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Résumé Les infections fongiques invasives (IF1), aspergil-
loses (AI) et candidoses (CI) essentiellement, ont vu leur
fréquence augmenter ces derniéres décennies en réanima-
tion. Leur pronostic est directement en rapport avec la pré-
cocité du traitement antifongique. Or, les techniques micro-
biologiques conventionnelles donnent des résultats trop
tardifs pour permettre cette rapidité thérapeutique, voire sont
mises a défaut : 50 % des CI s’accompagnent ainsi d’hémo-
cultures négatives. Il est donc nécessaire d’appuyer les stra-
tégies de traitement précoce sur l’utilisation de nouveaux
outils, dont les biomarqueurs. Ceux-ci sont dérivés de com-
posants structuraux, enzymatiques ou métaboliques des
champignons. Les biomarqueurs commercialisés utilisables
en routine sont pour I’instant des antigénes (Ag) polysaccha-
ridiques de paroi ou les anticorps (Ac) les reconnaissant.
Parmi ceux-ci, le B-D-1,3-glucane est un marqueur ubiqui-
taire, utilisable pour la CI, I’ Al mais aussi la pneumocystose.
Il semble précoce, sensible, mais peu spécifique pour les
patients de réanimation. A I’inverse, le mannane est un Ag
spécifique de Candida et de ce fait spécifique pour le diag-
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nostic de CI, mais peu sensible et moins précoce que le
B-D-1,3-glucane. Le galactomannane est lui spécifique d’4s-
pergillus et représente un biomarqueur assez sensible, pré-
coce et spécifique des Al, malgré de nombreuses causes de
faux-positifs. Les Ac correspondant a ces Ag ont des perfor-
mances imparfaites, mais leur cinétique, inverse de celle des
Ag, peut étre intéressante a suivre. L’utilisation de ces bio-
marqueurs dans le cadre d’une stratégie de traitement
préemptif ou a I’inverse pour limiter des traitements empiri-
ques non justifiés pourrait permettre de rationaliser les pres-
criptions d’antifongiques tout en améliorant la précocité des
traitements. Les progres a venir dans leur utilisation reposent
sur |'utilisation d’autres cibles moléculaires et sur des tech-
niques de dosage exploitant les avancées biotechnologiques.

Mots clés Biomarqueurs - Candidose invasive -
Aspergillose invasive - Préemptif - Pronostic

Abstract The incidence in the intensive care unit of invasive
fungal infections, including invasive aspergillosis (IA) and
candidiasis (IC), increased during these last decades. Out-
come remains tightly linked to the delay of treatment admi-
nistration. Routine microbiological techniques give too late
results to allow prompt antifungal therapy. They are even
sometimes unable to diagnose the infection since almost
50% of the blood cultures are negative in IC. Therefore,
other tools like biomarkers are needed to help building
new therapeutic strategies. Biomarkers derive from structu-
ral, enzymatic, or metabolic components of fungi. Polysac-
charide antigens from the cell wall or antibodies recognizing
them can be routinely used. B-D-1,3-glucan is an ubiquitous
biomarker, useful for IC, IA, and pneumocystis pneumonia
diagnosis. It becomes early positive and represents a sensi-
tive but not a specific biomarker. At the opposite, mannane is
an antigen from Candida, specific but not sensitive for IC
diagnosis and becoming positive later in the infection course
than B-D-1,3-glucan. Galactomannane is specific and quite
sensitive for Aspergillus. It becomes early positive for IA
diagnosis, despite numerous causes of false positivity. Rela-
ted antibodies have variable performance, but their kinetics
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appears interesting to follow-up. The use of these biomar-
kers for preemptive treatments or at the opposite to decrease
the number of empiric prescriptions may help rationalizing
antifungal management and increasing the rapidity of treat-
ment administration. Further progresses are expected,
relying on new molecular targets and assays based on new
biotechnologies.

Keywords Biomarkers - Invasive candidiasis - Invasive
aspergillosis - Preemptive - Prognosis

