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Diagnostic rapide 
des mycoses opportunistes 
par la détection 
d'antigènes circulants 
Le diagnostic des mycoses opportunistes à Candida et Asper­
gillus est souvent difficile. L 'amélioration des techniques de 
dosage des antigènes solubles dans le sang ou dans d'autres 
fluides biologiques permet d'envisager de prochains progrès. 

L
es infections à champi­
gnons opportunistes sont 
devenues, au cours des 
vingt dernières années, 
une cause majeure de 

morbidité et de mortalité, en par­
ticulier chez les individus immu­
nodéprimés. De 1970 à 1976, la 
mortalité causée par les deux 
infections à champignons oppor­
tunistes les plus fréquentes, la 
candidose et 1' aspergillose invasi­
ves, a augmenté de 73 % et de 
1 27  % respectivement ( 1 ] .  L'aug­
mentation du nombre total des 
cas rapportés a été attribuée à 
l 'existence d'un plus grand nom­
bre de sujets à risque, tels les 
patients atteints de cancer et les 
traitements qui en découlent, et à 
des �éthodes diagnostiques plus 
agressives. 
La candidose et 1 '  aspergillose 
invasives sont particulièrement fré­
quentes chez les patients atteints 
de leucémie aiguë ou ayant subi 
une transplantation de moelle 
osseuse [2 ,  3] ; mais on retrouve 
également ces infections associées 
aux leucémies chroniques, aux 
lymphomes et aux tumeurs soli­
des. La neutropénie constitue un 
risque majeur puisque les 
monocytes et les polynucléaires 
jouent un rôle primordial dans la 
défense contre les espèces Candida 
et Aspergillus [ 4, 5] . On retrouve 
également ces infections chez les 
enfants atteints de granulomatose 
septique dont les granulocytes, 
bien qu'en quantité normale, sont 

incapables de tuer le microorga­
nisme ingéré parce qu'ils ne peu­
vent plus produire en quantité 
suffisante le peroxyde d'hydrogène 
et d'autres agents oxydants. Les 
transplantés rénaux sont égale­
ment exposés parce que leurs 
macrophages sont incapables de 
détruire les conidies ingérées en 
raison de la corticothérapie (6] . 
Un dernier groupe à risque est 
constitué des patients sous hyper­
alimentation parentérale, en rai­
son des risques septiques inhérents 
à cette procédure et, probable­
ment, de l'immunosuppression 
qui accompagne la dénutrition. 
Le diagnostic de la candidose et 
de l'aspergillose invasives repose 
sur la détection des formes levu­
res et pseudomycéliennes de Can­
dida, ou de filaments mycéliens 
d'Aspergillus, dans les coupes his­
topathologiques ; le diagnostic est 
de préférence confirmé par la cul­
ture du champignon. 

1 La candidose 

L'autopsie des victimes de leucé­
mies aiguës révèle une candidose 
invasive ou disséminée chez 
1 5-30 % des cas étudiés [7 ] .  On 
pense généralement que la pl).lpart 
des infections à Candida sont d'ori­
gine endogène puisque cette 
levure colonise le côlon de 20 à 
50 % des individus sains. La chi­
miothérapie antinéoplasique et 
l'utilisation prolongée d'antibioti­
ques peuvent respectivement 
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endommager les microvillosités 
intestinales et favoriser la prolifé­
ration de Candida dans la lumière 
gastro-intestinale. Ces deux fac­
teurs pourraient faciliter la migra­
tion de la levure à travers la paroi 
intestinale par un processus encore 
mal connu et appelé •• persorp­
tion » [8) . Une fois persorbé, le 
Candida peut ensuite se propager 
à travers 1 'organisme et provoquer 
l ' infection des organes profonds 
chez l'hôte immunodéprimé. Bien 
qu'il soit généralement admis que 
la candidose invasive est d'origine 
endogène, certaines méthodes de 
typage [9- 1 1 )  permettent d'envisa­
ger l 'étude de la transmission de 
la levure entre les individus à 
l 'intérieur d 'un hôpital. On peut 
identifier ainsi les .souches en 
cause. Candida tropicalis a sup­
planté Candida albicans en tant que 
principal agent responsable des 
candidoses invasives. On retrouve 
fréquemment Candida parapsilosis 
dans les hémocultures de patients 
soumis à une hyperalimentation 
parentérale. 

