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ROle du Laboratoire de Mycologie

e Diagnostic
— Examen microscopique direct
— Culture
— Antigénémie
— Seérologie
e Antifongigramme

« Aeropollution fongique

— Travaux +++

e CLLIN
— « Cellule d’alerte aspergillaire »




Choix et succes d'un ttt
antifongigue

Parametres mycologiques

— Infection possible, probable, prouveée
Distinction colonisation et infection

— Histologie
Surveillance de I'environnement

— Travaux +++

e CLLIN
— « Cellule d’alerte aspergillaire »



Deéfinitions

Fongemie
Au moins une hemoculture positive

Mycose Invasive

Champignon dans un site stérile

Mycose disséminee
Au moins 2 organes ou 2 sites stéeriles non contigus



Infection Fongigue Invasive

(IFI)

Prouveée
Probable
Possible
Fongemie



IFI : criteres diagnostiqgues

- Prouvée

* Examen histo/cytopathologique
* Culture site stérile + signes cliniques ou radio
* LCR (Ag crypto)

- Fongémie
* Hemoc + signes cliniques

Ascioglu. CID, 2002
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IFI : criteres diagnostiqgues

- Probable

* 1 critere microbio. + 1 critere hoéte
+ 1 critere clinique majeur ou 2 mineurs

- Possible

* 1 critere hote
+ critere microbio
Ou 1 critere clinigue majeur ou 2 mineurs

Ascioglu. CID, 2002
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Traitement des IFI

Laboratoire indispensable

- Curatif
* |FI prouvee

- Preemptif
* |FI probable ou possible

Laboratoire non nécessaire
- Empirique
* Absence de documentation mycologigue
- Prophylaxique
* Absence d’infection, patient a haut risque d’lF|



Apport diagnostique du
Laboratoire

Valeur de I'examen direct : levure, filament
— Site stérile, tissu +++
— Prélevements respiratoires
* Non significatif Candida(LBA)
o Significatif filament (Heématologie)
Limites des hémocultures

— 50% positivité candidose (examen ophtalmo)
— 0% aspergillose (valeur antigénémie)



Infections invasivesprouvees

Histo/cytologie +
— Biopsie, aspiration a l'aiguille
(a 'exclusion des muqueuses)
Antigenemie +
— Cryptococcusp dans LCR
Culture +

— Site normalement stérile (a I'exclusion des urines
sinus, des muqgueuses)

 Hémocultures
— SaufAspergillus sp@t Penicilliumspp autre qu@. marneffei
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Déf. Aspergilloses Invasives (Al)

e Al prouvée

— Histologie (biopsie, ponction) ou

— Culture d’un site stérile suspect (clin ou radio)
« Al probable

— 1 critere d’hbte + 1 critere microb. + 1 critehemc
majeur ou 2 mineurs

* Al possible

— 1 critere d’hbte + 1 critere microb. ou 1 critelia c
majeur ou 2 mineurs
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1.

2.

4.
S.

Criteres d’hotes  Criteres Microbiologiques

Neutropénie
< 500/mm3 > 10
Fievre
96h malgré AB

T > 38 ou < 36 et
neutro > 10 j (60j)
immunosupp (30 )
ATCD d'Al
SIDA

Signes evocateurs GVH

Corticotherapie > 3
sem.

1.

2.

4.

D.

Direct ou cult. +
Crachat ou LBA

Direct ou cult. +
Sinus

Ag +

Sérum, LBA, LCR
Direct ou cult. +
Liquide biologique sterile
Loc. Pulmonaire
Bilan bactériologique -
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Criteres clinigues

Majeurs

Mineurs

Aspergillose pulmonaire invasive

Radio : Nouveau infiltrats

Halo, croissant gazeux ou cavité dans
condensation

1. Signes respiratoires bas
2. Frottement pleural
3. Infiltrat

Aspergillose sinusienne invasive

Radio : Sinusite invasive

Erosion, destruction os base du crane,
extension structures adjacantes

1. Signes ORL

2. Ulcération ou escarre ou épistaxi$
3. (Edeme périorbitaire
4, Sensibilité maxillaire
5. Lésions nécrotique ou perf. palaig

Aspergillose du SNC

Radio : Infection SNC

Toutes autres rech. Sur LCR <0

1. Signes neuro focaux

2. Mod. fonctions supérieures

3. Signes irritation méningeée

4, Anomalies LCR (cell. ou bioch.)