Introduction

Les infections fongiques invasives (IFI) représentent 19 %
des infections en réanimation [1]. Les candidoses invasives
(CI) en sont la premiére cause et les levures du genre Can-
dida sont au quatriéme rang des agents retrouvés dans les
hémocultures prélevées dans un contexte nosocomial [2].
Malgré des progres importants dans la compréhension de la
physiopathologie et la mise a disposition de molécules anti-
fongiques efficaces, la mortalité des CI reste ¢levée [3]. En
réanimation, la prévalence des candidémies est de 7/1 000,
avec une mortalité attribuable de 40 %, supérieure a celle
relevée pour les bactériémies [4]. Le diagnostic positif des
CI est difficile et repose traditionnellement sur I’associa-
tion de signes cliniques non spécifiques a des signes histo-
pathologiques et/ou la présence de levures dans un milieu
normalement stérile (hémocultures, plévre, LCR...). De ce
fait, 'une des raisons de ce pronostic sombre est la mau-
vaise performance des techniques microbiologiques
conventionnelles, a I’origine d’un défaut de diagnostic ou
d’un retard dans I’introduction du traitement antifongique
spécifique. Cela est li¢ au fait que la sensibilité des hémo-
cultures pour le diagnostic de CI est évaluée a 50 % et que
le délai minimum de rendu de positivité est d’au moins
48 heures [5] ; 24 a 48 heures supplémentaires sont en outre
nécessaires pour 1’obtention de I’antifongigramme, et entre
deux et cing jours pour I’identification de I’espéce. Ce délai
d’identification a été considérablement réduit avec 1’intro-
duction de la spectrométrie de masse, en termes de rapidité
et de fiabilité d’identification des espeéces [6]. Quelques
travaux concernent actuellement la détermination de la sen-
sibilité aux antifongiques en spectrométrie sans passer par
la culture [7]. Ces progres sont importants a considérer, car
il est clairement établi que le délai d’introduction du traite-
ment antifongique est corrélé au pronostic [8,9]. Cette pro-
blématique est aussi rencontrée avec la deuxieme IFI la
plus fréquente en réanimation, 1’aspergillose invasive
(AI), dont la mortalité est supérieure a 40 %. Les champi-
gnons du genre Aspergillus et essentiellement I’espéce
fumigatus sont rencontrés dans 1,4 % des infections en réa-

nimation [1]. L’Al peut concerner des patients immuno-
compétents, mais sa prévalence augmente de fagon impor-
tante en cas d’immunodépression : Aspergillus fumigatus
est ainsi par exemple la premicre cause d’IFI chez I’allo-
greffé de moelle osseuse [10]. Ici aussi, le délai d’introduc-
tion du traitement antifongique spécifique a un impact fort
sur la mortalité et la durée d’hospitalisation [11], toute la
difficulté étant de différencier la présence d’A. fumigatus
dans I’arbre respiratoire de ’infection.

Il est donc nécessaire de disposer d’outils alternatifs aux
techniques mycologiques conventionnelles pour améliorer
ce délai d’introduction du traitement. Différentes approches
diagnostiques non basées sur la culture ont été développées.
Ces techniques sont la détection d’antigénes (Ag), d’anti-
corps (Ac) et/ou d’acide désoxyribonucléique (ADN) [12].
Les tests actuellement disponibles en routine et les mieux
évalués sont la détection de polysaccharides pariétaux circu-
lant dans le sérum des patients ou d’Ac dirigés contre ces
composants. Cette démarche est appliquée a la CI et a I’Al
sur lesquelles nous focaliserons cet exposé. La survenue tar-
dive de la CI en réanimation [4] rend leur utilisation concep-
tuellement intéressante, car pouvant étre déployés dans le
cadre d’une stratégie de screening [13]. Ces biomarqueurs
sont recommandés par ’Infectious Diseases Society of
America [14] et dans les recommandations 2012 de la Sur-
viving Sepsis Campaign [15]. Cependant, la place et les per-
formances des tests en réanimation restent imprécises. Dans
cette revue, nous présenterons dans un premier temps les
molécules utilisées comme biomarqueurs, puis analyserons
les performances des tests qui les concernent, pour conclure
par une proposition concernant leur utilisation possible en
réanimation.

Nature moléculaire des biomarqueurs

Les biomarqueurs les plus utilisés en clinique sont des com-
posants saccharidiques de la paroi des champignons. Quel-
ques travaux concernent les protéines structurales ou enzy-
matiques. Les Ac dirigés contre ces molécules peuvent aussi
étre utilisés. Nous n’aborderons pas ici le détail des tech-
niques de biologie moléculaire, semblant pour certaines pro-
metteuses, mais pour 1’instant non utilisées en routine. La
raison en est que les techniques sont variées, tant en termes
de produit biologique utilisé (sang total, sérum, urines ou
méme produit de lavage bronchoalvéolaire pour les aspergil-
loses) que de cible amplifiée (acide ribonucléique [ARN]
ribosomal, cytochrome P450...) [16,17]. Par ailleurs, les
problémes d’extraction ne sont pas encore parfaitement réso-
lus, a lorigine de faux-négatifs. A I'inverse, des faux-
positifs peuvent étre liés a la contamination par des sapro-
phytes environnementaux [18].

@ Springer
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Composants glycanniques de la paroi fungique

