2019 (137). Toutes les études utilisées étaient réalisées aux USA
avec pour objectif la comparaison du T2C sur sang total aux hémocultures. La
moyenne des sensibilités était de 91% (IC95 % : 88%-94%) et celle des spécificités
de 94 % (IC95 % : 93%-95%). Cette analyse a confirmé la fiabilité et la sensibilité

élevée du T2C dans le diagnostic des infections a Candida.
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ii. Candidoses profondes

Pfaller et al. ont réuni en 2016 'ensemble des résultats d’études cliniques disponibles
utilisant le T2C pour la détection des Cl et des candidémies (voir Tableau XVI) (158).
Cela a permis de mettre en avant la sensibilité plus importante du T2C par rapport aux
hémocultures dans le diagnostic des Cl. En effet, 22 cas de candidose prouvée ou

probable ont été détectés par le T2C en 'absence d’hémoculture positive.

Tableau XVI. Détection de Cl et candidémies par le T2C (158).

Total des infections
Atteinte T2C Hémoculture
a Candida

Candidémie 31 33 33
Candidose prouvée 12 0 12
Candidose probable 10 0 10

Cas totaux 53 33 55

Sensibilité 96,4% 60%

Une étude prospective multicentrique récente a étudié les performances du test T2C
dans les CIA (139). Cent trente-quatre patients ont été inclus sur environ 2 ans. La
majorité des patients avait été admise en USI aprés une chirurgie gastro-intestinale
(87%) ou en raison d'une pancréatite nécrosante (13%). Des prélévements
d’hémocultures ont été réalisés devant toute suspicion d’infection. Le T2C et le BDG
ont été testés en parallele a chaque hémoculture et a I'occasion de toute autre
hémoculture effectuée pour le suivi des patients. La probabilité de CIA dans cette
population a été préalablement estimée a 10%. Comme attendu, 13 sur 134 patients
ont développé une CAI prouvée. Les criteres permettant de classer les patients en
« CAl prouvée » ou en « CAl probable » correspondaient aux critéres EORTC/MSG et

sont résumés dans le Tableau XVII.
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Tableau XVII. Critéres permettant le classement des patients en CIA prouvée et
CIA probable (139).

Soit :
- Une hémoculture positive a Candida ssp.
- Une preuve histopathologique, cytopathologique ou microscopique directe
compatible avec Candida spp. dans un échantillon provenant d'un site
S normalement stérile, obtenu par biopsie a l'aiguille ou aspiration.
i - Une culture avec croissance de Candida spp. obtenue par une procédure
protivee stérile, y compris une culture de drainage de <24 h, d'un site normalement
stérile présentant une anomalie clinique ou radiologique compatible avec un
processus de maladie infectieuse.
Avec : une anomalie clinique ou radiologique compatible avec un processus
infectieux intra-abdominal.
Un patient ayant subi une chirurgie gastro-intestinale ou une pancréatite nécrosante
pr:bI:ble admis aux soins intensifs ou a I'unité d'hémodialyse.
+ BDG = 100 pg/mL

Le panel T2C a permis la détection des 2 cas de CIA associée a une candidémie, mais
seulement 4 patients parmi les 11 avec CIA seule. Le BDG a montré une sensibilité
beaucoup plus haute (85%), mais avec une spécificité plus faible que le T2C (83%
contre 97%). Les performances du T2C observées dans cette étude sont présentées
dans le Tableau XVIII.

Zurl et al. ont étudié, de maniére prospective, I'utilisation du T2C chez 32 patients
candidémiques et 22 patients atteints de candidoses profondes (159). D’une part, 87%
des patients candidémiques avaient un T2C positif a un moment donné de I'étude
(entre J-2 et J+3 de la réalisation des hémocultures), contre 68% le jour de la
réalisation de 'hémoculture (a JO). Pour 6 des 8 patients candidémiques ayant un T2C
négatif a JO, les hémocultures avaient été réalisées sur un CVC et 4 de ces patients
avaient un résultat T2C positif entre J-1 et J+2. D’autre part, seuls 27% des patients
souffrants de candidose profonde, diagnostiqués sur culture de site stérile, ont eu un
T2C positif lors de I'étude. Il est important de noter que plus de 14% des échantillons
analysés par T2C étaient invalides ou n’ont pas pu étre réalisés a cause de problémes
techniques lors de I'étude.
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Tableau XVIIIl. Performances de la T2C lors de I’étude Krifors et al. (139).

