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INTRODUCTION

 Modifications des pratiques médicales en 25 ans (Antibiothérapie à large

spectre, techniques invasives, chimiothérapie, greffe et transplantations,

immunosuppresseurs, VIH)

 De la survie de cette population à risque

 Changement radical et récent dans différents aspects de l’épidémiologie

et la prise en charge des IFI

 Nouvelles molécules antifongiques spectres plus spécifiques

 Amélioration de l’évaluation et de la stratification du risque d’IF chez

le patient immunodéprimé
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Pour une meilleure prise en charge:

→ Les infections fongiques à documenter: Epidémiologie des IFI

→ Les outils disponibles: Valeurs diagnostiques et intérêt dans le suivi des IFI

Distribution of invasive fungal pathogens based on the 

clinical service or the underlying patient condition 

From  D. Horn et al., CID 2009 ;  D. Neofytos et al,,CID 2009 
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 Diagnostic mycologique:

 Précoce: retard de 12 à 48h à l’administration des ATF associé à une

augmentation de la mortalité (Garey K, CID 2006; Labelle A, Crit Care Med

2008)

 Précis: patients ayant reçu un traitement ATF adéquat: augmentation

de la survie (Morell M, AAC 2005; Parkins M, JAC 2007)

La documentation de l’IFI permet d’utiliser d’emblée un traitement ATF

adapté et efficace  Facteur pronostic essentiel

Documentation de nombreuses IFI

toujours insuffisante

D. Neofytos et al,,CID 2009



IFIs

Aspergillose 
invasive

Autres

Champignons noirs 
(Alternaria)

PCPCryptococcose

Fusarioses/

Scedosporioses
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Candidose 
invasive

Les plus fréquentes

Les plus rares
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HISTOPATHOLOGIE IMAGERIE

ED/CULTURE DIAGNOSTIC 

INDIRECT

TOUTES LES PROCEDURES ONT 

DES LIMITES

→ COMBINAISONS
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Critères diagnostiques des IFI

• Difficultés diagnostiques

• Consensus international

• EORTC et mycoses study

group

– IFI prouvée

– IFI probable

– IFI possible

Ascioglu,  CID 2002

De Pauw, CID 2008

Bulpa P, Eur Respir J 2007

Donnelly JP, CID 2020
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IFI Prouvée

IFI Probable

IFI Possible

Probabilité 

de l’infection

Rapidité du Traitement 

AF
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Proven IFI

Aspergillus in blood cultures should always be considered as contamination!!!
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Donnelly JP, CID 2020



Probable IFIMicroscopie/culture

Biomarqueurs
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Donnelly JP, CID 2020



- 1 critère d’hôte TTT prophylactique

+

- 1 critère « clinique »

+

- 1 critère mycologique fort (Histologie ou site stérile ou Ag crypto dans LCR) =
IFI prouvée: TTT documenté

- 1 critère mycologique moyen (ED, Culture, GM, BDG)= IFI probable:
TTT préemptif

- Aucun critère mycologique = IFI possible: TTT probabiliste / empirique

EORTC/MSG, De Pauw, CID 2008

Critères diagnostiques des IFI
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Les moyens diagnostiques
• Diagnostic direct

– Mise en évidence du champignon: cytologie, ED et culture

• Diagnostic indirect
– Polysaccharides de l’enveloppe (paroi, capsule)

– Détection d’antigènes spécifiques
• Galactomannane (sérum, LBA, LCR) → (Aspergillus)

• Ag glucuronoxylomannane (GXM) → (Cryptococcus neoformans)

• Ag mannane → (Candida)

– Détection antigène « pan fongique » Bêta (1-3) D-glucane (sérum) →
(Aspergillus et Candida)

– Détection anticorps Ac anti-mannanes et Ac anti-aspergillus→ (Aspergillus et
Candida)
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• Diagnostic indirect
– Détection ADN fongique (LBA et sérum) : PCR spécifiques (Aspergillus,

Mucorales, Candida, Pneumocystis) et PCR « pan fongique » (ITS/28S)