Candida est un champignon unicellulaire (levure), euca-
ryote, pourvu d’une paroi a I’extérieur de sa membrane cyto-
plasmique. Les levures du genre Candida sont capables de
filamenter en formant du pseudomycélium ou également du
mycélium pour Candida albicans. Sous forme levure (blas-
toconidie), cette paroi est formée de plusieurs couches [19].
La couche la plus externe comporte des mannoprotéines
enzymatiques et structurales et du phosphopeptidomannane,
ou mannane, polymére de mannose. Les mannanes compo-
sent 40 % du poids de la paroi. Ils forment un édifice molé-
culaire complexe avec des branchements variés en o-1,2, o-
1,3, a-1,6 et B-1,2, a ’origine de la conformation d’épitopes
trés variés. Les épitopes B-1,2 mannosidiques sont prépon-
dérants chez C. albicans et Candida glabrata. Dans les par-
ties plus profondes, on retrouve une couche de chitine pres
de I’espace périplasmique associée a une épaisse couche de
B-glucanes (BDG). Ces BDG sont des résidus glucose liés en
B-1,3, avec des ramifications latérales liées en B-1,6. Ils
constituent le squelette fibrillaire de la paroi et représentent
50 a 60 % de son poids. L’organisation moléculaire de la
paroi de Candida est représentée sur la Figure 1. La présence
dans le sérum des patients de mannane et d’Ac antimannane
peut étre déterminée par des techniques d’enzyme-linked
immunosorbent assay (Elisa) [20]. La recherche de BDG
se fait par des tests biochimiques dérivés du limulus test
[21]. Ce test utilise la capacité du limule, arthropode marin,
de coaguler son hémolymphe en présence de lipopolysac-
charides (LPS) ou de glucanes par I’activation d’une cascade
enzymatique. Il s’agit d’'un moyen de défense primitif non
spécifique tres efficace. Cette hémolymphe peut étre préle-
vée et utilisée pour des tests de détection de LPS ou de BDG.
Pour la détection spécifique des BDG, la cascade enzyma-
tique est inactivée pour le LPS, et le produit final est marqué
par un fluorochrome permettant une quantification sur 1’in-

tensité du signal optique obtenu. On peut rechercher les
BDG dans le sérum, mais aussi dans le LBA et dans le LCR.

A. fumigatus est un champignon filamenteux. Les fila-
ments mycéliens donnent naissance a des conidies assurant
la dissémination aérienne de 1’espece. L’architecture géné-
rale de la paroi s’organise également avec de la chitine sur
laquelle viennent se fixer des branchements de $(1,3)/(1,4)-
glucanes, PB(1,3)/(1,6)-glucanes. On y trouve également de
nombreuses autres molécules dont des o-1,3-glucanes et
des polyméres de mannose avec des ramifications de galac-
tofuranose. Ce dernier composé est appelé galactomannane
[22]. (Un schéma de I’organisation moléculaire d’Aspergil-
lus peut étre trouvé a la référence [23].) On peut donc aussi
utiliser les limulus tests pour doser des dérivés de la paroi
d’Aspergillus. La présence de galactomannane et d’Ac
antiaspergillaire est évaluable par des tests immunologiques
Elisa.

Sur le plan clinique, on entrevoit ainsi que la recherche de
BDG sera un test polyvalent révélant un polysaccharide ubi-
quitaire chez Candida et Aspergillus. On notera que ce com-
posant est aussi présent chez Prneumocystis jirovecii [24]. A
I’inverse, le mannane est spécifique de Candida, et le galac-
tomannane est spécifique d’Aspergillus.

Détection d’enzymes et de produits du métabolisme

La détection de 1’énolase par des techniques Elisa a donné
des résultats prometteurs pour le diagnostic des CI, avec une
spécificité de 100 % et une sensibilité d’environ 70 % lors
des premicres évaluations. Ce biomarqueur semblait aussi
assez discriminant entre colonisation et infection [25]. Mal-
heureusement, ce test a été abandonné. Ont aussi été évalués
le dosage des Ac antiénolase et antifructose biphosphate
aldolase, dont la spécificité isolée pour le diagnostic de CI
est supérieure a 90 %, et la sensibilité de 90 % en associant
les deux tests [26]. Enfin, les ratios urinaires de D-arabinitol
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Fig. 1 Coupe de microscopie électronique de Candida albicans sous forme filamenteuse, fournie par le Pr Poulain, et représentation
de I’organisation moléculaire (schéma fourni par Chantal Fradin, INSERM U995-¢q2)
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(d’origine fongique)/L-arabinitol (en rapport avec le métabo-
lisme humain) ont été proposés pour faire le diagnostic de
Cl, avec des performances intéressantes [27]. Ce métabolite
est non produit par Candida krusei et C. glabrata et peut étre
influencé par la prescription de fluconazole [28]. Il peut
aussi étre dosé dans le sérum, et son ratio avec la créatinine
a été proposé pour évaluer le pronostic de la CI sous traite-
ment [29]. Tous ces tests ne sont pour I’instant pas disponi-
bles en routine.

Utilisation des protéines structurales

La protéine Hwpl est exprimée sur le tube germinatif de
Candida lors de sa filamentation. Il est possible de détermi-
ner la présence dans le sérum d’Ac dirigés contre certains
épitopes de cette protéine et ainsi avoir un outil pour le diag-
nostic des CI [30].

D’un point de vue pratique, la réalisation de ces tests a la
paillasse prend deux a trois heures. Cependant, excepté le
galactomannane aspergillaire qui peut étre recherché de
fagon unitaire, ces tests sont réalisés sur des plaques multi-
puits, ce qui impose leur réalisation par série. De ce fait, il
peut étre nécessaire d’attendre plusieurs jours avant d’obte-
nir le résultat d’un prélévement, en fonction du volume
d’échantillons traité au laboratoire. On notera pour lever
toute ambiguité que la recherche d’Ac antiaspergillaires par
immunoprécipitation prend plus de temps, mais ne rentre pas
dans le cadre de cet exposé, puisque ce test concerne la
démarche diagnostique dans les aspergilloses bronchopul-
monaires invasives essentiellement.