CIA prouvée

CIA prouvée

CIA prouvée et

CIA prouvée et

- et probable probable (traité) | probable (colonisé)
n=

n=33 n=24 n=23
T2C BDG T2C T2C T2C

Se (ICgsv%)

46% (19-75)

85% (55-98)

24% (11-42)

32% (15-54)

35% (17-57)

Sp (ICgs%)

97% (92-99)

83% (76-90)

98% (93-100)

98% (94-100)

98% (94-100)

VPP
Prévalence
12% 5% 11% 16% 16%
CIA 1%
Prévalence
42% 21% 39% 49% 50%
CIA 5%
Prévalence
61% 36% 58% 67% 68%
CIA 10%
VPN
Prévalence
99% 100% 99% 99% 99%
CIA 1%
Prévalence
97% 99% 96% 97% 97%
CIA 5%
Prévalence
94% 98% 92% 93% 93%
CIA 10%

Traité : Patients diagnostiqués cliniquement CIA et traités par un traitement antifongique.

Colonisé : Au moins une culture positive a Candida spp. dans un délai de 17 jours.

Une autre étude prospective menée dans une USI portant sur 48 patients a haut risque

(101) avait montré les mémes résultats concernant le T2C et le BDG dans le diagnostic
des CIA, c’est-a-dire des sensibilité/spécificité de 33%/93% et de 83%/66,7%
respectivement. La VPP du T2C était de 71% et la VPN de 74% dans ce contexte.

Cette étude concluait a une performance plus importante du panel T2C chez les

patients les plus graves, ainsi que l'intérét de I'association T2C et BDG pour le

diagnostic des CIA, de par la haute sensibilité du BDG et la haute spécificité du T2C.

En effet, dans cette étude, 100% des patients ayant un BDG et un T2C positifs avaient

développé une CIA, et 90% des patients pour lesquels le diagnostic de CIA avait été

écarté avaient un profil BDG et T2C négatifs.

69




Parallélement a l'association T2C et BDG, la combinaison T2C et Mn a aussi été
étudiée, de maniére prospective, dans le diagnostic des candidoses (160). Concernant
les candidémies, les sensibilité/spécificité et VPP/VPN de I'association étaient de
71%/79% et de 26%/96%. Dans les 13 cas de CAIl prouvée ou probable avec des
hémocultures négatives, les valeurs étaient de 31%/92% et de 20%/96%, avec des

performances similaires, de 31%/89% et de 15%/95%, pour le T2C seul.

Une observation clinique a révélé I'efficacité du T2C dans le diagnostic des candidoses
profondes isolées (161). Elle concerne une patiente transplantée hépatique ayant
développé une thrombose de I'artere hépatique, chez qui I'analyse histopathologique
a révélé la présence de micro-abcés compatibles avec une infection fongique. Les
prélevements mis en culture (hémoculture et liquides d’ascite) sont restés stériles.
Cependant, différents prélévements sanguins analysés par le T2C étaient positifs a C.
albicans/C. glabrata. |l s’est avéré que la patiente présentait une candidose profonde
a C. albicans sans candidémie, confirmée par PCR multiplex sur des biopsies post-

mortem.

De maniére intéressante, l'utilisation du T2C a également été envisagée dans le
diagnostic des complications oculaires secondaires a une candidémie (162,163). Cette
complication grave de candidémie est a ce jour diagnostiquée par un examen du fond
d’ceil, préconisé chez tout patient candidémique.

White et al. ont inclus 360 patients candidémiques diagnostiqués par hémoculture et
288 par le T2C sans hémoculture positive associée (162). La proportion de patients
présentant une candidose oculaire diagnostiquée lors du fond d’ceil était équivalente
dans les deux groupes (13% dans le groupe hémoculture contre 9% pour le T2C). C.
parapsilosis était significativement plus présent dans le groupe T2C, sans
conséquence sur la présence de symptdme ou d’atteinte oculaire ou sur la mortalité.
Certains facteurs de risque étaient plus présents dans le groupe T2C : la ventilation
mécanique, ainsi que les séjours prolongés en USI de plus de 72 heures.

Une seconde évaluation rétrospective a été réalisée sur 164 patients admis en
consultation d’opthalmologie pour suspicion d’endophtalmie ou de choriorétinite (163).
Soixante pour cent d’entre eux avaient un T2C positif et 73% avaient une hémoculture

positive a Candida spp. Treize pour cent des patients ont présenté une candidose
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oculaire certaine. La sensibilité du T2C étaient de 75% chez ces patients, contre 64%
pour les hémocultures.

Ces deux études mettent en avant I'utilité potentielle du T2C dans la prise en charge
précoce de candidose oculaire chez les patients présentant un T2C positif sans

hémoculture.

iii. Cas pédiatriques

Le diagnostic de CI est un diagnostic difficile a réaliser chez I'enfant. En effet, il n’y a
pas de consensus concernant |'utilisation des biomarqueurs fongiques en population
pédiatrique et les études réalisées sur les Cl concernent principalement I'adulte.