1 L'aspergillose 

Une aspergillose invasive est dia­
gnostiquée chez environ 1 2  à 
1 5  % des individus atteints de 
leucémie aiguë et représente, par 
sa fréquence, la deuxième infec­
tion à champignon opportuniste . 
L'épidémiologie de 1 'aspergillose 
invasive est différente de celle de 
la candidose invasive, puisque la 
maladie est généralement déclen­
chée par l 'inhalation de conidies. 
Aspergillus est répandu dans le sol, 
l 'eau, les végétaux en décompo­
sition et les déchets organiques. 
La concentration des conidies 
dans 1' air est un facteur prédispo­
sant important : plusieurs épidé­
mies d'aspergillose invasive sont 
apparues, chez des patients à ris­
que, après des travaux effectués 
dans les faux plafonds ou les con­
duites d'air des hôpitaux. Les 
conidies d' Aspergtllus inhalées se 
heurtent à deux l ignes de 
défense [ 1 2 ) .  La première, contre 
les conidies, est constituée par les 
macrophages alvéolaires .  La 
seconde, formée par les granulocy­
tes, protège contre la forme mycé-
m/s n ° 2 DOl. 3, fiv<ùr 8 7 

lienne. Les corticostéroïdes inhi­
bent la capacité des macrophages 
de tuer les conidies. L' immunité 
naturelle à l'égard d'Aspergillus 
s'effondre seulement lors d'une 
atteinte combinée du système réti­
culoendothélial et des granulocy­
tes ; dans ces conditions, l 'Asper­
gillus peut se disséminer à travers 
tout l 'organisme. Aspergillus jumi­
gatus et Aspergillus flavus sont les 
espèces les plus fréquemment 
retrouvées dans 1 '  aspergillose 
1nvas1ve. 1 Diagnostic 

des mycoses 

Le diagnostic des mycoses graves 
demeure problématique. Seuls 15  
à 40 % des cas de candidoses 
invasives sont diagnostiqués à 
temps pour qu'on puisse entre­
prendre un traitement. La culture 
des sites superficiels permettrait de 
prévoir une candidose ou une 
aspergillose invasive, mais cette 
procédure est peu sensible et les 
résultats arrivent souvent trop tard 
pour influencer les décisions clini­
ques. Les hémocultures sont néga­
tives dans plus de 50 % des cas 

· de candidose disséminée prouvés 
à l ' autopsie et sont presque tou­
jours négatives dans l'aspergillose 
invasive. Une autre voie de dia­
gnostic serait donc bienvenue. 
Des tests immunologiques détec­
tant les anticorps circulants anti­
Candida ou anti-Aspergillus f7] sont 
utilisés depuis de nombreuses 
années. Malheureusement, ces 
tests s 'avèrent peu satisfaisants 
lorsqu'il s'agit de patients immu­
nodéprimés ,  les plus susceptibles 
aux mycoses invasives . La faible 
sensibilité de ces tests peut être 
due à l 'incapacité de l'hôte à pro­
duire des anticorps ou des quan­
tités détectables d 'agglutinines ou 
de précipitines . De plus, ils ne 
permettent pas de faire la distinc­
tion entre la colonisation et l 'inva­
sion profonde des tissus et sont 
donc peu spécifiques. Des tenta­
tives ont été faites pour identifier 
et purifier des antigènes plus spé­
cifiques et pouvant être utilisés 
pour la recherche de ces anti­
corps [ 7 1 .  Récemment, un test 
immunoblot* a permis de démon-