Examen Direct / Histologie

• Rapide, simple, pas cher

• Peu sensible, pas d’identification d’espèces

• Très important pour prendre une decision dans des situations d’urgence (suspicion de

mucormycose rhino-orbital)

Méthodes Use Commentaires

Gram Bactérie et champignons Non recommandée

KOH + Calcofluor + Sérum physiologique Tout champignon Non spécifique

Encre de chine Levure encapsulée
C. neoformans (LCR)

Sensibilité (40%)

Giemsa BM and LRT samples
Histoplasmoses et 

P. jirovecii

Cytologie / Histologie
PAS 

Grocott

Non spécifique

Spécifique
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ED et Histologie

• Coloration non spécifique des champignons

• Aspects morphologiques des filaments ++++

→ Filaments septés de 2 à 5 μm de diamètre avec branchements à 45°(Type

Aspergillus)

- Ne permet pas de différencier les différentes espèces de Aspergillus

- Ne permet pas de séparer d'autres champignons filamenteux septés (Scedosporium

sp., Fusarium sp.)

→ Filaments non septés (type Mucorale)

→ Filaments pigmentés (Alternaria sp. Ch noires)

→ Pseudo filaments : levures

Sensibilité 80%
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SEPTEE

NON-SEPTEE

Aspergillus
Fusarium
Scedosporium

Mucorales

Examen Direct
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Filament noir = 
Alternaria



Champignons 

filamenteux

Levures

Durée d’incubation 4 jours à 3 semaines 3-4 jours

Milieu Sabouraud + ATB Milieux chromogènes

Température 30 - 37°C 30 - 37°C

Blood

Lower RT

Upper RT

Non-sterile compartments

(GIT)

Identification de l’espèce et sensibilité

aux ATF
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Erwig, Nat Rev Microbiol. 2016

Biomarqueurs = polysaccharides 

de l’enveloppe



Ergostérol

β1-3 D Glucane (BDG): un marqueur panfongique ?

Longues chaines de résidus glucose liées en β 1-3 et en β 1-6
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• Origine ?
• Composant pariétal majeur d’un grand nombre d’espèces fongiques

• Test Fungitell® (seuil à 80 pg/ml), Fungitec G-test®, B-G star®, β glucane test

Walko®

• Quelles infections ?
• Candida sp, Aspergillus sp Pneumocystis jirovecii, Fusarium sp, Paecilomyces sp,

Scedosporium sp, Trichosporon sp, Histoplasma capsulatum

• Pneumocystose > candidose > aspergillose, fusariose et histoplasmose

• Négatif dans mucormycose et cryptococose

• Comment l’utiliser, quand le prescrire ?
• Screening bi-hebdomadaire en absence de fièvre, quotidien: aplasie fébrile

• Surveillance des patients à haut risque

Critères diagnostiques IFI probables

(critères EORTC révisés 2008, De Pauw B. et coll, CID 2008)

Miyazaki T et al. J Clin Microbiol 1995 - Obayashi T et al. Lancet 1995 - Pazos C et al. J Clin Microbiol

2005 - Mitsutake KT et al. J Clin Microbiol 1996 - Marty H. & Koo S, Med Myco 2009 - Nakase K. et coll.

Int J Inf Dis 2012 - Rivière S et coll. AM J Trop Med 2012
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• 737 patients

• 1 dosage à l’admission

• IFI: 10,6%

– Taux 144 vs 50 (IFI vs pas

IFI): p<0,0001

– Se: 72%

– Sp: 65%

– VPP: 21%

– VPN: 94%

Azoulay et al, Oncotarget 2016
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Hématologie

- Performances variables en

fonction du profil des patients,

études retro/prospectives

- Performances identiques dans

la CI et AI

- 2 prélèvements consécutifs: Se

= 49,6%, Sp = 98,9%, VPP =

83,5% et VPN = 94,6%



• Réactions croisées avec des substances d’origine iatrogène

– Membrane de cellulose: hémodialyse

– Compresses chirurgicales

– Immunoglobulines IV, ATB (Amoxicillin-clavulanic ou pipe-tazo)