Une étude a évalué le T2C chez 15 patients agés de 5 a 12 ans dans le cadre d’'une
suspicion de candidémie (141). Faute de quantité suffisante de volume sanguin
prélevé chez ces patients, une nouvelle méthode de chargement des échantillons a
été utilisée. En effet, les instructions du fournisseur prévoient un volume supérieur a 3
ml pour la réalisation du T2C. Dans cette étude, seuls 2 ml de sang étaient collectés.
Le chargement de sang total a été réalisé par pipetage direct sur la cartouche
T2Candida (voir Figure 16). Le T2C a été appliqué sur 15 patients candidémiques (7
C. parapsilosis, 4 C.albicans, 3 C. glabrata et 1 C. tropicalis) et 9 contréles (non
candidémiques). Le T2C a montré une parfaite corrélation avec les résultats de

I’'hémoculture. Aucun test T2C positif n’a été observé sur les échantillons contréles.

Figure 16. Pipetage direct de sang total dans la cartouche T2Candida (141).
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Une autre étude prospective, réalisée chez des enfants hospitalisés sous
antifongiques, a mis en avant une concordance entre le T2C et les hémocultures de
92,8% (164). Sur les 63 patients testés, présentant tous des facteurs de risque de
candidémie, 7 avaient un T2C positif (5 C. parapsilosis et 2 C. albicans/C. tropicalis).
Trois de ces patients avaient des hémocultures positives a la méme espéce que celle
détectée par le T2C. Un quatrieme patient, positif a C. parapsilosis par le T2C, avait
une culture de liquide de drainage médiastinal positif a cette levure, sans hémoculture
positive associée. Les 3 patients restants n'‘ont pas eu de culture positive de
confirmation. Cette étude montre une nouvelle fois l'efficacité du T2C chez des
patients traités par antifongique, avec une meilleure sensibilité que celle des

hémocultures.

L’International Pediatric Fungal Network (IPFN) a initié une étude, nommée BIOPIC
(BlOmarkers in Pediatric Invasive Candidiasis), évaluant I'utilisation des biomarqueurs
fongiques dans le cadre du diagnostic des Cl en pédiatrie (142). Cette récente étude
multinationale a étudié différents biomarqueurs fongiques (le T2C, le BDG par
Fungitell, ainsi que les Mn et A-Mn par Platelia Candida Plus) chez I'enfant et
'adolescent dans 22 centres de 3 pays différents (USA pour 20 centres, Gréce et
Espagne). La culture sur site stérile a été considérée comme la norme de référence.

Sur 500 participants, seuls 13 d’entre eux (2,6%) ont présenté des critéres compatibles
avec le diagnostic de CI. Douze échantillons supplémentaires ont alors été enrichis en
Candida et analysés par le T2C, pour atteindre une prévalence de Cl de 5%. Au total,
418 paires d’échantillons (406 échantillons de patients + 12 échantillons enrichis) ont
été inclus dans I'analyse, dont 22 échantillons positifs (5,3% des échantillons). Seul
un patient a eu un diagnostic de Cl sans candidémie. Ainsi, nous pouvons en conclure
que les résultats de cette étude concernent plus précisément les candidémies en
population pédiatrique, et non les CI. Dans ce cadre, le T2C était le test présentant les
meilleures performances pour la détection des Candida. Les valeurs de sensibilité,
spécificité, VPP et VPN retrouvées étaient respectivement de 77,3%, 97,2%, 60,7% et
98,7%. L'utilisation combinée des tests a également été étudiée. La meilleure
combinaison pour la détection des infections a Candida est celle du T2C associé au

Mn. Ces résultats sont présentés dans le Tableau XIX.
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Tableau XIX. Performances du T2C, du Mn et de I’association T2C/Mn (142).

o Sensibilité (%) | Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
es
(ICos%) (1Cos2) (1Cos2) (IC95%)
77,3 97,2 60.7 98.7
T2C seul
(54,6-92,2) (95,1-98,6) (40,6,-78,5) (97,0-99,6)
40,9 97.2 45.0 96.7
Mn seul
(20,7-63,7) (95,1-98,6) (23,1-68,5) (94,5-98,3)
Au moins un 86,4 94.7 47.5 99,2
test positif (65,1-97,1) (92,0-96,7) (31,5-63,9) (97,7-99,8)
Deux tests 31,8 99.8 87.5 96,3
positifs (13,9-54,9) (98,6-100) (47,4-99,7) (94,0-97,9)

Cette étude a conclu a une utilité possible du T2C, seul ou en association avec le Mn,
pour la détection rapide de Candida chez les enfants a risque de Cl. Cependant, la
faible prévalence de Cl dans cet échantillon rend les résultats de I'étude peu fiables
(intervalles de confiance importants, présence d’échantillons enrichis, calcul des
performances fortement impactés par un seul prélévement).

Il est important de noter que dans cette étude, des volumes de 2 a 3 mL de sang ont

été également utilisés avec succes selon la procédure précédemment énoncée.