L’ensemble des biomarqueurs présenté est résumé dans le
Tableau 1 avec leurs caractéristiques générales.

Performances

Nous n’aborderons ici que les tests commercialisés et dispo-
nibles en pratique clinique.

Candidoses invasives

La remarque générale concernant ces infections est que la
majorité des études ayant évalué les performances des bio-
marqueurs ont concerné des populations d’hématologie ou
de réanimation chirurgicale. Les données pour les services
de réanimation ayant un recrutement « médical » ou polyva-
lent sont assez parcellaires. Par ailleurs, les CI regroupent les
candidémies et les candidoses systémiques sans candidémie.
La plupart des études ont concerné des patients candidémi-
ques. Nous verrons que certaines études plus récentes ont
essay¢é d’aborder le probléme des CI sans candidémie.

La recherche de mannanes circulant dans le sérum a été
suggérée comme aide au diagnostic de CI il y a plus de

30 ans. Le test était exploré chez le lapin et ’homme, en
situation d’infection et de colonisation, et comparé au signal
donné par les infections a Aspergillus. 11 était spécifique
puisqu’aucun des sujets sains, colonisés par Candida ou
infectés par Aspergillus ne présentait de mannanémie, et la
sensibilité était faible puisque 50 % des sujets infectés par
Candida présentaient un test positif [31]. Cette mannanémie
est transitoire [32], et la réaction Ag/Ac est problématique
pour le dosage. C’est la raison pour laquelle il a été ensuite
proposé de coupler le dosage mannane/Ac antimannane et
d’utiliser des Ac dirigés contre différents épitopes. Il avait
ainsi été montré dans un premier temps que la sensibilité et la
spécificité pour le diagnostic de la CI étaient pour les man-
nanes seuls respectivement de 40 et 98 %, pour les Ac anti-
mannane seuls de 53 et 94 % et pour 1’association des deux
tests de 80 et 93 %. Les auteurs décrivaient aussi la possibi-
lit¢ d’observer une cinétique inverse des Ac et des Ag man-
nane expliquée par la complexation Ag/Ac [20]. Leur posi-
tivité est cependant peu précoce, puisque plus souvent
observée au moment ou aprés I’hémoculture, mais moins
souvent dans les jours précédents [33]. Il existe ainsi un kit
commercial détectant les Ac antimannane et un kit détectant
les mannanes par méthode Elisa en utilisant un Ac mono-
clonal dit EB-CA1 et reconnaissant des a-1,2-mannanes. 1l
a été montré que I’association avec un Ac monoclonal 5B2
reconnaissant des -1,2-mannanes améliore la sensibilité de
la détection des mannanes et offre I’avantage de détecter des
Ag dont la cinétique de relargage est un peu différente [34],
mais cette approche n’a jamais fait I’objet d’un développe-
ment commercial. Quoi qu’il en soit, le test utilisable en
routine peut détecter les mannanes issus des espéces albi-
cans, glabrata et tropicalis, mais est moins performant pour
parapsilosis et kefyr [35,36]. Ces tests ont été évalués chez
des patients neutropéniques et permettaient un gain de temps
pour le diagnostic de CI, notamment pour les patients avec
des 1ésions hépatospléniques, en comparaison a I’apport de
I’imagerie [37]. Une méta-analyse récente a déterminé les
performances de ces tests dans des populations cependant
hétérogenes : la sensibilité et la spécificité pour le diagnostic
de CI étaient ainsi respectivement de 58 et 93 % pour le
mannane seul, de 59 et 83 % pour I’Ac antimannane seul
et de 83 et 86 % pour ’association des deux tests, ce qui
tend a promouvoir 'usage de la combinaison Ag/Ac, recom-
mandé par le groupe de travail & I’origine de cette méta-
analyse [38].

Les BDG ont fait I’objet d’évaluations multiples. Dans
I’étude princeps, ayant inclus deux tiers de patients hémato-
logiques, la sensibilité était de 90 % pour le diagnostic des
IFT, et la spécificité de 100 %, pour un seuil fixé a 20 pg/ml.
Les taux sériques étaient plus ¢élevés en cas de CI qu’en cas
d’aspergillose [21]. Les études ultérieures ont surtout été réa-
lisées en hématologie. La méthodologie de ces différentes
études est trés variable : différents seuils de positivité,

