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IntroductionIntroduction

Evolution de la Mycologie mEvolution de la Mycologie méédicaledicale
Infections Infections cutancutanééoo--muqueusesmuqueuses

DermatophytesDermatophytes
LevuresLevures

Infections profondes graves (ID) Infections profondes graves (ID) –– Diagnostic UrgentDiagnostic Urgent
LevuresLevures
Filamenteux opportunistesFilamenteux opportunistes

Aspergillus : A fumigatusAspergillus : A fumigatus
FusariumFusarium et et ScedosporiumScedosporium
Mucorales Mucorales 



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Pourquoi demander un examen mycologique ?Pourquoi demander un examen mycologique ?
Mettre en Mettre en éévidence lvidence l ’’agent responsableagent responsable

«« je ne crois que ce que je voisje ne crois que ce que je vois ! ! »»
Examen direct important Examen direct important (LBA, expectoration, urines(LBA, expectoration, urines……) ) orientationorientation

Culture sur milieu de Sabouraud : identificationCulture sur milieu de Sabouraud : identification
SensibilitSensibilitéé aux Antifongiquesaux Antifongiques

Rechercher marqueurs spRechercher marqueurs spéécifiques de lcifiques de l ’’infectioninfection
AntigAntigèènes circulants : nes circulants : Aspergillose, Candidose profonde, CryptococcoseAspergillose, Candidose profonde, Cryptococcose
Anticorps : Anticorps : Aspergillose, Candidose profondeAspergillose, Candidose profonde

Identification prIdentification préécise par Biologie molcise par Biologie molééculaireculaire



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Quand demander un examen mycologique ?Quand demander un examen mycologique ?
Suspicion de mycose superficielle : lSuspicion de mycose superficielle : léésions sions éévocatricesvocatrices
Avant tout traitement Avant tout traitement (sinon le signaler)(sinon le signaler)

Peau (squames)Peau (squames)
PhanPhanèèresres

Ongles, cheveuxOngles, cheveux
MuqueusesMuqueuses

bouche (muguet)bouche (muguet)
rréégion ggion géénitalenitale



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Quand demander un examen mycologique ?Quand demander un examen mycologique ?
suspicion dsuspicion d ’’infection profonde ?infection profonde ?

non pathognomoniquenon pathognomonique
FiFièèvre rvre réésistante aux Antibiotiques (sistante aux Antibiotiques (HHéémosmos –– pics thermiques)pics thermiques)

Candidose systCandidose systéémique, mycose opportunistemique, mycose opportuniste
Infection respiratoire ou DRA chez Infection respiratoire ou DRA chez ImmunoImmuno--ddééprimpriméé

Aspergillus, CandidaAspergillus, Candida
Syndrome mSyndrome mééningningéé chez chez ImmunoImmuno--ddééprimpriméé

Cryptococcose mCryptococcose mééningningééee
Localisation viscLocalisation viscéérale (hrale (héépatique)patique)

CandidoseCandidose



Stratégie des examens mycologiques Stratégie des examens mycologiques 

Comment rComment rééaliser aliser un examen mycologique un examen mycologique ?     ?     
MatMatéériel adriel adééquat, conditionnementquat, conditionnement
Identification prIdentification préécise (Nom, DDN, site)cise (Nom, DDN, site)
Renseignements cliniques et Renseignements cliniques et éépidpidéémiologiques :miologiques :

clinique, pathologie, terrain, ID (opportunistes)clinique, pathologie, terrain, ID (opportunistes)
Conservation et acheminementConservation et acheminement

Urgence diagnostique (pronostic vital : Urgence diagnostique (pronostic vital : Crypto. Crypto. neoformansneoformans))
< 24 h < 24 h àà TT°° ambiante  ou   4ambiante  ou   4°° si mycologie quantitativesi mycologie quantitative

Sa bonne exSa bonne exéécution conditionne la qualitcution conditionne la qualitéé de lde l ’’analyseanalyse