D’une maniére générale, les études réalisées en population pédiatrique avec
candidémie ont permis de montrer que le T2C est une approche fiable pour améliorer
la sensibilité, la précocité du diagnostic et ainsi la mise en route d’'un traitement
antifongique approprié. De plus, l'utilisation d’'un volume sanguin de 2 a 3 mL ne
constitue plus un frein a la réalisation du test, puisque le fournisseur a validé une
procédure permettant d’adapter le workflow de l'automate aux faibles volumes
sanguins.
Par ailleurs, il pourrait aussi étre intéressant de tester l'utilisation du T2C dans le LCR,
afin de diagnostiquer plus rapidement les méningoencéphalites hématogénes a
Candida, pathologies touchant les prématurés. Cependant, de par la faible prévalence
des Cl dans les services de pédiatrie, il est difficile de réaliser des études évaluant les
performances du T2C dans ce contexte.
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c) T2C et prélevements autres que sanguins

i. Dialysats péritonéaux

Le diagnostic rapide de péritonite fongique chez des patients en dialyse péritonéale
est difficilement réalisable. Bien que l'utilisation de ce type de prélevement n’ait pas
recu I'aval de la FDA, une étude réalisée sur des dialysats péritonéaux a montré des
résultats prometteurs pour l'utilisation du T2C dans le diagnostic de CIA (165). Trois
exemplaires de 3 échantillons de dialysats péritonéaux pédiatriques enrichis avec des
concentrations connues de C. glabrata (3000 CFU/mL, 300 CFU/mL et 3 CFU/mL)
ainsi que 3 contréles négatifs ont été analysés par le T2C. Les échantillons ont
préalablement été transférés dans des tubes de 4 mL contenant de 'EDTA et ont été
analysés comme l'auraient été des échantillons de sang total. Tous ont donné les
résultats attendus, c’est-a-dire que les 3 contréles négatifs étaient négatifs par le T2C,
et tous les échantillons enrichis étaient positifs a C. glabrata/C. krusei. Aucun essai
n’était invalide.

L’utilisation du T2C sur des prélévements sanguins, des prélevements de dialysats
péritonéaux et des liquides d’ascite constitue une approche originale complémentaire

des tests alternatifs a la culture, tels que le Mn et le BDG pour le diagnostic des CIA.

ii. Prélévements oculaires et liquide céphalo-rachidien (LCR)

Une observation clinique publiée en 2021, a démontré que l'utilisation du T2C était
possible sur prélevements oculaires et sur LCR (166). Cette observation concerne un
nouveau-né présentant plusieurs facteurs de risque de CIl : un faible poids de
naissance, une chirurgie intestinale durant son premier jour de vie, une nutrition
parentérale prolongée et une antibiothérapie large spectre durant 10 jours, via des
CVC. Suite a différentes bactériémies, le nourrisson a présenté un syndrome
inflammatoire ainsi que des sécrétions oculaires. Un fond d’ceil a été réalisé et des
|ésions rétiniennes ainsi qu’une vitrite ont été observées. Les sécrétions oculaires
mises en culture se sont positivées a C. albicans, justifiant un traitement par
fluconazole. Des atteintes articulaires et cérébrales ont également été vues lors d'IRM.

Apres 7 jours de traitement antifongique, une aggravation des lésions oculaires au
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fond d’ceil de contréle a motivé un switch thérapeutique vers 'amphotéricine B et une
vitrectomie.

En raison du risque de dissémination de I'infection, des prélévements d’humeur vitrée,
de LCR et de sang total ont été réalisés pour mise en culture et analyse par T2C.
Concernant la réalisation du T2C, le sang total, d’'un volume supérieur a 3 mL, a été
analysé comme préconisé par le fournisseur. Les 2 mL de LCR ont été placés dans
un tube EDTA et complétés avec 3 mL de solution saline stérile. Le prélévement de
vitrectomie d’environ 4 mL, réalisé a I'aide de sérum physiologique stérile, a également
été placé dans un tube EDTA. Les prélévements de sang et de LCR se sont avérés
négatifs avec le T2C et en culture. Cependant le prélévement oculaire était positif a C.
albicans/C. tropicalis avec le T2C. Deux jours plus tard, deux colonies de C. albicans,
identifiees par MALDI-ToF ont poussé sur la gélose, confirmant la présence de C.
albicans dans I'humeur vitrée.

Ce cas ouvre de nouvelles perspectives pour la prise en charge des Iésions oculaires
et méningées induites par les espéces Candida et plus généralement pour la

réalisation de ce test sur d’autres matrices stériles.

d) T2C et durée de traitement antifongique

Selon les recommandations internationales, le traitement antifongique des CI doit étre
poursuivi 14 jours apres la premiére hémoculture négative a levure (148). Différents
auteurs ont étudié l'utilisation du T2C dans le suivi des CI, afin d’adapter trés
précocement le traitement antifongique, sa durée, notamment chez les patients a haut

risque.