@ Springer



302

Réanimation (2014) 23:298-308

Tableau 1 Principaux biomarqueurs pour le diagnostic des candidoses et aspergilloses invasives
Biomarqueur  Nature Champignon Site biologique  Technique Disponibilité Durée
du biomar- concerné de détection de détection en routine d’exécution
queur/ de Panalyse/
des épitopes Délai de rendu
des résultats”
Mannane Ag/ Candida Sérum, LBA, Immunologique, Disponible 3 heures
Polysaccharide LCR Elisa
pariétal
Anticorps Ac/ Candida Sérum Immunologique, Disponible 3 heures
antimannane Polysaccharide Elisa
pariétal
B-D-1,3-glucane Ag/ Candida, Sérum, LBA, Biochimique, Disponible 2 heures
Polysaccharide  Aspergillus LCR limulus test
pariétal (Pneumocystis)
Galactomannane Ag/ Aspergillus Sérum, LBA Immunologique, Disponible 3 heures
Polysaccharide Elisa
pariétal
Anticorps Ac/extrait total,  Aspergillus Sérum Immunologique, Disponible 3 heures
antiaspergillaire protéines Elisa
recombinantes
Enolase Ag/Enzyme Candida Sérum Immunologique, Commercialisa-
de la glycolyse Elisa tion abandonnée
Anticorps Ac/Enzyme Candida Sérum Immunologique, Non
antiénolase de la glycolyse Elisa commercialisé
Anticorps Ac/ Candida Sérum Immunologique, Non
antifructose Polysaccharide Elisa commercialisé
biphosphate enzyme
aldolase
D-arabinitol Ag/Métabolite Candida Sérum, urines Chromatographie Non
fongique phase liquide commercialisé
Hwpl Ag/Protéine Candida Sérum Immunologique, Non
du tube Elisa commercialisé
germinatif
Ac : anticorps ; Ag : antigéne ; Elisa : enzyme-linked immunosorbent assay, LBA : lavage bronchoalvéolaire ; LCR : liquide
céphalorachidien.
 Les délais de rendu des résultats sont variables selon les laboratoires en fonction du volume d’analyses traitées et du nombre de séries
réalisées par semaine. En effet, la majorité des tests étant réalisée en microplaque, leur regroupement en série est nécessaire.

différents tests commerciaux, patients neutropéniques inclus
ou exclus, évaluation des performances du BDG pour le
diagnostic des IFI (candidoses, aspergillose, pneumocys-
tose) de maniere globale..., rendant I’extrapolation de ces
études difficile a faire pour les réanimations. Par ailleurs,
les patients y sont souvent classés en IFI prouvée/probable/
possible selon les critéres de 1’European Organisation for
Research and Treatment of Cancer (EORTC) [39]. Cette
classification a I’avantage de pouvoir comparer des groupes
homogenes de patients, mais a pour inconvénient d’intro-
duire un degré d’incertitude (par définition...) dans les caté-

@ Springer

gories probables et possibles. Les groupes témoins sont aussi
assez variables, mais souvent composés de sujets sains. Il est
légitime de s’interroger sur la pertinence de ces témoins, la
problématique en clinique étant de disposer d’un test discri-
minant pour cibler dans une population a risque, selon des
facteurs de risque bien connus, quels patients seraient a
« sur-risque » de développer une candidose. Il serait donc
sans doute plus adapté de prendre des témoins présentant
les mémes facteurs de risque que les cas, mais n’ayant pas
présenté, et ce de facon certaine, de CI. Cela rend nécessaire
de prendre avec un certain recul les résultats de ces ¢tudes.
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Les performances rapportées dans les travaux princeps
d’Ostrosky-Zeichner et al. évaluant le test dans une popula-
tion recrutée dans différents services étaient probablement
surestimées, car le groupe témoin utilisé était composé
essentiellement de sujets sains. Pour les CI, la sensibilité
pour un seuil a 80 pg/ml était proche de 80 %, mais variait
selon les espéces de 60 % pour Candida parapsilosis a
100 % pour C. krusei [40]. En utilisant comme témoins des
patients hospitalisés, pour certains colonisés, et sans limiter
la population évaluée aux patients de réanimation, Nguyen
et al. trouvaient une sensibilité équivalente proche de 80 %,
mais une spécificité plus faible autour de 70 % pour le diag-
nostic de CI. Dans cette étude, les auteurs concluaient a une
supériorité de la PCR sur les BDG [41]. En se focalisant sur
des patients de réanimation chirurgicale, non neutropéni-
ques, le test est retrouvé sensible mais peu spécifique. Cette
sensibilité varie de 90 % si on considére les catégories CI
probable et possible a 100 % si on se focalise sur la catégorie
CI prouvée. A I’inverse, la spécificité passe de 80 a 60—
70 %. La spécificité augmente avec la multiplication des
tests, au prix d’une perte de sensibilité. Ces dosages sériés
de BDG paraissent nécessaires pour identifier les faux-
positifs retrouvés dans les trois jours qui suivent une inter-
vention chirurgicale [42]. Ce manque de spécificité a méme
¢été retrouvé comme ne permettant pas, devant un sepsis, de
distinguer infection bactérienne d’infection fongique [43].
En regardant les données hors réanimation, plusieurs études
convergent vers 1’intérét d’un monitoring des BDG chez les
patients neutropéniques fébriles pour aider au diagnostic
d’IFT et favoriser la précocité de ce diagnostic [44,45]. De
la méme manicre, le test est décrit comme ayant une bonne
valeur prédictive négative pour le diagnostic d’IFI, dont les
CI, dans une population de patients souffrant de leucémie
aigué my¢loide (LAM) et de syndrome my¢élodysplasique.
Dans cette derniere étude, les auteurs retrouvaient une spé-
cificité de 90 % [46]. Plus récemment, dans une population
non restreinte a la réanimation ou aux pathologies hémato-
logiques, en prenant comme comparateurs des patients bac-
tériémiques et des patients a hémocultures négatives, Held et
al. retrouvaient une sensibilité et une spécificité des BDG
pour les candidémies de 85 % environ. Dans ce travail,
I’Ag mannane était un biomarqueur spécifique mais peu sen-
sible, et I’association de ces deux Ag semblait étre la straté-
gie d’utilisation de biomarqueurs la plus performante si on la
comparait a la stratégie Ag mannane + Ac antimannane [47].
Pour ce qui est des infections intra-abdominales a Candida,
les données sont trés parcellaires. Une positivité des BDG
peut permettre de gagner du temps sur le diagnostic d’infec-
tion intra-abdominale a Candida, avec une sensibilité de
65 % et une spécificité de 78 % pour deux tests consécutifs
positifs, performances modestes mais supérieures a celles
obtenues pour le Candida Score et 1’évaluation de la coloni-
sation [48]. Dans ce contexte nosographique particulier, il