– Transfusion, Albumine filtrée sur membrane de cellulose

• Réactions croisées avec d’autres microorganismes

– Bactéries: variable selon les études

– Colonisation à Candida sp

Problème de spécificité: nombreux  faux positifs

Pickering J et al. J Clin Microbiol 2005; Kelaher A et al. Clin Lab Sci 2006;

Ostrosky-Zeichner L CID 2004; Pazos C et al. J Clin Microbiol 2005 ; Vlieger

G et al; JCM 2011

Faux négatifs : rapportés sous échinocandines
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• Taux initial

– Non prédictif du pronostic

• Cinétique post-diagnostique

– S1-S2: pas de diminution significative

– Evolution des taux non prédictive du
pronostic ou de la mortalité à S6 ou S12

• Persistance de la détection à S6

BDG: Cinétique au cours du traitement

Koos et al. Clin Microbiol and Infect 2012

→ Non influencé par les traitements antifongiques

car décroissance lente
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• Limites du diagnostic

– Concentration médiane de Candida sp dans une hémoculture = 1 UFC/ml

– Les hémocultures identifient 75% des Candidémies et seulement 50% des candidoses

profondes

Candidoses

Cuenca-.‐Estrella, CMI 2012; Yera, Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2001; Marchev Bone Marrow

Transplant, 2012_ECIL

• Marqueurs spécifiques: Ag mannanes, Ac anti-mannanes

– Combinaison des 2 tests (Platelia Candida®)

– Diagnostic des candidémies (ESCMID II; ECIL CIII) et des candidoses

chroniques disséminées (ESCMID II, ECIL BIII)

– Seuil: 0,5 ng/ml Ag et 10 U/ml AC

– Se = 83%, Sp = 86%, VPN > 85%

– Se meilleure pour C.albicans, C.glabrata et C.tropicalis
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Mikulsa, Crti Care 2010; Held, JCM 2013; Clancy, JCM 2008

• Marqueurs spécifiques: Ag mannanes, Ac anti-

mannanes
– Nécessité des prélèvements sériés

– Positif en médiane 6j avant les hémocultures

– Pas de problème de détection des Ac chez l’immunodéprimé

sévère (sous chimiothérapie, corticoïdes, neutropénique, greffé)

– Coût ?
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Avni, JCM 2011; Lucignano, JCM 2011; Pappas, CID 2015; Nguyen et al, 

CID 2012

• PCR Candida
– Testée dans le sérum/sang total.

– Autres échantillons ?

– Positive plus précocement, suivi de l’infection possible si quantitative

– Pas de standardisation, pas de recommandations

Case definition Se Sp HC +

Candidemia 0.95 0.92 100%

Proven/probable 
IC

0.93 0.95 38%

Proven/probable/
possible IC

0.73 0.91 29%
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Cryptococcose

Cuenca‐Estrella, CMI 2012; Yera, Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2001; Marchev Bone Marrow

Transplant, 2012_ECIL

• Marqueurs spécifiques: Ag GXM

– Polysaccharide spécifique de la capsule du cryptocoque

– Détecté par latex agglutination

– Dans sérum et LCR: si positif isolément dans sérum, faire une PL

– Faux positifs: facteur rhumatoïde (Pronase), Trichosporon spp (Culture)

– Autres localisations que cérébrale (cutanée et pulmonaire): Ag sérique

peut être négatif



Marqueurs spécifiques: Ag GM

 Polysaccharide (Mannane et galactofurane) libéré par les

champignons du genre Aspergillus au cours de sa croissance

 Marqueur d’AI

 Détectable dans le sérum, LBA et LCR (Urines = seuil ?)