Mycoses profondes et muqueuses
Les prélèvements

Mycoses profondes et muqueuses
Les prélèvements

Types de prTypes de prééllèèvementsvements
HHéémocultures (mocultures (BactBactéériorio))
Urines Urines 
SellesSelles
P. vaginal, P. vaginal, ururééthralthral, anal, anal
PtsPts ORL et pulmonairesORL et pulmonaires

nez, bouche, gorge, oreille nez, bouche, gorge, oreille 
sinus (boule fongique)sinus (boule fongique)
expectorations expectorations 
LBA,  liquide pleuralLBA,  liquide pleural

BiopsiesBiopsies
CathCathééters, sondesters, sondes……

DDéésinfection localesinfection locale
Recueil Recueil 

Flacons stFlacons stéériles (liquides)riles (liquides)

Ecouvillon stEcouvillon stéérile + / rile + / -- eau eau phyphy. . 
(muqueuses)(muqueuses)

AcheminementAcheminement
rapide pour quantificationrapide pour quantification

TT°° : 4: 4°° ( glace)( glace)
sinon sinon << 24 h24 h



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

DDéémarche diagnostiquemarche diagnostique
Examen direct : rapide Examen direct : rapide 
----> > OrientationOrientation

àà frais ou au noir frais ou au noir clorazoleclorazole : : 
urines, LBA, expectorationsurines, LBA, expectorations
au bleu de au bleu de lactophlactophéénolnol : peau, : peau, 
squames, ongles, cheveuxsquames, ongles, cheveux

LevuresLevures



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Examen direct : Examen direct : ----> > OrientationOrientation
àà ll ’’encre de chine : LCR encre de chine : LCR 

levures encapsullevures encapsulééeses
CryptococcusCryptococcus

apraprèès fixation et coloration : s fixation et coloration : 
anatomoanatomo--pathologiepathologie

HES  PAS  HES  PAS  GrocottGrocott......



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Isolement  (levures = 24 Isolement  (levures = 24 àà 48 h)48 h)
Culture sur milieu de Culture sur milieu de SabouraudSabouraud
++ ActidioneActidione

Identification : aspect macro et microscopiqueIdentification : aspect macro et microscopique
des colonies des colonies 

Formation de Formation de pseudomycpseudomycééliumlium (RAT)(RAT)
Milieux chromogMilieux chromogèènes : orientationnes : orientation



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

IdentificationIdentification : assimilation des sucres (Api)  : assimilation des sucres (Api)  Genre et espGenre et espèècece



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Identification des filamenteux : aspect macro et microscopiqueIdentification des filamenteux : aspect macro et microscopique

DematophyteDematophyte

AspergillusAspergillus



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

InterprInterpréétation des rtation des réésultatssultats
Examen nExamen néégatifgatif

E. direct et culture nE. direct et culture néégative gative 
Absence de champignons pathogAbsence de champignons pathogèènesnes
E. faussement nE. faussement néégatif : gatif : 

si arguments cliniques :  renouveler les examenssi arguments cliniques :  renouveler les examens
prprééllèèvement incorrect ou insuffisantvement incorrect ou insuffisant
rréégion, traitement, liquide de transport (fixateur)gion, traitement, liquide de transport (fixateur)
mycose profonde, viscmycose profonde, viscéérale rale 
demander biopsie et sdemander biopsie et séérologierologie



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

InterprInterpréétation des rtation des réésultatssultats
Examens discordantsExamens discordants

E. direct nE. direct néégatif et culture positive : frgatif et culture positive : frééquentquent
quantitquantitéé peu importante de levures ou spores dans le peu importante de levures ou spores dans le 
prprééllèèvementvement
confirme lconfirme l ’’intintéérêt de la culturerêt de la culture

Examen direct positif et culture nExamen direct positif et culture néégativegative
patient sous traitement prophylactiquepatient sous traitement prophylactique
ou curatifou curatif
impossible de primpossible de prééciser exactement lciser exactement l ’’espespèècece
(Aspergillus, Candida, Cryptococcus)(Aspergillus, Candida, Cryptococcus)



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

InterprInterpréétation des rtation des réésultatssultats
Examens positifs : culture et identification Examens positifs : culture et identification 

ce champignon estce champignon est--il potentiellement pathogil potentiellement pathogèène ?ne ?