semblerait que les BDG puissent étre intéressants pour dis-
tinguer colonisation d’infection [49], ce qui n’est pour 1’ins-
tant pas extrapolable aux IFI autres que les infections intra-
abdominales a Candida. En compilant les études, les perfor-
mances du dosage des BDG pour le diagnostic des IFI prou-
vées et probables en excluant la pneumocystose sont de
76,8 % pour la sensibilité et de 85,3 % pour la spécificité
[50]. Le manque de spécificit¢ de BDG peut étre di aux
faux-positifs possibles décrits lors de ’administration d’al-
bumine, d’immunoglobulines intraveineuses, d’utilisation
de membranes de cellulose pour les épurations extrarénales
et de certaines compresses comprenant des dérivés glycani-
ques. Des interactions avec les antibiotiques ont aussi été
décrites. Ainsi, des solutions reconstituées de colistine, erta-
pénéme, triméthoprime—sulfamétoxazole, céfotaxime, céfé-
pime et ampicilline—sulbactam semblent pouvoir donner des
faux-positifs. Cependant, a des concentrations identiques
aux concentrations plasmatiques rencontrées en thérapeu-
tique, I’interférence avec le dosage de BDG est peu probable
[51]. Nous avons pour notre part évalué les mannanes et
BDG en réanimation de recrutement médicochirurgical, en
incluant les patients souffrant d’hémopathies, y compris neu-
tropéniques, et en utilisant des témoins hospitalisés dans le
méme service pour se placer en situation de vie réelle et
évaluer le pouvoir discriminant d’un test entre deux popula-
tions présentant les mémes facteurs de risque de CI. BDG est
alors un test précoce, sensible, mais peu spécifique, alors que
I’Ag mannane est un test spécifique, peu sensible et plus
tardif, essentiellement positif le jour ou quelques jours avant
I’hémoculture. Le meilleur rapport sensibilité/spécificité
pour les BDG est obtenu pour un seuil aux environs de
450 pg/ml, et la spécificité devient supérieure a 90 % pour
un seuil de plus de 800 pg/ml, c’est-a-dire bien au-dessus du
seuil retenu par le fabricant. Nous avons confirmé le carac-
tére fugace des mannanes et la décroissance trés lente des
BDG une fois la positivité obtenue. Ainsi, la surveillance
de ces biomarqueurs n’a de sens qu’en cas de réascension,
en faveur d’une récidive a hémoculture négative [52] (manu-
scrit en préparation). Cela va a I’encontre de 1’étude de Jai-
jakul et al., ou la cinétique décroissante des BDG sous échi-
nocandines était un facteur en faveur d’un pronostic
favorable [53]. Cependant, seuls deux points rapprochés
étaient évalués, et I’impact de cette décroissance sur le pro-
nostic était trés faible.