 Approche diagnostique active

 ELISA: Platelia®Aspergillus

 Dans le sérum: Cut-of > 0.5 ng/ml

2 fois/semaine (Oncohématologie)

1 fois/semaine (greffe)

 Dans le LBA: Cut-of à 1 ng/ml

 Critère de positivité:

 Dès le 1er sérum: Index ≥ 0.7

 Ou 2 sérums: Index ≥ 0.5
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Morgand, AAC 2015; Marchetti Bone Marrow Transplant, 2012

Aspergilloses



→ Réaction croisée avec des substances d’origine iatrogène

→ Réaction croisée avec d’autres champignons

→ Facteurs d’hôte

GM: problème de spécificité
3 principales causes de fausses positivités

Viscoli, CID 2004; Dalle, JCM 2005; Bart-Delabesse, JCM 2005,

• Faux négatifs : rapportés sous ATF
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→ Réaction croisée avec des substances d’origine

iatrogène

- Solutions IV

- ATB semi-synthétiques: Pipéracilline-tazobactam; amoxicilline-acide

clavulanique

- Ig IV (Tégéline®): Ig polyvalentes contenant du saccharose

- Nutrition parentérale (Gluconate de calcium)

- Alimentaire

- Lait et produits lactés

Gangneux JP, Lancet 2002; Aubry A, JCM 2006; Ribaud P, ICAAC 2007; Petraitienne R, JCM 2011

Outils pour le diagnostic et le suivi des 

Infections fongiques invasives chez les 

patients immunodéprimés



→ Réaction croisée avec d’autres champignons opportunistes

- Cryptococcus neoformans, Géotrichum capitatum, Histoplasma

capsulatum, Fusarium spp, Penicillium spp

→ Facteurs d’hôte

- Post allo greffe de MO au cours des GVH digestives

- Pédiatrie, rôle du Microbiote ? (Bifidobacterium)

Hamaki T, Bone Marrox Transplant 2001; Dalle F, JCM 2005; Tortorano AM, JCM 2012
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Design Sensibilité Spécificité

Pfeiffer et al.
CID 2006

1996-2005
27 études retenues

Analyse de l’effet « population »

Performances globales: Se 71% et Sp

89%

Onco-hémato adulte                      70%

Greffe de CSH adulte                    82%

Onco-hémato et greffe enfant        89%

Greffe organe                                22%

92%

86%

85%

84%

Leeflang et al.
Cochrane Database Syst 

Rev 2008

1996-2007
35 études retenues

Analyse de l’effet « seuil »

Seuil à 0,5                         78%

Seuil à 1,0                         75%

Seuil à 1,5                         64%

81%

91%

95%

Validé: 2 méta-analyses en monitoring hématologie
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   Études  Pts à risque   Nb échantillons  Nb AI                           Sb%                    Sp% 

   Verweij   61    532  10  90  84 
   JCM 1995 

   Röhrlich   37     209  10  100  94 
   P Inf Dis J 1996 

   Sulahian  215  2 161  25  76  81 

   EJCMID 1996 

   Bretagne   50     310   6  100  88 
   J Inf 1997 

   Machetti   22     364   5   60  82 
   BMT 1998 

   Maertens  186  2 172  71  92.6  95.4 
   JCM 1999 

   Sulahian  797  6 209  53  90,6  94 

   Cancer 2001 

   Pinel  807  3327  34  50  99.6 
   JCM 2003 

Ag sérique GM en monitoring hémato 

Singh, Transplantation 2015; 

Barchiesi, Liver Transplant 2015 

Se = 55%, Sp = 93%
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Attention : Variation des performances en fonction de la profondeur de la neutropénie !!

Attention : Variabilité des performances selon le terrain sous-jacent !!

- Sensible si répété et spécifique si confirmé sur un 2ème prélèvement à 24-48h

- Dosage systématique 2 fois par semaine durant toute la période d’aplasie

Sensibilité Hémopathies Cancérologie TOS Pathologies pulmonaires 

chroniques

Antigénémie GM 58% tous patients

65% HSCT

(25%-100%)

29% 22%-60% 42%-48%

Reichenberger BMT 1999; Maertens JCM 1999; Pfeiffer CID 2006; Cordonnier CMI 2009; Koo CID 2009; Mengoli Lancet

ID 2009 ; White JCM 2010; Bulpa ERJ 2007 ; Singh CMR 2005 ; Guinea CMI 2009 ; Meersseman CCM 2004 ; Cornillet CID

2006 ; Husain Transplantation 2007; Herbrecht J Clin Oncol 2002
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GM: indicateur de la charge fongique et du pronostic ?

