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Résumé. Le diagnostic des infections parasitaires et fongiques, historique-
ment basé sur la détection de ces pathogènes par diagnostic direct (examen
macro/microscopique, culture) ou sérologique, a connu durant les dernières
décennies des évolutions importantes, avec notamment le développement
d’approches moléculaires et de la spectrométrie de masse. Ces techniques, de
même que la plupart des analyses en sérologie parasitaire et fongique, restent
le plus souvent l’apanage des laboratoires de centres hospitaliers universitaires
spécialisés en parasitologie-mycologie. En 2016, l’Association française des
enseignants et praticiens hospitaliers titulaires de parasitologie et mycologie
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médicales (Anofel) a mis à disposition un Catalogue des analyses rares en
accès libre sur le site d’Anofel (https://anofel.net/), et régulièrement mis à
jour. Cet outil, qui s’articule en 4 volets (parasitologie, sérologie parasitaire,
mycologie et sérologie fongique) a pour objectif de faciliter l’accès aux infor-
mations sur les analyses disponibles et les laboratoires hospitaliers capables de
les prendre en charge. Il complète les autres ouvrages de référence élaborés par
la collégiale Anofel, dont le Guide des analyses et méthodes en parasitologie
et mycologie, publié en 2018, et la base de données d’images et de vidéos,
en accès libre sur internet (http://www.eanofel.fr). L’objectif de cet article est
de dresser un état des lieux des techniques plus spécialisées disponibles dans
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les laboratoires de parasitologie-mycologie, présentées dans le Catalogue des
analyses rares de la collégiale Anofel, et leur intérêt pour le diagnostic de
ces infections.
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Abstract. The diagnosis of parasitic and fungal infections, historically based
on the detection of these pathogens using direct diagnosis (macro/microscopic
examination, culture) or serological methods, has considerably evolved in the
last decades, especially with the development of molecular approaches and
mass spectrometry. These techniques, as well as most analyses of parasitic
and fungal serology, are mostly the preserve of Hospital University Cen-
ters Parasitology-Mycology laboratories. In 2016, the French association of
medical parasitology and mycology teachers and hospital practitioners (Ano-
fel) has provided a Catalogue of rare analyses, regularly updated and freely
accessible on the Anofel website (https://anofel.net/). This tool, which hinges
on 4 parts (parasitology, parasitic serology, mycology, and fungal serology),
aims to provide information on all available analyses, and a list of hospital
laboratories able to undertake them. It is complementary to the other refe-
rence works that were developed by our association, including the Guide
of analyses and methods in parasitology and mycology, published in 2018,
and the eANOFEL pictures and videos database, freely accessible online
(http://www.eanofel.fr). In this article, we draw-up a state-of-the-art of the most
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e diagnostic des infections parasitaires et fongiques, his-
oriquement basé sur la détection de ces pathogènes par
iagnostic direct (examen macro/microscopique, culture)
u sérologique, a connu durant les dernières décennies des
volutions importantes.
’objectif de cet article est de présenter les techniques
lus spécialisées disponibles dans les laboratoires de
arasitologie-mycologie, et présentées dans le Catalogue
es analyses rares, qui est disponible en ligne sur le
ite de l’Association française des enseignants et prati-
iens hospitaliers titulaires de parasitologie et mycologie
édicales (Anofel, https://anofel.net/). Nous aborderons

n premier lieu les outils du diagnostic parasitaire, aussi
ien sérologique (toxoplasmose et autres parasitoses),
ue moléculaire (toxoplasmose, parasitoses intestinales,
utres parasitoses). Les applications de la spectrométrie
e masse à l’identification des leishmanies et des ecto-
arasites seront également présentées. La seconde partie
e l’article sera consacrée aux actualités du diagnostic
es infections fongiques avec, dans un premier temps, les
echniques de sérologie fongique, puis les approches molé-
00

ulaires permettant la détection des agents fongiques et leur
dentification. L’intérêt de la spectrométrie de masse pour
’identification des levures et des champignons filamenteux
era ensuite présenté. Enfin, les outils disponibles pour la
aractérisation de la résistance aux antifongiques (déter-
ination des CMI et caractérisation moléculaire) seront

bordés.
es available in the parasitology-mycology laboratories and
alogue of rare analyses of the Anofel collegium, and their
osis of these infections.