Aspergillose invasive

Comme pour les CI, I'une des difficultés principales va étre
de distinguer la présence du champignon dans 1’arbre respi-
ratoire sans infection d’une infection avérée. En dehors de
I’approche basée sur les données radiologiques, histopatho-
logiques et mycologiques, les biomarqueurs sont utilisables.
Nous avons vu déja dans la partie précédente sur les CI
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quelques évaluations des BDG pour le diagnostic des IFI,
dont I’Al. BDG, d’origine panfongique, est jugé sensible,
mais peu spécifique pour le diagnostic de I’Al. Le galacto-
mannane (ou galactofuranose), exprimé par plusieurs glyco-
conjugués d’A. fumigatus, est largement reconnu comme
aide au diagnostic d’Al. Cet Ag est détectable dans le sérum,
le liquide céphalorachidien et dans le produit de lavage bron-
choalvéolaire. Son dosage peut étre utilisé pour étayer un
diagnostic suspecté sur d’autres arguments, dans le cadre
d’un diagnostic précoce, ou comme marqueur pronostique.
Une méta-analyse des principales études ayant évalué le test
chez des patients immunodéprimés a montré que le galacto-
mannane était plus performant chez les patients présentant
une hémopathie (sensibilité/spécificité de 0,70/0,92 en
considérant les Al prouvées) ou ayant eu une greffe de
moelle (sensibilité/spécificité de 0,82/0,86) que chez les
patients transplantés d’organe solide (sensibilité/spécificité
de 0,22/0,84) [54]. Par ailleurs, le galactomannane se posi-
tive chez les patients a haut risque d’Al dans deux tiers des
cas dans les huit jours qui précédent les données tomodensi-
tométriques [55]. Ces résultats sont cependant pondérés par
I’étude de Weisser et al., dans laquelle une stratégie de dépis-
tage par scanner hebdomadaire était plus performante,
puisque seulement 10 % des patients avaient un taux de
galactomannane positif avant I’imagerie [56]. Le suivi de
la cinétique de décroissance a été suggéré pour vérifier 1’ef-
ficacité du traitement : il semble en effet que I’augmentation
du taux sérique de galactomannane la premiere semaine de
traitement soit associée a un mauvais pronostic [57] et que
les patients chez qui le galactomannane reste positif ont une
mortalité supérieure aux patients chez qui le galactomannane
se négative [58]. Des faux-positifs ont été décrits chez des
patients recevant de I’amoxicilline—acide clavulanique [59],
de I’amoxicilline seule ou I’association pipéracilline—tazo-
bactam [60—62]. Cette derniére interférence semble cepen-
dant ne plus étre observée avec les nouvelles préparations
de cet antibiotique [63]. La recherche du galactomannane
sur le liquide de lavage bronchoalvéolaire est une alternative
intéressante, avec chez les malades d’hématologie une sen-
sibilité rapportée de 67 % et une spécificité de 89 %, ce qui
fait de ce biomarqueur un test plus performant que la culture
et I’examen direct sur le lavage bronchoalvéolaire [58]. Cet
examen doit étre associé au dosage itératif de galactoman-
nane sérique pour augmenter la spécificité du diagnostic.
Nous disposons de moins de données pour les patients
immunocompétents, mais il semble que les performances
du galactomannane soient moins bonnes, du fait a priori du
role des polynucléaires neutrophiles dans la clairance de cet
Ag. La sensibilité a en effet été évaluée a 53 % en considé-
rant les IA prouvées et probables, 70 % pour les IA prouvées
[64]. Cependant, cela est remis en cause par Cornillet et al.
qui ont trouvé une sensibilité identique, mais faible a 65 %
en comparant les A chez les neutropéniques et les non-
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neutropéniques [65]. Par ailleurs, chez les patients souffrant
de bronchopneumopathie chronique obstructive, il peut étre
difficile de différencier la colonisation de I’infection, et le
seuil de significativité du galactomannane n’est pas établi.
Pour une approche générale de I’Al chez le sujet immuno-
compétent hospitalisé en réanimation, on pourra se référer a
un article de synthése récemment publié dans ce journal [66].

La recherche d’Ac anti-Aspergillus a I’inverse s’avére
plus sensible chez les immunocompétents que chez les neu-
tropéniques, bien que la Se reste faible chez ces derniers,
inférieure a 50 % [65]. Globalement, ce test a peu d’intérét
pour le diagnostic de I’Al au cours de I’aplasie, mais son
intérét est entier dans I’aspergillose bronchopulmonaire
allergique et son suivi.

Les principales études portant sur le mannane et le BDG,
pour le diagnostic des CI et des Al, ont été reportées dans le
Tableau 2.

Proposition d’utilisation pratique

Pour des raisons de difficultés diagnostiques de la maladie
fongique invasive en réanimation, associées a un pronostic
directement en rapport avec la précocité du traitement anti-
fongique, les médecins prescrivent souvent un traitement
antifongique empirique, c’est-a-dire fondé sur I’analyse de
facteurs de risque et de signes cliniques compatibles avec
une IFI (fiévre), sans preuve microbiologique ou sérolo-
gique, afin de traiter précocement les patients suspects de
maladie fongique invasive. Le traitement préemptif ajoute
un degré a cette stratégie grace a 1’usage d’une documenta-
tion microbiologique ou sérologique, via I’index de coloni-
sation a Candida ou les biomarqueurs, sans preuve formelle
d’IF1 [14,67]. Nous retiendrons les définitions présentées ici
pour la compréhension de I’approche préemptive. On notera
cependant qu’il existe dans la littérature une certaine ambi-
guité, pour ne pas dire parfois une contradiction sur les ter-
mes employés et leur définition.

Si on essaye de synthétiser les données présentées sur les
biomarqueurs, nous avons a notre disposition :

® un biomarqueur sensible des IFI (CI, Al et pneumocys-
tose), le BDG, mais non spécifique, avec de nombreuses
causes de faux-positifs au seuil recommandé
actuellement ;

® des biomarqueurs spécifiques des candidoses, I’Ag man-
nane et des Al, le galactomannane.