trer, dans la candidose invasive, 
la présence d'anticorps dirigés 
contre une protéine cytoplasmique 
de poids moléculaire 48 000 [ 1 3 ,  
14) .  De plus, les patients produi­
sant ces anticorps ont bénéficié 
d 'une évolution plus favorable, 
suggérant que ces anticorps con­
fèrent une protection contre la 
maladie . C ette voie semble 
prometteuse. 
Cependant, pour les patients pro­
fondément immunodéprimés chez 
lesquels une infection ne condui­
rait pas à un niveau détectable 
d'anticorps, des stratégies différen­
tes s ' imposent, notamment la 
détection dans le sang des antigè­
nes ou des métabolites de Candida 
et d'Aspergillus. Des polysacchari­
des comme le mannanne de Can­
dida et le galactomannanne 
d'Aspergillus, principaux antigènes 
de la paroi de ces champignons, 
ont fait l 'objet d 'une attention 
particulière . Le dosage dans le 
sérum de métabolites monosaccha­
ridiques comme l 'arabinitol et le 
mannose a également été proposé 
pour le diagnostic de la candidose 
invasive. Nous discuterons briève­
ment des travaux entrepris dans 
ce domaine. 

1 Candida 

La mannanne est le principal 
constituant antigénique de la paroi 
cellulaire des espèces Candida. Il 
est formé d'une chaîne linéaire 
a(1 ,6) fortement substituée par 
des chaînes latérales d' oligoman­
nosides liées en a(1 ,2) et a(1 ,3). 
La longueur des chaînes latérales, 
la localisation des liaisons 1 ,3  et 
les substitutions phosphodiesters 
déterminent la spécificité antigé­
nique. La spécificité des sérotypes 
A et B de Candida albicans est con­
férée par le mannanne. La struc­
ture du mannanne de Candida 
albicans sérotype A a été étudiée 
par Suzuki et Fukazawa [ 1 5 ) .  Ils 
ont proposé (figure 1) une structure 
arborisée comportant un tronc 
protéinique et des branches linéai­
res composées de deux à trois 
résidus de mannose liés ( 1  ,6) • Immunoblot ou westnn blot : séparation ékctroplw­
rétique du protéines, transfert sur filtre tl révélation 
à l'aitù d'anticorps appliqués sul' le filtre. -
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Figure 1 . Modèle de la structure du mannanne de Candida albicans 
sérotype A. (A) L 'ensemble de la structure comporte un tronc protéinique et 
des branches linéaires composées de résidus de mannose. (8) Agrandissement 
d'une branche terminale contenant le facteur antigénique 6 spécifique au 
sérotype A. (C) Agrandissement du facteur antigénique 6. M = mannopyra­
nose. (Adapté de Suzuki et Fukazawa {1 5]). 

alternant avec des résidus manno­
biose liés ( 1 ,  2). La spécificité du 
stérotype A est localisée dans les 
petites branches terminales 
d'hexaose composées d'une liaison 
a(1 ,3) terminale en plus de qua­
tre liaisons a( 1 ,2) .  Le sérotype B 
est plus complexe et ne possède 
pas de liaison terminale 1 , 3 mais 
plutôt un seul embranchement en 
C-1 , C-2 ou C-3 et une liaison 
interne 1 ,3 supplémentaire . Utili­
sant des antisérums spécifiques 
dirigés contre des facteurs antigé­
niques de Candida, il a été démon­
tré que les sérotypes A et B pos­
sèdent respectivement les facteurs 
antigéniques 6 et 13b et que le 
facteur 6 est un élément impor­
tant pour l ' identification du 
sérotype A. De plus, les techni­
ques de précipitation quantitative 
ont pu faire la preuve que les 
mannannes de Candida tropicalis et 
de Candida albicans sont fortement 
apparentés.  
La présence de mannanne dans le 
sérum a été rapportée pour la 
première fois par Axelsen et Kirk-

