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Le défi de la biodiversité 

Aspergillus fumigatus 

Levures 



Méthodes nouvelles d’identification : quel apport en pratique? 

- Examen microscopiaue et 
cultures 

- Histologie 

- Immunologie : marqueurs 
solubles 

- Biologie moléculaire ? 
- Spectrométrie de masse? 



Limite du diagnostic mycologique 

1. Délai de culture : Levures 

24 h 24-48 h 24-48 h 

3 à 5 jours 

C. albicans 

C. tropicalis C. krusei C. kefyr 

Chromogenic media  

Agglutination tests  
24 h 



Limite du diagnostic mycologique 

1. Délai de culture : champignons filamenteux 

5 to 7 days 

Until 21 days for dermatophytes 



2. La mycologie et la morphologie ne permettent qu’une discrimination 
limitée entre espèces et entre isolats 

3. Variabilité de la sensibilité en fonction du terrain 

A. terreus

A. nidulans

A. ustus

A. flavus



Guarner, J. et al. 2011. Clin. 
Microbiol. Rev. 24(2):247-280 

Morphology, description, 
diagnosis, and comment for 

fungal infections that present 
with hyphae or pseudohyphae  

in tissues 

4. Que veulent dire “hyphes ou pseudohyphes” dans les tissus?  



5. Problème des co-infections 

Guarner, J. et al. 2011. Clin. 
Microbiol. Rev. 24(2):247-280 

Sequential specimens stained with 
GMS (magnification, x120) 

showing mold infections in a 
neutropenic patient with chronic 

lymphocytic leukemia 

1. Aspergillus en culture sur 
biopsie pulmonaire  

2. Fusarium en culture 
sur biopsie sinusienne 

3. Mucorales en culture sur 
pièce autopsique pulmonaire 



57% 

43% 

Maladies sous-jacentes 

Sensibilité  
ED/culture 

Neutropéniques (n=52)  58% 

Non‐neutropéniques (n=36)  85%* 
p<0,05 

Total (n=88)  69% 



393 Adults  Direct examina@on  Culture 

Acute leukemia (n=136)  48,4%  52,6% 

Allo‐Hsct (n=84)  45,5%  68,2% 

Chronic lymphoproliferaDve 
disorders (n=85) 

52,6%  88,2% 

Solid Organ TransplantaDon (n=17)  68%  94% 

Systemic inflammatory 
diseases(n=18) 

78%  100% 

Chronic respiratory diseases (n=9)  78%  100% 

Clinical Microbiology and Infection, 2011 



Crit Care Med 2009 



Nouvelles approches diagnostiques et impact sur les 
données épidémiologiques 



24------------------------------48 h 24------------------------------48 h 
Culture Identification 

Sensibilité in vitro 

Alternatives : 

- Marqueurs solubles d’infection 
(GM, Mannane, β-glucanes) 

- PCR 

Alternatives : 

- Identification moléculaire 
- Spectrometrie de masse 

- PNA-FISH 

3 to 5 days 



- 2 méthodes « multicibles » commercialisées :  
         Septifast et Luminex 

6         7 
espèces de Candida idenDfiées 

Limites de détection :  
⇒ autres espèces de Candida, Cryptocoques, Trichosporon, Geotrichum, 
Saccharomyces, Malassezia 
⇒ Filamenteux : Fusarium 

PCR sur prélèvement sanguin 



J Clin Microbiol. 2010 April; 48(4): 1231–1240. 

Aspergillus PCR: One Step Closer to Standardization  

 P. Lewis White et al.  and on behalf of the European Aspergillus PCR Initiative 

SITUATION ACTUELLE POUR LA PCR SUR SANG :  

- Difficultés pour trouver des cibles « universelles » 

- PCR ciblée la plus évaluée : PCR Aspergillus en hématologie 
⇒  absence de standardisation 
⇒  sang total? serum? Plasma? 
⇒  méthode d’extraction? Volume? 
⇒  1 ou 2 déterminations/semaine 
⇒  faux-positifs? Infection/colonisation 
⇒  critère non classant pour l’EORTC/MSG 2008 

⇒  Mais volonté de standardisation des protocoles 



Clin Infect Dis. 2011 May;52(10):1218-26. 
Comparison of an Aspergillus real-time polymerase chain reaction assay with 
galactomannan testing of bronchoalvelolar lavage fluid for the diagnosis of invasive 
pulmonary aspergillosis in lung transplant recipients. Luong ML, et al. 