Une étude a été réalisée en 2017 sur les effets de I'instauration du T2C vis-a-vis du
délai d’adaptation antifongique et celui de détection de la candidémie (167). Le T2C a
permis de réduire de 17h le temps d’accés a un antifongique approprié. De plus, une
proportion moins importante de candidoses oculaires a été identifiée chez les patients

ayant bénéficié d’'un T2C par rapport aux patients n’ayant pas été testés par le panel.
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Cela étant probablement di a la précocité de détection et de mise en place d’un
traitement adapté avec cette technique.

Un essai clinique prospectif multicentrique, nommé essai STAMP (Serial Therapeutic
and Antifungal Monitoring Protocol), a été réalisé auprés de 31 patients, afin d’évaluer
la performance du T2C dans le suivi de la disparition de la candidémie par rapport aux
hémocultures (168). Dans le suivi des patients recevant un traitement antifongique, le
T2C s’est montré significativement plus performant que les hémocultures. Lors de cet
essai, le T2C a également permis de détecter C. albicans chez un patient présentant
un bilome a cette levure, chez qui les hémocultures sont restées négatives, témoignant
de son intérét dans les candidoses profondes. Ces auteurs ont également formulé
I'hypothese d’arréter le traitement antifongique aprés deux T2C consécutifs négatifs.
Un rapport de cas a également été publié par Ahuja et al., proposant I'utilisation du
T2C pour l'évaluation de la guérison de deux cas d’endocardites de valves
prothétiques a C. parapsilosis (169).

L’utilisation du T2C dans la décision de durée de traitement antifongique a aussi été
étudiée lors d’'un cas de candidémie pédiatrique dans un cadre de greffe multi-
viscérale (170). Durant ce suivi, des hémocultures ont été réalisées en paralléle de
chaque T2C. Les hémocultures étaient positives a C. parapsilosis de J8 a J10, alors
que les T2C I'étaient de JO a J28 (voir Figure 17). Le patient a été traité jusqu’a 2
semaines apres le premier T2C négatif et a donc eu un traitement plus long que si la
durée de traitement avait été basée sur la premiére hémoculture stérile. Le T2C a
permis une adaptation rapide du traitement antifongique (4h aprés le prélevement),
conduisant a une meilleure prise en charge de linfection en évitant les effets
indésirables d’une molécule inadaptée et 'apparition de résistances aux antifongiques.
De plus, l'allongement de la durée de traitement antifongique pourrait permettre

d’éviter des récidives dues a un traitement précocement interrompu.
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Figure 17. Chronologie du diagnostic et de la disparition de la candidémie du cas au

regard des résultats des hémocultures et des T2C (170).

Munoz et al. ont étudié I'utilisation du T2C, du BDG et des hémocultures dans le suivi
de patients candidémiques, afin de prédire leur évolution vers une candidémie
compliquée (171) (définie comme un candidémie suivie de métastases septiques et/ou
entrainant le déces du patient). Parmi les 30 patients inclus, 9 ont présenté une
candidémie compliquée. Les résultats des 3 tests réalisés en prédiction des épisodes
compliqués sont présentés dans le Tableau XX. Le T2C était le marqueur de suivi
ayant les meilleures performances pour prédire d’'un épisode compliqué. Si positif dans
les 5 premiers jours, il a été associé a un risque 37 fois plus élevé de développer une

candidémie compliquée.

Tableau XX. Résultats de I’étude publiée par Munoz et al. (171).

Test Sensibilité Spécificité VPP VPN
Suivi précoce (< 5 jours)
Hémocultures 44,4% 76,1% 44,4% 76,1%
T2C 100% 76,1% 64,2% 100%
BDG 100% 38,9% 40,9% 100%
Suivi tardif (> 7 jours)
Hémocultures 40,0% 100% 100% 66,7%
T2C 85,7% 94,7% 85,7% 94,7%
BDG 100% 33,3% 36,8% 100%
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Une seconde étude du méme auteur, réalisée chez des patients sous traitement
antifongique empirique pour une CI présumée, a étudié I'utilisation du T2C, du CAGTA
et du BDG comme marqueurs prédictifs d'une évolution défavorable (172).

Contrairement au BDG et au CAGTA, le T2C était un marqueur indépendamment

associé a un mauvais pronostic, avec une VPP de 100% et une VPN de 79,5%.

Les résultats de ces études confirment I'utilité indiscutable du T2C, notamment en
termes pronostiques, chez des patients sous traitement antifongique, en association

aux hémocultures.

e) Aspects économiques

Des premiéres études basées sur des modeles théoriques ont permis d’évaluer les
économies possibles liées a I'utilisation du T2C (173,174).