patrick ( 1973) chez un patient 
atteint de candidose mucocutanée 
chronique. Depuis 1973, année où 
le mannanne sérique a été détecté 
par immunoélectrophorèse bidi­
mensionnelle, des tests de plus en 
plus simples et sensibles ont été 
proposés : l ' inhibition de l 'héma­
glutination, le test radioimmuno­
logique ou les tests immunoenzy­
matiques .  Deux facteurs compli­
quent la détection du mannanne 
sérique : en premier lieu, cet anti­
gène circule à des concentrations 
inférieures à celles détectables par 
la plupart des tests sérologiques 
conventionnels (c 'e st-à-dire 
ng/ml) ; en second lieu, même 
chez les · patie:n.ts immunodépri­
més, le mannanne circule sous la 
forme de complexes immuns qui 
doivent être préalablement disso­
ciés. Au cours de récents tra­
vaux [7 ] ,  la dissociation des com­
plexes a été réalisée par brève 
ébullition du sérum dilué dans 
une solution de N� EDTA pour 
inhiber la coagulation. Le sérum 
dissocié est récupéré par centrifu-
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gation et réparti dans les puits de 
microplaques tapissés d'IgG de 
lapin anti-parois cellulaires de 
Candie/o. albicans. Après incubation 
à 4°C et lavage, l'anticorps de 
détection marqué à la peroxydase 
permet de détecter des concentra­
tions de mannanne de 1 à 
100 ng/ml. La réalisation de ce 
test immunoenzymatique se fait 
en trois heures (figure 2). 
Notre étude réalisée avec cette 
méthode chez le lapin immunodé­
primé et infecté expérimentale­
ment par la voie intraveineuse 
avec Candida, albicans a montré que 
la concentration de mannanne 
dans le sérum est maximale qua­
tre jours après l' infection ; elle 
diminue lors de 1 ' apparition 
d'anticorps anti-mannanne [ 1 7] .  
Dans une étude rétrospective de 
patients leucémiques chez lesquels 
la présence ou l'absence d'une 
candidose invasive a été confirmée 
à l'autopsie, le test immunoenzy­
matique de type sandwich a 
donné une sensibilité de 65 % , 
une spécificité de 100 % ,  et une 
limite de détection de l 'antigène 
de 1 ng/ml [ 18] .  Plus récemment, 
des anticorps monoclonaux anti­
mannanne ont été produits ; 
l'anticorps polyclonal de détection 
a été remplacé par une lgM 
monoclonale marquée à la peroxy­
dase [ 1 9] .  Ce test immunoenzy­
matique s'est révélé prometteur au 
cours d'études rétrospectives ; 
cependant, il devra être évalué à 
l 'aide d'études multicentriques 
prospectives afm de confirmer son 
utilité en clinique. 
Des antigènes autres que le man­
nanne ont été détectés dans le 
sérum de patients atteints de can­
didose invasive. Araj et al. ont 
découvert, dans le sérum de 
patients cancéreux [20] , un anti­
gène cytoplasmique de C. albicans 
qui semble être une protéine ther­
morésistante [20] . De plus, une 
trousse d'agglutination au latex 
qui est maintenant · commerciale­
ment disponible permet de détec­
ter dans le sérum un antigène qui 
est probablement une glycopro­
téine de Candida. Mais cette 
méthode ne comporte pas la dis­
sociation préalable des complexes 
immuns : voilà probablement 
mis n° 2 ool. 3, flvrin 87 

pourquoi, lors d'une évaluation 
clinique, l'antigène n'a été détecté 
que chez 5 des 18  patients atteints 
d'une candidose invasive [2 1 ] .  
Enfm, mise à part la recherche de 
mannanne sérique, le dosage de 
certains métabolites de Candie/o. 
comme 1 'arabinitol et le mannose 
a été réalisé piu chromatographie 
en phase gazeuse [7 ,  22] .  En sup­
posant que le mannose soit un 
métabolite du mannanne circulant 
in vivo, on a pensé qu'il pourrait 
servir de marqueur pour la can­
didose invasive. Cependant, nos 
études chez l'animal de labora­
toire [ 1 7 ] et chez l'homme [ 1 8] 
ont montré que le dosage du 
mannose est trop peu sensible 
(39 % )  et spécifique (87 % )  pour 
être utilisé en clinique. 
Une augmentation des concentra­
tions sériques de D-arabinitol chez 
les patients atteints de candidose 
invasive a été rapportée pour la 

première fois en 1979 [7 ] . Cette 
concentration était plus élevée 
chez les patients atteints d' insuf­
fisance rénale que chez les 
patients ayant une fonction rénale 
normale. De plus, il a été démon­
tré que l 'arabinitol est produit in 
vitro par les espèces Candida. 
Cette substance est éliminée par 
le rein à la même vitesse que la 
créatinine et la concentration séri­
que d'arabinitol chez les insuffi­
sants rénaux peut être ajustée en 
calculant le rapport arabini­
tol/créatinine . Il s 'agit, semble+ 
il, d'un marqueur quantitatif puis­
que la concentration sérique 
d'arabinitol est proportionnelle au 
décompte des colonies chez le rat 
atteint d'une candidose invasive 
expérimentale . La sensibilité et la 
spécificité du rapport arabini­
tol/créatinine varient largement 
selon les études ; sa signification 
clinique demeure controversée. 