=> Sensibilité PCR (100%)>sensibilité GM LBA (85%) 

Intérêts non discutés de la biologie moléculaire : 

- PCR sur biopsies, LBA 
- Identification moléculaire précise 
- Génotypes de résistance aux antifongiques 



Intensity 

m/z 

Laser

detector

target

Sample + matrix 

Spectrum 

Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

Une technique rapide, simple, robuste et 
flexible, accès à l’idenDficaDon de nombreux 
champignons, selon la base de données 



C. non albicans : 72 h  C. albicans C. albicans : 24 h 

24 h 

+ 

Séquençage d’ADN 
IdenDficaDon 24 h 

+ 48 h 

24 h 
SM MALDI‐TOF 
IdenDficaDon ¼ h 

Hémoculture 
positive 

SM MALDI‐TOF 
IdenDficaDon ¼ h 

Biochimie 
IdenDficaDon moléculaire 

48‐72 h 

Lamoth, JCM 2010 ; Lau, JCM 2008 ; Ferroni, JCM 2010 



Cp Cm Co Cg Cb Cn 

C. glabrata 
cryptic species 

C. parapsilosis 
cryptic species 

Exrtraction : 1-2 h 

Multiplex PCR : 1-2 h 

Specific PCR: 1-2 h 

Agarose gel : ½ h 

Enzymatic  digestion : 2 h 

Agarose gel : ½ h 

Dec 2011, n = 364 
March 2011, n = 691 



Hong et al., 2008 

Aspergillus 

A. fumigatus 

A. flavus 

A. niger 

A. terreus 

A. nidulans 

Fumiga6 

Flavi 

Nigri 

Terrei 

Nidulantes 

Genera  SecDon  Species 

Champignons filamenteux: 
L’exemple d’Aspergillus et de Scedosporium 



Hong et al., 2008 

Aspergillus 

35 species 

Fumiga6 

Flavi 

Nigri 

Terrei 

Nidulantes  A. fumigatus

Genera  SecDon 

Identification moléculaire d’Aspergillus fumigatus 



Hong et al., 2008 

Aspergillus 

Genera  SecDon 

Fumiga6 

Flavi 

Nigri 

Terrei 

Nidulantes 
A. lentulus

N. pseudofischeri

N. udagawae

A. viridinutans

A. fumigatiaffinis

A. fumigatus

Identification moléculaire d’Aspergillus 

35 species 



S. Apiospermum 
sensu stricto 

S. dehoogii 

S. auran4acum 
P. minu4spora 

P. boydii  
sensu stricto 

Felix Gilgado et coll. JCM 2005,  
JCM 2008  
Kalseis J. et coll., Med Mycol 2009;  
Gilgado F. et coll., Med Mycol 2009 

Based on the sequencing of  3 loci : 
ITS, ß‐tubuline, and calmoduline 

Identification moléculaire de Scedosporium 



1ère  méthode automatisée et standardisée pour l’identification 
d’Aspergillus et de Scedosporium : 

 identification précise des espèces 
–   fréquentes mais aussi rares 
–   discrimination entre espèces de morphologie identique 
 Protocole simple et rapide : quelques minutes versus quelques 
jours 
- Nécessite mise à jour régulière des bases de données 

Identification d’Aspergillus et de Scedosporium par Maldi-Tof 

L’identification et la SM Maldi-Tof sont complémentaires  
pour construire les bases de données   



Amélioration majeure de la prise en charge des IFI 
  différenciation des espèces environnementales des espèces 
pathogènes pour l’homme 
 Etudes épidémiologiques de l’impact de la biodiversité sur la 
présentation clinique 
  prescription d’un traitement antifongique approprié 

Aspergillus  = 28 espèces 
•  Frequent Aspergillus species (n=6) : A. fumigatus, A. flavus, A. terreus,  A. niger, A. nidulans, 

A. versicolor 

•  Rare Aspergillus species (n=22) : A. lentulus, N. udagawae, N. pseudofischeri, A. viridinutans, 
A. fumigatiaffinis, A. fumisynematus,  N. fischeri, N. hiratsukae, N. spinosa, N. fennelliae, A. 
oryzae, A. tamarii, A. parvisclerotigenus, P. alliaceus, A. tubengensis, A. foetidus, A. sydowii, E. 
quadrilineata, A. calidoustus, A. pseudodeflectus, A. insuetus, A. ochraceus 

Scedosporium = 6 espèces 
S. prolifigans, S. apiospermum, S. aurantiacum, S. dehoogii, P. boydi, P. minutispora 

             ANDROMAS Database  

Identification d’Aspergillus et de Scedosporium par Maldi-Tof 



134/136 (98,4%) pour Aspergillus sp. 
61/61 pour Scedosporium sp. 