Aspergillose disséminée

1. Lésion cutanées
2. Atteinte oculaire
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Antigenes circulants détectés
dans l'aspergillose invasive

e (1-3)-b-D-Glucane
* Protéines
— 11 kDa

— 18 kDa
— 28 kDa

* Polysaccharides

— Galactomannane

e Latex
e ELISA
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Structure du GM d' A. fumigatus

Latge JP, Kobayashi H, Debeaupuis JP and al.  Infect Immun 1994, 62: 5424-33

az2 la?2 la6 la?2 la

M : mannane

Gf : galactofurane

*:p=3ad4etn=9a1l0
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Galactomannane aspergillaire

e Avantages
— Immunogene (EBA-2)
— Thermostable " | Traitement
— Résiste aux protéases!des serums
— Plus sensible que la PCR

e |[nconvénients

— Circulation transitoire
o Elimination rapide
— Rénale, hépatique
— Concentrations faibles +++
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ELISA sandwich

Galactomannane
Peroxydase
EB-A2
(MoAD)
4604
EB-A2

(MoAb)
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4 Chart for distribution and
identification of controls
and test samples

14

Bichromatic reading
(450 nm/620 nm)

25

15 | Interpretation of results

Calculate the index i for each sample
i OD sample

OD R4 (threshold control)
- Positive sample if 1> 1.5

-Grey zoneif 1,0<i< 1.5
- Negative sample if i < 1.0
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Evolution de (GM) en fonction (nt) chez
un malade leucemique

(nt/mm 3)
ng/ml
5000 Ambisome IV 4
3000 3
2000 2
1000 1
0 0

20 40 60 80 jjochrs



Specificité de | 'ELISA
Galactomannane

e 8% de faux positifs
— dans les 30 j suivant la greffe de moelle

— dans les 10 j suivant une thérapeutique cytot@xiqu
|| y a-t-il des réactions croisees ?
— 29 champignons testés
(surnageants de cultures dilués en eau distillée)
» Positifs pour
— Penicillium chrysogenum

— Penicillium digitatum
— Paecilomyces variotii

— 40 bactéries issues de bacteriemies hospitalieres
* Aucune positivité

* - Swanick C. et al. Janv 1997. J. Clin. Microbiol . 20



Conduite de I'examen mycologique

—
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Examen direct

Sans préparation

Apres préparation

+ Potasse (phaneres)
+ Musto (LBA, biopsies)
+ Encre de Chine (LCR)
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Détection antigénique

* Cryptococcus + SERUM
+ Aspergillus +LBA

+ URINES
+ Candida

N 1+ 2+ 3+ 4+

- Latex

- ELISA
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Mise en culture

+ Prélevements superficiels

Phanéres 27-30C Ecouvillons

Urines

HH

Dermatophytes Levures

3-4 semaines 3-5 jours
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+ Prélevements profonds

il

Mise en culture

27°—30°C/\
Biopsies

LCR

LBA

3-4 semaines

37°C

il




|Isolement

Milieu chromogene  m——————————————-

I

Examen direct

J ' J

CHAMPIGNONS LEVURES Bactéries
FILAMENTEUX o
& ¢ :o
<
: -




ANOFEL

| evures
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| evures

Quantification

—

UFC/tube ou boite Expression du résultat

1-5 Rares +

6-20 Nombreuses ++

> 20 Tres nombreuses+++




| evures

|dentification
ﬁ
Rapide
Culture Latex Test enz.
C. albicans + + _
C. krusel + + _
C. glabrata +/- _ n
C. dubliniensis +/- + _

Cryp. neoformans +/- - +




C. albicans

C. tropicalis

C. krusei

C. glabrata

31



|dentification des levures

Galerie biochimique d’identification (24-48h)
ApiCandida (bioMérieux)
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- Candida parapsilosis

- Candida lusitaniae

- Candida norvegensis

- Trichosporon

- Geotrichum 30



Profil de sensibilité selon les especes

Candida Fluco Itra 5Fc  AmB Candins
C. albicans S S S S S
C. tropicalis S S S S S
C. parapsilosis S S S S S(@al?)*
C. glabrata S-DbaR S-DDaR S Sal S
C. krusei R S-DDaR laR Sal S
C. lusitaniae S S S SaR S