1 •ére couche - phase solide = 
lgG anti-parois cel l ulaires de C. albicans 

[ 1 :4000] 

2• couche - sérum d issocié + mannanne 
1 -50 n g / m l  

3 0  min,  4 °  C 
Lavage 

3• couche - lgG anti-parois cel lu laires 
de C. albicans - peroxidase 

[ 1 :5000] 

30 min,  4° C 
Lavage 

Ajouter substrat Chromogénique 

1 hr, 25° C 
Stopper la réact ion à l 'aide d'acide 

Lecture 0.0. 490 nm 

Figure 2. R'allsatlon de la d'tectlon de mannanne par m'thode immuno­
enzymatlque de type sandwich. -
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Dans une étude rétrospective faite 
chez des cancéreux atteints de 
candidose invasive, le rapport ara­
binitol/créatinine avait une sensi­
bilité de 13 % et une spécificité 
de 93 % [ 18] . 
On voit donc que la chromatogra­
phie en phase gazeuse et les tech­
niques immunoenzymatiques ont 
chacunes des avantages et des 
inconvénients. La chromatogra­
phie en phase gazeuse permet de 
détecter directement les métaboli­
tes circulants sans avoir à prépa­
rer un antisérum et à le conjuguer 
à la peroxydase. Les méthodes 
immunoenzymatiques ont l 'avan­
tage de la spécificité immunologi­
que et permettent de doser de 
nombreux sérums en trois ou 
quatre heures. 

1 Aspergillus 

Le diagnostic immunologique de 
l 'aspergillose invasive chez l 'hôte 
immunodéprimé a été gêné par la 
faible sensibilité et le peu de spé­
cificité des techniques de dosage 
des anticorps [7] . Une approche 
différente a donc été envisagée, 
basée sur la détection de l 'anti­
gène galactomannanne. 
Le galactomannanne des espèces 
Aspergillus est situé dans la paroi 
cellulaire de même que d'autres 
polysaccharides tels le glucane et 
le galactane. Il peut être isolé à 
partir du mycélium par extraction 
alcaline à froid [23) ou par extrac­
tion à la pyridme [24] suivie 
d 'une précipitation à l ' acé­
toneJ24] ou également à partir 
du fi trat de culture par précipi­
tation au méthanol [25] .  La struc­
ture du galactomannanne a été 
élucidée par différentes techni­
ques : chromatographie en phase 
gazeuse, dégradation de Smith, 
acétolyse ménagée, étude de la 
liaison · à la concanavaline A et 
hydrolyse en milieu acide. Le 
galactomannanne d'A. fumiga­
tus [23 , 26] contient une chaîne 
principale de mannanne liée par 
des liaisons a( 1 ,  2) ou a( 1 ,  6) et 
des chaînes latérales de galactose 
de trois unités chacune terminées 
par un galactofuranose. On sus­
pecte également la présence de 
chaînes latérales de D-mannose 