Nous savons par ailleurs que les approches thérapeutiques
antifongiques empiriques sont insatisfaisantes [68,69]. On
pourrait donc envisager une stratégic de dépistage des
patients a sur-risque basée sur le BDG, de fagon a sélection-
ner des patients pouvant bénéficier d’un traitement empi-
rique plus ciblé en exploitant la bonne valeur prédictive
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négative de ce test, ou un traitement préemptif, mais non
basé, ou pas seulement, sur I’index de colonisation parfois
proposé [70], en fonction des stratégies adoptées. La confir-
mation de la positivité des BDG par un test sensible, man-
nane ou galactomannane en fonction de la pathologie ciblée,
permettrait aussi de restreindre le champ de prescription
inappropri¢ des antifongiques, de fagcon a bien traiter préco-
cement les patients présentant une IFI, sans surtraiter inuti-
lement des patients non infectés. En effet, le volume de pres-
cription actuel des antifongiques nécessite d’étre rationalisé,
d’autant plus que leur impact écologique ne peut plus étre
nié [71]. On remarquera d’ailleurs que les recommandations
2012 de I’European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID) concernant les procédures
diagnostiques des CI préconisent I’utilisation du BDG et
de I’association mannane/antimannane afin d’écarter le diag-
nostic de CI et de réduire la prescription injustifiée d’agents
antifongiques utilisés dans des stratégies prophylactiques ou
empiriques chez les patients de réanimation, étant donné leur
bonne valeur prédictive négative (> 85 % pour chacun de ces
tests). Ces différentes stratégies, y compris celle préconisée
par ’ESCMID, nécessitent toujours d’étre évaluées et vali-
dées [72].

Remarquons que le suivi de la cinétique de ces Ag peut
étre intéressant pour le diagnostic de récidive de CI, mais pas
pour le suivi de I’efficacité du traitement a proprement par-
ler, a I’inverse de ce qui est suggéré pour les aspergilloses et
le galactomannane.

Pour ce qui est des Ac, leur performance est médiocre si
on s’intéresse a un dosage ponctuel. Nous avons vu cepen-
dant que c’est I’évaluation de leur cinétique en paralléle a
celle de I’Ag mannane qui est intéressante. Cette approche,
sans doute contraignante et complexe, n’a jamais vraiment
été évaluée.

L’avenir ?

Nous avons vu que certains biomarqueurs sont encore en
développement, mais ils sont pour ’instant non ou mal éva-
lués et non utilisables en routine. L’approche alternative a la
recherche de nouvelles cibles moléculaires est ’utilisation
d’autres techniques de dosage que les méthodes immunolo-
giques et enzymatiques actuellement utilisées. Le Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight
(MALDI-TOF) faisant une percée dans les laboratoires de
microbiologie, on peut légitimement s’interroger sur son uti-
lisation potentielle. Nous avons ainsi pu montrer que les IFI,
particulierement les CI, s’accompagnaient d’une « signature
disaccharidique » objectivable en MALDI-TOF aprés une
procédure physicochimique d’extraction des sucres du
sérum des patients, avec une sensibilité et une spécificité
satisfaisantes. Ces résultats préliminaires nécessitent confir-
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mation et développement [73], et devront étre analysés en
comparaison avec les résultats obtenus avec des infections
bactériennes variées, certaines bactéries étant riches en
sucres divers (Pseudomonas
Mycobacterium tuberculosis).

Pour le diagnostic de I’aspergillose, les progrés sont a
attendre dans I’utilisation de I’immunochromatographie au
lieu de I’'immunoprécipitation et dans I’utilisation des protéi-
nes recombinantes pour la détection des Ac [74].

aeruginosa,

Conclusion

Les IFI en réanimation ont un impact important en termes de
morbimortalité, malgré le développement de nouvelles
molécules antifongiques trés efficaces. L’enjeu est mainte-
nant de parvenir a raccourcir le délai d’introduction du trai-
tement spécifique, ce qui passe par la mise a disposition
d’outils diagnostiques alternatifs aux techniques microbiolo-
giques conventionnelles, de fagon a étayer les stratégies
préemptives et rationaliser les stratégies empiriques. C’est
dans ce contexte que les biomarqueurs, essentiellement pour
I’instant oligosaccharidiques, prennent tout leur sens. L'uti-
lisation de « nouveaux » biomarqueurs est pour l’instant
limitée, et les progres les plus récents sont surtout en rapport
avec la compréhension de leur intérét potentiel. Leurs limites
nécessitent cependant de les coupler entre eux d’une part, a
d’autres approches d’autre part, telles que la détermination
de la colonisation, les scores cliniques ou 1’évaluation du
terrain génétique. Il est encore nécessaire de concevoir et
d’évaluer les algorithmes diagnostiques les utilisant. L’ave-
nir de leur développement est en lien étroit avec les avancées
technologiques.

Remerciements Chantal Fradin pour le schéma de I’organi-
sation moléculaire de la paroi de Candida.
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