c diseases, fungal infections, serology, molecular biology,

Actualités du diagnostic
des infections parasitaires

Diagnostic sérologique

Toxoplasmose
Le dépistage sérologique de la toxoplasmose comprend
en première ligne une détermination des IgM et des IgG
par une technique d’immuno-analyse. En raison de faux
positifs ou de faux négatifs en IgG pouvant faussement
conduire à conclure à une immunisation ou une absence
d’immunisation chez la femme enceinte, il est recommandé
de réaliser lors du dépistage 2 techniques de principe diffé-
rent pour la détermination des IgG [1, 2].
Dans certaines situations, des techniques de seconde ligne
doivent être réalisées par un laboratoire expert de la toxo-
plasmose notamment en cas de :
– discordance entre les 2 techniques de dépistage des IgG ;
– présence douteuse d’IgG : la confirmation de la spécificité
doit faire appel à une technique de principe différente de
type immunoblot (western blot) ;
Ann Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

– présence douteuse d’IgM : la confirmation de leur spé-
cificité est réalisée par une technique de principe différent
idéalement de type Isaga.
Le diagnostic sérologique de la toxoplasmose congéni-
tale fait appel à des techniques plus spécialisées réalisées
par des laboratoires experts de la toxoplasmose et
comprend :
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la comparaison des profils mère-enfant à la recherche
’une néo synthèse d’anticorps de type IgG et/ou IgM
hez l’enfant qui confirmera ou non une toxoplasmose
ongénitale. Cette comparaison fait appel à une technique
’immunoblot (western blot ou Elifa) qui peut dès la nais-
ance en cas de profil différent (bande supplémentaire chez
’enfant) poser le diagnostic d’une toxoplasmose congéni-
ale ;

la recherche d’IgM et/ou d’IgA chez l’enfant (isotypes
lés car ils ne sont pas transmis par la mère) par une tech-
ique validée chez le nouveau-né (Isaga ou Elisa). Cette
résence chez l’enfant, confirmée au-delà de 10 jours de
ie (une positivité à la naissance peut être le résultat d’une
ontamination par du sang maternel) confirme également
ne toxoplasmose congénitale.

utres sérologies parasitaires
e diagnostic sérologique dans les infections parasitaires
oncerne principalement la recherche d’anticorps sériques,
a recherche des antigènes parasitaires solubles ne sera pas
bordée dans ce chapitre.

ndications

e diagnostic de certitude d’une infection parasitaire repose
déalement sur la mise en évidence directe du parasite ou
a détection d’antigènes solubles parasitaires, ou d’ADN
arasitaire par amplification génique. Cependant, le dia-
nostic sérologique peut être plus précoce que l’observation
u parasite en fonction du cycle parasitaire.
a mise en évidence des anticorps participera au diagnostic
’une infection parasitaire quand :
les signes cliniques d’appel correspondent à la phase

’invasion du parasite ; dans ces conditions, le parasite est
n phase de migration tissulaire de son cycle parasitaire
bilharziose) ou au stade larvaire. La mise en évidence des
nticorps dirigés contre les antigènes parasitaires permet
e faire le diagnostic de l’infection sans attendre le stade
dulte, ce qui assure souvent une meilleure efficacité de
a thérapeutique quand elle est administrée lors de cette
hase ;
le parasite est en impasse parasitaire chez l’homme, c’est-

-dire qu’il n’y a pas de voie de sortie pour le parasite
ui restera sous forme larvaire ou kystique (échinococcose,
oxocarose, trichinellose, par exemple), ce qui limite les
ossibilités de diagnostic direct ;
la recherche directe du parasite est difficile et/ou la charge
nn Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

arasitaire est faible : la sérologie est un argument complé-
entaire qui est actuellement souvent complétée par la mise

n évidence de l’ADN parasitaire ou d’un antigène soluble
ui confirmera l’étiologie parasitaire (amoebose tissulaire,
eishmaniose, trypanosomose) ;

une infection qui a été traitée de façon empirique sans
ocumentation parasitologique (diagnostic rétrospectif) ;
Actualités du diagnostic en parasitologie-mycologie

– il existe un contexte légal comme par exemple la détection
obligatoire de porteurs potentiels lors des dons d’organe ou
du don du sang (paludisme, trypanosomose).
La détection des anticorps pourra donc établir ou confor-
ter le diagnostic d’une parasitose tissulaire, éventuellement
permettre un suivi post-thérapeutique mais pourra difficile-
ment différencier une infection en cours d’une exposition
ancienne.