liées ( 1  , 6) . Le galactomannanne 
d'A. niger est différent de celui 
d'A. fumigatus : il ne possède pas 
de chaînes latérales de mannose et 
les chaînes latérales de galactose 
peuvent comporter trois ou qua­
tre unités [27 ] . Ces deux galacto­
mannannes se lient à la cancana­
valine A. Des analyses plus pous­
sées, telles que l' identification des 
monosaccharides méthylés par 
spectrométrie de masse et l'utili­
sation de la résonance magnétique 
nucléaire, devraient permettre de 
concilier les différentes interpréta­
tions de la structure du galacto­
mannanne d'A. Jumigatus. On 
pourra ainsi non seulement déter­
miner les liaisons internes de la 
chaîne principale oligomannosidi­
que et celles des chaînes latérales 
oligogalactosidiques, mais encore 
confirmer la présence et les liai­
sons internes des chaînes latérales 
oligomannosidiques (figure 3). De 
plus, l 'acétolyse ménagée permet­
trait d' isoler des fragments de 
chaînes latérales pouvant être uti­
lisés dans des études d' inhibition 
par les haptènes à l 'aide d'anti­
corps monoclonaux anti­
galactomannanne. Ces expériences 
permettraient de définir plus pré­
cisément les épitopes immunodo­
minants du galactomannanne. 
Reiss et Lehmann [23] ont rap­
porté les premiers la présence de 
galactomannanne dans le sérum 
de patients atteints d'aspergillose 
invasive. En injectant le sérum 
antigériémique d'un lapin infecté 
expérimentalement avec A. fumi­
gatus à un autre lapin, ils ont 
obtenu un antisérum capable de 
reconnaître un antigène circulant 
(en contre-immuno-électrophorè­
se). Cet antigène circulant a un 
poids moléculaire supérieur à 
125 000 , tandis que l'antigène 
purifié par extraction alcaline du 
mycélium a un poids moléculaire 
situé entre 25 000 et 75 000. 
Cette différence peut être due à 
une liaison du galactomannanne à 
des protéines plasmatiques [23] . 
Enfin, un test radioimmunologi­
que de type compétitif a été 
récemment mis au point. Il per­
met de détecter un antigène qui 
est un hydrate de carbone et qui 
pourrait être le galactoman-
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Figure 3. (A) Modèle de la structure du galactomannanne d'Aspergillus fumi­
gatus. Le polysaccharide contient une chafne principale de mannanne liée 
a(1 ,2), et des chatnes latérales de galactose de trois unités chacune et termi­
nées par un galactofuranose. (B) On retrouve également des oligomannosides 
liés ( 1  ,6) qui font partie de la chafne principale ( 1 )  ou qui forment de courtes 
chafnes latérales (2). 

nanne [7 ] .  Cependant, ce test est 
relativement peu sensible 
(100 ng/ml de sérum) comparé au 
test immunoenzymatique de type 
sandwich. De plus, les réactifs ont 
une demi-vie assez courte et 
posent le · · problème des déchets 
radioactifs . Cette méthode a néan­
moins permis de détecter l 'anti­
gène dans le sérum, le liquide 
pleural et le liquide de lavage 
bronchoalvéolaire provenant de 
patients atteints d 'aspergillose 
invasive . La sensibilité de la 
méthode radioimmunologique est 
de 7 5 % et sa spécificité est de 
presque 100 % . 

En conclusion , la détection 
d'antigènes circulants au cours des 
maladies fongiques offre de nou­
velles possibilités de diagnostic 
rapide, en particulier chez l 'hôte 
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immunodéprimé [28] . Les polysac­
charides de la par01 cellulaire de 
Candida et d'Aspergillus circulent 
dans le sérum de patients atteints 
de candidose et d'aspergillose 
invasives et peuvent être rapide­
ment détectés par des méthodes 
immunoenzymatiques. Il est pos­
sible , grâce à ces méthodes, 
d'envisager un diagnostic et un 
traitement précoces permettant 
d 'améliorer le pronostic chez les 
patients atteints de mycoses oppor­
tunistes. Cependant, les techniques 
diagnostiques dont nous disposons 
actuellement devraient être amélio­
rées avant d'être largement appli­
quées en clinique. Nous travaillons 
actuellement à la mise au point 
d 'un test immunoenzymatique de 
type sandwich utilisant un anti­
corps monoclonal anti-galacto­
mannanne • 

Summary 
Invasive candidiasis and asper­
gillosis are a growing problem 
in the immunocompromised 
host. Approaches to prevention 
of these fungal infections have 
had limited success. Cultures of 
superficial sites and of blood do 
not provide the required dia­
gnostic accuracy and serologi­
cal tests that detect antibody to 
the Candida and Aspergillus spe­
cies have an insufficient predic­
tive value in immunosuppres­
sed patients. Detection of the 
cell wall polysaccharide anti­
gens mannan of Candida and 
galactomannan of Aspergillus 
appears promising for the rapid 
diagnosis of these lifethreate­
ning fungal infections. 
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