* Candida guillermondii

Pappas P et coll. Guidelines for treatment of candidsis. CID 2004; 38: 161-89
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Champignons filamenteux




Champignons filamenteux

Idenﬂﬁcaﬂon”w

Microscopique

- Contaminants? ‘ - Pathogenes’

Penicillium Mucorales
Alternaria Aspergillus
Cladosporium

Scedosporium

Aspergillus

Mucorales 35



1. Filament non cloisonné : Champignons inférias
Zygomycetes
Mucor sp

2. Filament cloisonné : Champignons
SUpérieurs

Dermatophytes,Aspergillus
Penicillium

36



Conduite de I'examen mycologique

24-48h voir 3-5
—_—  |Solement

Antifongigramme

|dentification
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Mode d’action des antifongiques

Azolés
(fluconazole, itraconazole, voriconazole)

Polyenes
(ampho B)

Echinocandines
(Caspofongine)

5 fluorocytosine = Membrane
(Ancotil®) 38



Testerin vitro la sensibilité
des levures aux antifongigues

 Pourquoi ?
e Comment ?
e Signification ?

Paugam A. Intérét de I'étudle vitro de la sensibilité des
levures aux antifongiqueRev Fr Labl996; 282: 157-59
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Pourquoi ?

« Pour choisir I'antifongique le plus efficace
— Situation d'urgence
— Prévenir des récidives

 Pour comprendre un échec thérapeutique

40



Principaux antifongiques systémiques

polyene

« Amphotéricine B (Fungizorig 1950
Antimétabolite

e 5 fluorocytosine (Ancotft) 1967

Triazolées

e Fluconazole (Trifluca®) 1990
e Itraconazole (Sporan8% 1992
« Voriconazole (Vine#)

e Posaconazole (Noxati

Echinocandines
« Caspofungine (Cancid&s

41



Mécanismes connus de résistances
aux antifongigues

Amphotéricine B
« Deéplétion en ergostérol membranaire
5 Fluorocytosine

®* Mutation enzymatique

Azolés

* Diminution de la pénétration intra-cellulaire

o Atteinte du cytochrome P-450
— Altération

— Augmentation de la production
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Reésistances croisées aux azolésvitro

VARIABILITE MAJEURE SELON

 L'espece
 La souche

 Le mécanisme de resistance
— Diminution de la pénétration intra-cellulaire
* Fluconazole R et itraconazole R
— Augmentation du taux de cytochrome P-450
* Fluconazole R et itraconazole S
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Sensiblilitéin vitro des champignons
aux antifongiques

e Un principe de base : la CMI

— Concentration Minimale Inhibitrice

e Une nécessité : la standardisation

44



Facteurs influencant
la détermination de la CMI

pH

lInoculum

Milieu de culture
Température
Durée d'incubation

45



Détermination de la CMI
(C. albicans technique NCCLYS)

% de transmission

(530 nm)
—
100 W —. .
* H—K
S A 90 %
T e, iiiiiiii{k 80.%
40 —T # : ampho B
% : fluconazole
20 —
| | | | | | |
0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16

Concentration d'antifongique ug/ml

Rex J, Pfaller M, Rinaldi M, Polak A, Galgiani J. Antifunga |
susceptibility testing. Clin. Microbiol. Rev. 1993, 6  :367-381



La référence américaine :
le CLSI*(ancien NCCLS**)

Levures . Candidaspp etCryptococcus neoformans
* Inoculum : 10° levures/ml (turbidimétrie)

e Milieu : RPMI 1640

e pH:7 (MOPS)

e Incubation : 48 h (72 h)

« Temperature: 35°C

e Lecture : inhibition
— Ampho B, flucytosine, caspofungine ---> totale
— Azolés ---> 80%

* Clinical and Laboratory Standards Institute
**National Committee for Clinical Laboratory Standards_



Seuils CLSI (ng/ml) deCandidaspp

Antifongique S. SDD Int. R.
Fluco. £8 16-32 3 64
Itraco. £0.125 0.25-0.5 31
Vorico. £1 2 3 4