Bilir et al. ont développé un arbre décisionnel permettant d’estimer les dépenses
hospitalieres et les conséquences cliniques de l'utilisation du T2C par rapport a
I’'némoculture (173). La prévalence des candidémies, la distribution des espéces de
Candida, les caractéristiques du test, l'utilisation des antifongiques et les différences
de durée de séjour et de mortalité en fonction du délai d’initiation du traitement
approprié ont été pris en compte. Ainsi, pour un taux de prévalence de 3% et un
traitement empirique par micafungine, I'économie annuelle potentielle serait de
presque 6 millions de $ US en utilisant une stratégie de dépistage par T2C
comparativement aux hémocultures. La dépense par patient testé a diminué de 1148
$ US. Lors de cette étude, la mortalité globale a également diminué de 60,6% en
utilisant le T2C comme stratégie de dépistage.

Un autre modeéle, développé par Walker et al., a confirmé I'économie possible liée a
I'utilisation du T2C par rapport aux hémocultures (174). Son avantage majeur serait
de permettre d’arréter un traitement empirique inutile chez les patients a faible risque
de CI. Différentes études cliniques ont d’ailleurs confirmé I'utilité du T2C dans la

réduction du traitement antifongique empirique (175-178).
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Les impacts clinique et économique de l'instauration de tests de diagnostic rapide
pourraient étre importants, de par la désescalade possible de traitements empiriques
inutiles, la réduction des dépenses hospitalieres et de la pression de sélection de

résistance aux antifongiques.
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DISCUSSION

A ce jour, le diagnostic biologique des CI repose sur la réalisation d’hémocultures et
I'association de différents biomarqueurs sériques (3,100,113). La contribution de ces
examens au diagnostic de Cl en termes de sensibilité et de spécificité est variable,
raison pour laquelle la majorité des experts recommandent leur utilisation de fagon
conjointe afin d’améliorer la fiabilité et la précocité du diagnostic. En effet, la positivité
des biomarqueurs, tels que le BDG ou le Mn, ne suffit pas a elle seule pour poser le
diagnostic de CI (98). Ces derniers participent cependant a documenter le niveau de
certitude d’une Cl. C’est dans ce contexte que la société T2Biosystems a développé
le panel T2C, en vue de compenser la sensibilité imparfaite des hémocultures. En

effet, le T2C permet de détecter des faibles charges fongiques rapportées a 1 UFC/mL.

Le T2C est basé sur une technologie innovante, la résonnance magnétique T2, qui est
hautement sensible. Il permet la détection et 'amplification de 'ADN de levures
intactes, ainsi que la spéciation des 5 espéces Candida majoritaires en pathologie
humaine. Cette technique étant entierement automatisée et réalisée sur sang total,
elle est simple et rapide de réalisation au laboratoire.

Sa sensibilité trés importante, de 1 a 3 UFC/mL selon les espéces (144), est un atout
majeur face aux méthodes conventionnelles qui ne permettent pas la détection de
charges fongiques trés faibles. De plus, contrairement a la culture, le T2C permet de
détecter les levures viables et non viables. Elle reste donc efficace chez les patients
sous traitement antifongique, pour lesquels la charge fongique est souvent diminuée

et en grande partie non viable.

Lors d’études précliniques, le T2C a montré une sensibilité et une spécificité proches
de 100% (144,154), avec une meilleure détection de C. glabrata par rapport aux
flacons d’hémoculture aérobie BACTEC. Une nette amélioration du délai de détection
des levures a également été observée en comparaison aux hémocultures, passant de
plusieurs jours dans certains cas, a moins de 4 heures (154). La positivité du T2C a

par ailleurs été rapportée a plusieurs reprises dans des échantillons sanguins enrichis
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en antifongiques, ainsi que chez des patients sous traitement antifongique
(5,138,144,145,155,157,161,166,167).

Certaines études ont évalué les performances du T2C in vivo et in vitro. Il s’agit de
I'étude DIRECT1, qui porte sur des échantillons de patients septicémiques et des
échantillons enrichis (5), qui a montré des sensibilité et spécificité de 91,1% et 99,4%
respectivement. Les VPN estimées étaient également trés importantes, y compris
dans des populations a faible prévalence de candidémie, ce qui n’était pas le cas pour
les VPP. En effet, pour une probabilité pré-test de 5%, la VPP a été estimée a 71,6%,
alors qu’elle n’était que de 32,6% pour une probabilité pré-test de 1%. L’étude BIOPIC
(142), concernant des échantillons d’enfants principalement candidémiques ainsi que
des échantillons enrichis, a retrouvé une sensibilité inférieure, de 77,3% avec une
spécificité de 97,2%. Dans cette étude comprenant 5,3% d’échantillons positifs, la VPP

était également inférieure, a 60,7% avec une VPN de 99,7%.