Selon le genre et lSelon le genre et l’’ espespèèce de champignonsce de champignons
exosaprophytesexosaprophytes : sol, plantes, air  : sol, plantes, air  (Penicillium, Aspergillus, Candida)(Penicillium, Aspergillus, Candida)

parasites occasionnels ou parasites occasionnels ou «« opportunistesopportunistes »»
endosaprophytesendosaprophytes : cavit: cavitéés naturelles s naturelles (Homme et animaux)(Homme et animaux)

Candida albicans, C. Candida albicans, C. glabrataglabrata (TD, muqueuses g(TD, muqueuses géénitales)nitales)
endoendo--exosaprophytesexosaprophytes : milieu ext: milieu extéérieur et cavitrieur et cavitéés naturelless naturelles

Candida Candida tropicalistropicalis, C. , C. kruseikrusei, C. , C. kefyrkefyr, , GeotrichumGeotrichum candidumcandidum (aliments)(aliments)

epiepi--saprophytessaprophytes : surface de la peau  : surface de la peau  MalasseziaMalassezia furfurfurfur



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

InterprInterpréétation des rtation des réésultatssultats
Examens positifs : culture et identification Examens positifs : culture et identification 

saprophyte,  saprophyte,  colonisationcolonisation ouou pathogpathogèènene ??

Selon  lSelon  l’’ Examen direct et la culture quantitativeExamen direct et la culture quantitative
ED : levures +/ED : levures +/-- pseudomyceliumpseudomycelium
Quantification des champignonsQuantification des champignons
notion de seuil : diffnotion de seuil : difféérent selon origine  du prrent selon origine  du prééllèèvementvement

urines : 10urines : 1044 àà 101055 UFCUFC
(voir (voir cytobactcytobactéériologieriologie))
selles : 10selles : 1055 àà 10106  6  UFCUFC



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

InterprInterpréétation des rtation des réésultatssultats
Examens positifs : culture et identification Examens positifs : culture et identification 

ce champignon estce champignon est--il pathogil pathogèène chez ce patient ?ne chez ce patient ?

Selon la cliniqueSelon la clinique
Selon le terrain : facteurs de risqueSelon le terrain : facteurs de risque

extrêmes de la vie (nouveau nextrêmes de la vie (nouveau néé, nourrisson, vieillard), nourrisson, vieillard)
pathologie sous jacente : diabpathologie sous jacente : diabèète, te, immunoimmuno--ddéépressionpression, SIDA, SIDA
explorations fonctionnelles, cathexplorations fonctionnelles, cathééters   ters   (inf. nosocomiale)(inf. nosocomiale)
ATB , corticoATB , corticoïïdesdes



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

InterprInterpréétation des rtation des réésultatssultats
Examens positifs : culture et identification Examens positifs : culture et identification 

ce champignon estce champignon est--il pathogil pathogèène chez ce patient ?ne chez ce patient ?

Selon lSelon l ’’origine du prorigine du prééllèèvementvement
Sites thSites thééoriquement storiquement stéérilesriles

LCR   (LCR   (C. C. neoformansneoformans pathogpathogèène)  + ne)  + AgAg circulantscirculants
sang : 1 seule sang : 1 seule hhéémomo + + (en absence de voie veineuse centrale)(en absence de voie veineuse centrale)
urines  urines  (contaminations vaginales et digestives) (sondes)(contaminations vaginales et digestives) (sondes)

rrééppééter les examens et voir ter les examens et voir cytocyto--bactbactéériorio
Biopsies Biopsies (zones de n(zones de néécrose)crose)

Autres prAutres prééllèèvementsvements
flore buccale, intestinale, vaginaleflore buccale, intestinale, vaginale……..