Concordance entre Maldi Tof et identification moléculaire Ad’spergillus 
et de Scedosporium 

Bougnoux et coll. 2nd meeting ECMM/ISHAM Fri-CF, 2011 
Alanio et coll. CMI 2010 



Impact de la biodiversité fongique sur la stratégie 
thérapeutique 



Enquête Amarcand : prospective, multicentrique, française 
-300 épisodes de candidoses invasives en réanimation  

Leroy, Gangneux, Mira et al, Crit Care Med 2009 
15%     30% 

=> Biodiversité et sensibilité aux antifongiques 



CMI 90 (microg/mL) 

C. Nivariensis 
C. Bracarensis (1) 
C. Bracarensis (2) 

Fluconazole  Amphotéricine B  Caspofungine  Anidulafungine  Micafungine 

2 
16 
2 

1 
8 
1 

0,06 
0,03 
0,03 

0,06 
0,06 
0,06 

0,015 
0,015 
0,015 

Lockhart, J Clin Microbiol, 2008; Lockhart, J Clin Microbiol, 2009 



Azoles 
P450 

déméthylase 

Echinocandines 
Glucane 
synthase 

Amphotéricine B 
Ergostérol 

Mutation du gène 
cible 

ERG11 FKS1 
FKS2 

- 

Hyperexpression 
de la cible 

Promoteur de 
ERG11 

- - 

Pompes à efflux MDR, CDR, 
CgSNQ2 

- - 

Résistance acquise chez Candida  



Perspectives : biomarqueurs de résistance 



Révisions des breakpoints CLSI et EUCAST  



Révisions des breakpoints CLSI et EUCAST : 
Echinocandines 



Révisions des breakpoints CLSI et EUCAST : 
Utilisation pratique avec l’E-test 

CLSI EUCAST 



A. terreus A. nidulansA. ustus A. flavus

-  Aspergillus fumigatus > 80% des infections 
-  Emergence d’A. terreus, A. flavus etc… 
-  Remaniements :  Aspergillus sections fumigati, flavi, etc…  

⇒  IFI non aspergillaires 

- Fusarium sp., mucormycètes… 

Biodiversité des champignons filamenteux et résistance ?  



=> Résistance naturelle ? 
- Variabilité de sensibilité aux antifongiques entre les espèces 
- Explication des différences de sensibilité observées au sein de la 
section fumigati 



⇒  Résistance acquise  

- Liée à l’exposition aux azolés au long cours ? 

Verweij et al., 
New Engl J Med, 2007 

Décès Posaconazole Prophylaxie itraconazole 4 sem AI sinusienne prouvée (greffé de moelle) 9 

Survie Voriconazole, Caspofungine, 
posaconazole 

Prophylaxie itraconazole >2ans AI osseuse prouvée (granulomatose 
chronique) 

8 

Survie Voriconazole, AMB, posaconazole - API possible (BPCO) 7 

décès Voriconazole - AI disséminée probable (LAM) 6 

Survie Caspofungine + posaconazole Prophylaxie itraconazole 10 ans API probable (granulomatose chronique) 5 

Survie Voriconazole - API possible (fibrose pulmonaire) 4 

Survie Chirurgie + posaconazole TTT voriconazole 2 ans API prouvée (syndrome hyper-IgE) 3 

Survie Chirurgie + local - AI prouvée (mastoïdite) 2 

Survie Voriconazole fortes doses Prophylaxie itraconazole 6 ans  API prouvée (granulomatose chronique) 1 

Evolution Traitement Pré-exposition azolés Présentation clinique # 



⇒  Résistance acquise  
- A partir d’un réservoir environnemental ? 

Mortensen et al., AAC 2010 ; Snelders E et al., Plos Med 2008; Verweij PE et al., Lancet Infect Dis 2009; 
Snelders E et al., Plos One 2012 

Diffusion clonale : 
mutation TR/L98H  



Danemark 
Jusqu’à 7% de mutants TR/L98H  

AugmentaDon croissante de l’usage des azolés pesDcides :  
l’expérience européenne 

Mortensen et al., AAC 2010 ; Snelders E et al., Plos Med 2008; Verweij PE et al., Lancet Infect Dis 2009; 
Snelders E et al., Plos One 2012 

Pays Bas 
Jusqu’à 9% de mutants TR/L98H  



Jean‐pierre.gangneux@chu‐rennes.fr 

Merci pour votre attention 