Les études témoignant de I'utilisation en pratique clinique du T2C révelent globalement
des données de sensibilité inférieures a celles rapportées lors des études in vitro (156).
Cependant les performances du T2C restent importantes. En effet, les données
moyennes de sensibilité et de spécificité du T2C chez des patients candidémiques ont
été estimées a 91 et 94% respectivement (137). Une étude ultérieure a cependant
décrit des valeurs inférieures en comparant le T2C aux hémocultures fongiques (156).
Les sensibilité/spécificité et VPP/VPN retrouvées, pour une prévalence de candidémie
de 4,4%, étaient respectivement de 64,7%/95,6% et de 40,7%/98,5%.

Certains auteurs ont mis en lumiére la contribution significative du T2C pour la
détection des candidoses profondes, sans hémoculture positive associée
(158,161,168). Ces observations révélent une amélioration du délai diagnostique, ainsi
que de la prise en charge globale des patients. Cependant lors d’études ciblant les
patients atteints de CIA, la sensibilité du T2C, bien que plus importante que celle des
hémocultures, reste faible, autour 30-35%. La spécificité du T2C dans ce contexte
reste importante, de I'ordre de 93-98% (101,139,159,160).

Sa réalisation sur d’autres matrices, telles que le LCR et ’'humeur aqueuse, constitue
également un progrés permettant l'amélioration du diagnostic d’infections

particuliéres, telles que les atteintes cérébrales ou oculaires (165,166).

81



Plusieurs auteurs ont analysé [Iutilisation conjointe du T2C avec d’autres
biomarqueurs. D’une part, 'association du T2C avec le Mn a été étudiée a plusieurs
reprises (142,145,160). Cependant les performances diagnostiques de cette
combinaison n’étaient pas significativement supérieures a I'utilisation du T2C seul.
D’autre part, une amélioration du diagnostic des CIA a été observée lorsque le T2C
est associé au BDG (101,139). En effet, bien que trés spécifique dans les cas de
candidoses profondes, le T2C a montré une faible sensibilité dans les CIA,
contrairement au BDG, peu spécifique et trés sensible. Leur utilisation conjointe
permet alors d’obtenir des performances intéressantes dans le diagnostic de ces

infections.

La forte VPN du T2C, quelle que soit la prévalence d’infection, permet d’exclure une
Cl et d’arréter rapidement un traitement antifongique empirique ou pré-emptif
(179,180). Un T2C négatif permet alors d’éviter des colts hospitaliers et des effets
indésirables liés aux antifongiques. Il permet également de diminuer la pression de

sélection de mutants résistants aux antifongiques.

Son utilisation en tant que marqueur pronostique et de suivi a également été proposée
par différents auteurs (167,168,171).

Chez le patient candidémique, le consensus international actuel prévoit une durée de
traitement antifongique de 14 jours aprés la derniére hémoculture négative (148).
Certains auteurs pensent pouvoir diminuer la durée de ce traitement en utilisant le T2C
(168). Cet objectif pourrait &tre atteint par un suivi régulier des patients a hémoculture
positive par le T2C, dont la sensibilité est reconnue pour détecter jusqu’a 1 cellule par
mL. Ce panel pourrait contribuer a mieux évaluer la clairance totale des levures de la
circulation sanguine, ayant pour conséquence une réduction de la durée de traitement.

Cette derniére pourrait étre définie a la suite de deux T2C séquentiels et négatifs.
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Bien que prometteur, le T2C présente néanmoins des limites. Son utilisation
concomitante aux hémocultures reste indispensable (178). En effet, I'isolement du
champignon a partir de la culture permet la réalisation d’identification précise de
'espéce, notamment par MALDI-ToF, ainsi que I'évaluation de la sensibilité aux
antifongiques. De plus, contrairement aux cultures, le T2C ne permet pas de détecter
les infections polymicrobiennes. Il ne peut donc aujourd’hui se substituer aux cultures.
Le second inconvénient réside dans le fait que le panel d’espéces identifiables par le
T2C est relativement restreint. Détecter les 5 espéces maijoritaires, peut conduire a
une proportion non négligeable de résultats faussement négatifs. De plus, sa

spéciation par paires limite la précision diagnostique.

Le T2C étant une technique trés sensible, il a été rapporté la possibilité de
contamination par la flore cutanée, qui surestime la proportion de C. parapsilosis
détectée dans certaines études (157). Ceci renforce la nécessité d’asepsie cutanée
avant tout prélévement, ainsi que lors de la manipulation du tube. Ces cas de positivité
a C. parapsilosis, notamment en pédiatrie, doivent faire I'objet d’'une attention

particuliére.

Un pourcentage important (autour de 10%) de résultats invalides a été rapporté dans
plusieurs études (5,138,142,156,160,172). Les justifications de I'invalidité de ces tests
ne sont pas documentées. Parmi les raisons invoquées au laboratoire, il est souvent
rapporté un volume sanguin inférieur a celui préconisé par le fabricant (5 mL). Cette
contrainte limite l'utilisation de cet outil dans les populations pédiatriques et de

néonatalogie.