Les Candidoses : diagnosticLes Candidoses : diagnostic

InterprInterpréétation des rtation des réésultatssultats
Arguments en faveur de la Arguments en faveur de la pathogpathogéénicitnicitéé

Examen direct positif : levures + Examen direct positif : levures + pseudomyceliumpseudomycelium ou filamentsou filaments
Abondance de la cultureAbondance de la culture
Nature du prNature du prééllèèvement  : cathvement  : cathééter, hter, héémoculture, biopsie...moculture, biopsie...
Terrain : ID, aplasieTerrain : ID, aplasie

Quand rQuand rééaliser un aliser un antifongigrammeantifongigramme ??



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

AntifongigrammeAntifongigramme : r: rééalisation technique  alisation technique  
MicrocupulesMicrocupules : 2 concentrations d: 2 concentrations d ’’AFAF

sensiblesensible interminterméédiairediaire rréésistantsistant
Boite avec disques : diamBoite avec disques : diamèètre dtre d ’’inhibitioninhibition

Souche pureSouche pure



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

DDéétermination de la CMI : E Testtermination de la CMI : E Test

CorrCorréélations in vivo, n lations in vivo, n vitrovitro ??



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Dosages sDosages séériquesriques
But :But :

vvéérifier l'absorptionrifier l'absorption
vvéérifier le surdosagerifier le surdosage

TechniquesTechniques
mmééthode microbiologiquethode microbiologique
HPLC : chromatographie en phase liquide HPLC : chromatographie en phase liquide àà haute performanceshaute performances



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Recherche d'AntigRecherche d'Antigèènes circulantsnes circulants
PlateliaPlatelia AspergillusAspergillus®® (Bio(Bio--Rad)Rad)

Test ELISA : Ac monoclonal Test ELISA : Ac monoclonal antianti galactomannanegalactomannane
(Ag majeur de paroi) (Ag majeur de paroi) -- principal Ag circulantprincipal Ag circulant

Bonne sensibilitBonne sensibilitéé (index 0,5) (index 0,5) mais risque de faux positifsmais risque de faux positifs
RRééactions croisactions croisééeses

surtout chez enfants : surtout chez enfants : galactomannanesgalactomannanes alimentairesalimentaires
antibiotiques : antibiotiques : TazocillineTazocilline, p, péénicillinesnicillines
autres champignons filamenteuxautres champignons filamenteux

PlateliaPlatelia CandidaCandida®® ((BioBio--RadRad))
Test ELISA : Test ELISA : AcAc monoclonal monoclonal antianti ββ 11--5 5 oligomannosidesoligomannosides

((AgAg majeur de paroi) majeur de paroi) -- principal principal AgAg circulantcirculant



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Recherche d'anticorps : sRecherche d'anticorps : séérologierologie
TechniquesTechniques

I.F.I. I.F.I. seuil : 1/160seuil : 1/160
HAIHAI seuil : 1/320seuil : 1/320
ELISAELISA plus sensibleplus sensible
PrPréécipitinescipitines

ID et IEP  ID et IEP  CoESCoES
IntIntéérêt : candidoses profondes et rêt : candidoses profondes et aspergillomeaspergillome

SSééroconversion ou roconversion ou éélléévation significative des vation significative des AcAc
Limites : Limites : 

Forte colonisation ou infection profonde ?Forte colonisation ou infection profonde ?
RRééponse chez ID ?ponse chez ID ?



Stratégie des examens mycologiquesStratégie des examens mycologiques

Apport de la Biologie molApport de la Biologie molééculaireculaire

IntIntéérêt : rêt : éépidpidéémiologiemiologie
DDéétermination prtermination préécise : sous espcise : sous espèècece

LimitesLimites : : 
Manque de standardisationManque de standardisation
CinCinéétique du DNAtique du DNA

DNA DNA ≠≠ AGAG

Bonne technique complBonne technique compléémentairementaire
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