• Charge fongique: valeurs plus élevées

– Aspergillose angio-invasive

– Patients neutropéniques (données autopsiques: lésions histologiques plus

extensives et plus angio-invasives chez les patients neutropéniques que chez

les non neutropéniques.

• Suivi thérapeutique: marqueur pronostique

– Diminution et disparition du GM: bon pronostic

– Persistance associée à un échec thérapeutique

Cordonnier C CMI 2009; Chamilos G Haematologica 2006; Hidalgo A Eur J Radiol 2009;

Woods G Cancer 2007
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GM en oncohématologie

• Critères de positivité dans le sérum

– Cut off: index ≥ 0,5

– Si 1 GM index ≥ 0,7 faire TDM thoracique

– Si index entre 0,5 et 0,7, attendre 2ème GM +

• Baisse de sensibilité si patient sous antifongique mais data

contradictoires

Guo Chest 2010; Patterson CID 2016_IDSA guidelines; Bergeron Blood 2011
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Apports de l’antigénémie

• GM+ avant les cultures mycologiques

• GM+ avant les signes radiologiques

• GM+ avant les signes cliniques

• Permet de suivre le traitement

 1 GM+ dans sérum ou LBA = Critère mycologique d’AI 

(De Pauw 2008)
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GM Recommandations

• En hématologie, adulte et pédiatrique, chez les patients à 

haut risque d’AI en screening (2 fois par semaine)

• Pas chez les patients déjà sous prophylaxie antifongique

• Pas chez les transplantés d’organe
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Patterson CID 2016_IDSA guidelines



• Sur sérum ou sang total et sur LBA

• Se et Sp variables, VPN > 95%. Marqueur précoce et spécifique d’AI

• Standardisation toujours pas aboutie mais

PCR Aspergillus

Design Sens (%) Spec (%) Ref

Pan-fungal 100 98 JCM 1997;35:1353-60

Pan-fungal 75 96 BJH 2001;113:180-4

Asp. sp. 100 65 JID 2000;181:1713-9

Asp. sp. 91.7 81.3 CID 2001;33:428-35

Asp. sp. 79 92 CID 2001;33:1504-12

Asp. sp. 64 64 BJH 2004;125:196-202

Asp. sp. 92 95 CID 2006;42:479-82

Donnelly JP. Clin Infect Dis 2006;42:487-9.  Suarez, JCM 2008. Arvanitis, JCM 2014
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• Ne pas utiliser seule;

pas de différenciation

colonisation/infection

• Se diminuée par les

ATF

• Faus positifs possibles

(contamination,

environnement,

colonisation)
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AI: Stratégies diagnostiques basées sur les biomarqueurs

• Intérêt d’associer plusieurs marqueurs

→ GM + PCR

- Dans le LBA: Sp = 100%, pas d’augmentation de la sensibilité

- Dans le sérum: réduit l’utilisation d’antifongiques de 17 à 78%
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AI: Stratégies diagnostiques basées sur les biomarqueurs

• Intérêt d’associer plusieurs 

marqueurs

→ GM + BDG

- BDG: plus grande sensibilité mais 

moins bonne spécificité

- Association des 2: meilleure 

valeur diagnostique

Outils pour le diagnostic et le suivi des 

Infections fongiques invasives chez les 

patients immunodéprimés

Sulahian, JCM 2014



Biomarqueurs en pédiatrie

• Métanalyse, 25 études chez des enfants atteints de cancer ou

HSCT

• GM, BDG et PCR utilisés soit en screening, soit pour le diagnostic

• Grande hétérogénéité des études et variabilité des résultats

• Bonne VPN (70 à 100%) du GM dans le sérum → screening

• Mauvaise VPP pour l’ensemble des marqueurs → ne pas utiliser

pour le diagnostic
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Lehrnbecher, CID 2016
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Pneumocystose

Reid, Current opinion infect dis 2011 

• PCR

– Sensibilité des examens dépend du statut VIH/ non VIH, du type de gènes

utilisés et du type de prélèvement (LBA, crachats induits)