En ce qui concerne les aspects économiques, le colt unitaire excessif (256,50€ par
test), associé a des dates péremptions courtes des réactifs (77), rendent difficile son
développement dans certains laboratoires, ainsi que la réalisation d’études. Il en est
de méme pour la maintenance de I'appareil, qui nécessite des interventions répétées

et coliteuses, puisque le support technique n’est pas encore disponible en France.

Enfin, en pratique clinique, il est parfois difficile d’interpréter un résultat isolé de T2C

(31,154,181), justifiant le maintien de I'hémoculture. Ainsi, un profil T2C positif et
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hémoculture négative devrait inciter le biologiste a réaliser d’autres biomarqueurs pour
documenter la probabilité d’'une CI. Par ailleurs, un résultat de T2C négatif chez un
patient a hémoculture positive a été rapporté chez des patients porteurs d’'un cathéter
colonisé par Candida (159).

De maniére globale, il n’a pas été possible dans les études réalisées a ce jour de
démontrer un impact réel et direct de l'utilisation du T2C sur la mortalité des Cl. De
méme, certains auteurs ont émis I'hypothése que les performances du T2C seraient
meilleures dans les populations a forte prévalence de CI (143,179). Il est donc
important que la prescription de ce test et I'interprétation des résultats tiennent compte

de I'épidémiologie propre a chaque centre.
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CONCLUSION

Le T2C est un test non fondé sur la culture qui, comme le BDG ou le Mn, doit étre
utilisé en complément des hémocultures. En association, le T2C et les biomarqueurs
peuvent compenser la faible sensibilité des hémocultures et augmenter le niveau de
certitude d’'une CI.

Le T2C est désormais intégré aux criteres mycologiques de 'lEORTC, ce qui témoigne
de son intérét diagnostique dans les CI. |l peut étre utilisé dans les différentes formes
de candidoses, telles que les candidémies, les candidoses profondes ou les infections
localisées particuliéres (méningites, vitrites...).

Le T2C doit étre utilisé en connaissance de I'écologie et de I'épidémiologie locale. En
effet, la VPP du T2C serait meilleure lorsque la prévalence de CIl est élevée.
L’utilisation de ce panel serait donc a privilégier dans les services de réanimation et
de soins intensifs, ou le risque de Cl est important. L’association du T2C avec des
biomarqueurs fongiques, d’inflammation ou d’infection, tels que la CRP ou la
présespine, pourrait permettre de mieux identifier les patients a trés haut risque de Cl,
pouvant justifier d’'un traitement pré-emptif en I'absence d’hémoculture positive
(182,183).
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ANNEXE

Classification des Cl selon TEORTC (102).

Prouvée

Probable

Possible

- Soit mise en évidence de levures a I'examen
histologique, cytologique ou a [I'examen direct
microscopique de prélévements obtenus par ponction ou
biopsie (hormis les muqueuses)

- Soit culture positive d’'un échantillon provenant d’un site
normalement stérile avec des signes cliniques et
radiologiques compatibles avec une infection (hormis les
prélevements urinaires, sinusiens et des muqueuses)

- Soit développement de levures a 'lhémoculture

- Soit une amplification de I'ADN fongique par PCR
associée au séquengage de I'ADN lorsque des levures
sont observées dans des tissus fixés au formol et inclus

en paraffine.

1 critere d’hote
+ 1 critere
mycologique

+ 1 critere

clinique

1 critére d’hote
+ 1 critére clinique,
sans preuves

mycologiques

Critéres d’hote :

- Neutropénie < 500/mm?® pendant plus de 10 jours

- Hémopathie maligne

- Receveur d’'allogreffe de CSH ou de greffe d’organe solide

- Corticoides > 0,3 mg/kg/j pendant > 3 semaines au cours des 2 derniers mois

- Traitement par d’autres immunosuppresseurs cellulaires T dans les 90 jours
précédents (ciclosporine, anti TNFa, Ac monoclonal, analogue nucléosidique)

- Déficit immunitaire constitutionnel

- Maladie aigué du greffon contre I'héte de grade Ill ou IV touchant lintestin, les

poumons ou le foie et réfractaire au traitement de

Critéres cliniques :

1 ere

intention par stéroides.

Un de ces deux signes survenant dans les suites d’'une candidémie dans les 15 jours :
- Micro abcés hépatiques ou spléniques (Iésions en forme d’ceil de beoeuf) ou dans le

cerveau ou augmentation des méninges

- Exsudats rétiniens progressifs ou opacités vitréennes a I'examen ophtalmologique

Critére mycologique :

- BDG sérique (Fungitell) > 80 ng/mL dans au moins 2 échantillons de sérum

consécutifs
- T2Candida positif
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