Fluorocytosine £ 4 8-16 3 32
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La méthode européenne :
le EUCAST*

Differences CLSI

e |noculum x 100

* Milieu : supplémenté en glucose

* |Incubation : 24 h et non 48h

o Lecture : par spectrophotometrie et non visuellement

But : Automatisation et Rapidité

* European Committee on Antimicrobial Susceptibiligsting
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Limites des méthodes
CLSI et EUCAST

Amphotéricine B
— Résistance difficile a détecter (avantage EBjest

Azoles
— Phénomene de traine

CMI
— EUCAST < CLSI

Les seuils de sensibilité CLSI
— A ne pas utiliser avec EUCAST

Méthodes non commercialisées

50



Principaux tests commercialises

Bandelette Disque Microplaque

Neo-Sensitabs :
E-Test : CMI S, SDD, R

LTI e m |

Fungitotal :

S,SDD, R
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Comment interpréter les résultats
des tests de sensibilite ?

En connaissant les limites

— théoriques
 de l'interprétatiomn vitro pour prévoir
I'evolutionin vivo
— techniques du test

« Adéquation antifongique, medium, levure
(genre, espece) ---> une evaluation par la
technique de référence (NCCLS)
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Corrélation In vivo in vitro

 Modele animal

 Diminution de la sensibilité en cas d'échec
thérapeutique

» Sensibilité en accord avec I'évolution clinique
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Définir la sensibilité in vitro de la levure est
une aide au choix de l'antifongique

Mais il faut tenir compte de :

— La toxicité de l'antifongique

— La voie d'administration

— La dose utilisée

— La pharmacocinétique du produit
o Absorption
* Métabolisme
 Diffusion au site infecté

— Des interactions médicamenteuses
54



Modes de distribution des CMI

(F. Odds. Implications of resistance and trends
in the epidemiology of mycoses. Clinician. 1993, 14:1B)

Nombre
d'isolats . —
| Biphasique |
] 1
Nombre
d'isolats

CMI




CMI vis-a-vis du fluconazole par la technigue
NCCLS de souches referencées

(5 laboratoires, 20 tests/souche -> 100 déterminati  ons/souche)
Souches ATCC  <0,25| 0,25 | 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16 32 | 64
C. alb. 90028 [13 | 59 25] 2 1
C. alb. 24433 [9 58 26] 5 2
C.alb. 76615 [0 | 62 | 31] 3 1 2 0 1
C. para. 90018 [1 63 33] 3 0
C. para. 22019 [33 54 12] 0 1
C. trop . 750 [8 71 18] 3
C. krusei 6258 2 4 86 8
C. glab. 90030 1 0 0 0 2 [28 | 49 9] 11
S. cer.* 9738 0 3 [33 48 12] | 3
C. neo. 90112 3 [23 50 19] 4

Pfaller M, Bale M, Buschelman B, Lancaster M, Espinel-

candidatequality control isolates and tentative quality
testing of yeasts isolates by NCCLS. J. Clin. Microbiol

Ingroff, Rex JH, Rinaldi M. Selection of
control ranges for in vitro susceptibility
. 1994, 32: 1650-1653



Corrélation E-Test (milieu RPMI 1640 agar)
et NCCLS pour le fluconazole
selon l'espece déandidaet la durée d'incubation

n Espece 24 h 48 h
41 C. glabrata 0,37 0,34
45 C. tropicalis 0,58 0,67
122 C. albicans 0,93 0,79

Sewell D, Pfaller M, Barry. Comparison of broth macroddut
broth microdilution, and E Test antifungal susceptipild@sts for

fluconazole.J. Clin. Microbiol 1994, 9: 2099-2102
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Sensibilité des levures
aux antifongiques

e Une méthode : le E-test
— Détermination de CMI

* Antifongigues testés
— Amphoteéricine B*
— Azolés

e Fluconazole, Itraconazole, Voriconazoli=
 Posaconazole*

— Fluorocytosine
— Caspofungine*
e Dépistage de résistanceas vitro

* Pas de seull
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Figure 2.

Réalisation d'un E test (24-48h)
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Intérét des tests de sensibilité

e Rechercher une résistance

— Si sensible

 Limites de la transpositioim vitro in vivo
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