– Sensibilité de l’ED et l’IF < chez patients non VIH (38-53%)

Crachats LBA

ED 35-78% 60-92%

IF 43-78% 89-98%

PCR conventionnelle 86-100% 86-100%

PCR quantitative - 100%
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Reid, Current opinion infect dis 2011; Damiani JCM 2013

• PCR conventionnelle

– Sensibilité > aux techniques conventionnelle

– Spécificité basse, VPP basse

– Bonne VPN, arrêt du TTT si négative

• PCR quantitative

– Sensibilité proche de 100%, Sp > 80%, bonne VPN

– Seuil pour différencier colonisation d’une infection?

• BDG

– Aide pour différencier colonisation d’une infection, seuil à 100 pg/ml en

association avec qPCR

– Sensibilité = 94,8%, Sp = 86,3%, si négatif = pas de PCP
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Alanio, JAC 2016 ECIL guidelines



Outils pour le diagnostic et le suivi des 

Infections fongiques invasives chez les 

patients immunodéprimés

Champignons filamenteux en dehors de 

l’aspergillose

• Moyens diagnostiques rapportés

– ED / Histologie / Cultures

1- β1-3 D Glucane 

- Zygomycoses : non valables

- autres mycoses : peu de données

2- PCR : pas de vraie PCR panfongiqe, manque de sensibilité (ECIL-3)



Diagnostic des Mucormycoses

• Diagnostic extrêmement difficile

• Pas de marqueurs sériques disponibles
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Détection d’ADN circulant dans le sérum 

de patients atteints de Mucormycoses ?

• Etude rétrospective

• 10 patients atteints de différentes formes cliniques de Mucormycoses (cutanée,

rhino cérébrale ou disséminée)

• qPCR : cibles 18S

– 3 qPCRs → Mucor/Rhizopus, Lichtheimia et Rhizomucor

• Intérêt diagnostique : Positive dans le sérum 9/10 pts

• Suivi thérapeutique

Millon L et coll, CID 2013
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PCR Mucorales

- 34 patients hématologie (LA, HSCT, SMD), 3 diabètes, 2 SOT, 5 autres (trauma et

noyade)

- Volume du sérum > 500 µl

- qPCR + 2j [0-18] avant les signes radiologiques pulmonaires

- Intérêt des sérums itératifs avant et après traitement

Millon L et coll, CMI 2016
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Mucormycose ≥ 1 qPCR + qPCR négativée 

après TTT

qPCR non 

négativée après TTT

Prouvée (N=25) 22 9 11

Probable (N=19) 14 5 8

Total (N=44) 36 (81%) 14 (100% de survie à 

J10

19 (100% de décès à 

J10)



Quels marqueurs indirects pour quelles 

situations ?
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Ag GM Mannane/ 

anti-

mannane

Ac GXM BDG PCR

Candidose - + - + +

API + - - + +

Cryptococcose - - + - -

Mucormycose - - - - +

Pneumocystose - - - + +

Fusariose + - - + -



Limites des marqueurs indirects
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- Gold standard = Hémoculture fongique avec faible sensibilité → comment

comparer les tests ?

- Impact de l’ID sur les biomarqueurs ?

- Impact des prophylaxies et des traitements sur la performance des tests ?

- Impact de la colonisation ou d’un ATCD d’infection ?

- Quelle est leur cinétique ?

- Quel est le seuil adapté ?

- Association des biomarqueurs ? Coût ?



3 règles pour améliorer la prise en

charge des IFI

• Documenter les IFI : isolement de la souche

- Infections dues à des moisissures : histologie

- Aspergillus, Fusarium, Scedosporium, Geosmithia sp., Mucorales, Alternaria sp.

et autres champignons noires

• Diagnostic d’espèce précis

- Au sein des complexes d’espèces : spectre de sensibilité aux antifongiques

spécifiques

- Résistance intrinsèque de certaines espèces

• Tester les sensibilités des souches d’Aspergillus
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Alcazar‐Fuoli L. et coll., AAC, 2008
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