Méthodes

La détection d’anticorps est pratiquée sur du sérum ou du
plasma selon les réactifs utilisés. Dans certains contextes
cliniques, la recherche d’anticorps peut se pratiquer à partir
d’un prélèvement de liquide cérébro-spinal ou d’humeur
aqueuse/humeur vitrée : il est fréquemment recommandé
d’analyser en parallèle un prélèvement sérique pour déter-
miner la charge en anticorps entre les deux compartiments.
Les méthodes mises en œuvre varient selon le parasite
considéré et les antigènes utilisés :
– réactions d’agglutination de particules de latex sensibili-
sées ou d’hématies sensibilisées ;
– réactions d’immunofluorescence indirecte (IFI) sur anti-
gènes figurés ;
– techniques immuno-enzymatiques (Elisa) et dérivés avec
des extraits antigéniques totaux, des antigènes excrétés-
sécrétés purifiés, ou des antigènes recombinants ;
– immuno-empreinte (western-blot) et immuno-précipi-
tation (électrosynérèse, immunoélectrophorèse) avec des
extraits antigéniques totaux ou des fractions antigéniques.
Les antigènes peuvent être homologues, c’est-à-dire
identiques au parasite contre lequel les anticorps sont
recherchés, ou hétérologues, c’est-à-dire du même genre ou
de la même famille que le parasite d’intérêt : on met dans
ce cas à profit la présence d’épitopes communs à différents
parasites.
Un antigène figuré entier ou un extrait antigénique total per-
mettront de détecter l’ensemble des anticorps synthétisés
par le patient, mais pourront exposer à des réactions croi-
sées. L’usage de protéines recombinantes permet a priori
une meilleure spécificité et une meilleure sensibilité si le
choix des antigènes est approprié.
Selon la nomenclature des actes de biologie médicale, il sera
réalisé initialement, une ou deux techniques de dépistage
dont les principes et les antigènes impliqués seront complé-
mentaires pour augmenter la sensibilité et/ou la spécificité
301

des résultats [3] : en cas de résultat positif, une technique de
confirmation sera mise en œuvre pour confirmer la spéci-
ficité des anticorps dépistés par les techniques de première
intention.
Par les techniques de type Elisa et d’immunoempreinte,
les isotypes recherchés sont habituellement les IgG. En
IFI, il est possible de faire des titrages différenciés selon
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’isotype, mais l’intérêt est limité, à l’exception de la séro-
ogie palustre.
es sérologies réalisées en France sont dépendantes des
ntigènes disponibles ou des réactifs commercialisés. En
as d’indisponibilités, il peut être nécessaire d’adresser les
rélèvements à des laboratoires à l’étranger : l’Institut de
édecine tropicale de Bâle par exemple, ou plus spécifi-

uement, le Département d’helminthologie de la Faculté
e médecine tropicale de Mahidol à Bangkok.

nterprétation

‘interprétation des résultats nécessite un dialogue clinico-
iologique : la sérologie pour le diagnostic des maladies
arasitaires doit être prescrite dans un contexte clinique
récis en raison des réactions croisées, de la cinétique des
nticorps, du délai d’apparition et de disparition des anti-
orps. Si les anticorps apparaissent généralement, après un
élai variable de 8 à 10 jours après l’infection, leur persis-
ance et évolution sont très variables en fonction du parasite
insi que du traitement éventuellement reçu par le patient.
es éléments en faveur d’une infection évolutive sont une
éroconversion objectivée par l’apparition d’anticorps spé-
ifiques ou une élévation significative du titre des anticorps
ntre deux sérums prélevés à 10-20 jours d’intervalle et
nalysés en parallèle.
a place de la sérologie dans la démarche diagnostique est

onction du parasite.
ans l’amoebose tissulaire, une sérologie positive au retour
’un séjour en zone d’endémie devant un tableau algique
vec une imagerie concordante est un résultat à forte
aleur diagnostique malgré quelques réactions croisées
vec d’autres protozooses et en cas d’hépato-carcinome
4]. Les helminthoses présentent de nombreuses réactions
roisées, et la réalisation des différentes sérologies dans un
ême laboratoire facilitera l’interprétation des résultats par

e biologiste pour orienter le clinicien sur le diagnostic [5].
a sérologie anguillulose aura surtout l’intérêt de dépis-

er les porteurs chroniques afin d’orienter une recherche
pécifique du parasite par la méthode de Baermann, ou
e susciter un traitement antiparasitaire [6, 7]. Dans un
ilan d’hyperéosinophilie, les sérologies distomatose, échi-
ococcoses, schistosomose, toxocarose et trichinellose
ourront être prescrites, selon le contexte épidémiologique
t les signes d’appel : leurs valeurs diagnostiques ont été
appelées par la Haute autorité de santé (HAS) associées
u non aux recherches directes des parasites [8-12]. La
02

érologie distomatose ne détecte que les anticorps dirigés
ontre Fasciola hepatica. Pour le diagnostic sérologique
es autres distomatoses (Opistorchis, Paragonimus), les
emandes doivent être adressées à l’étranger (cf catalogue
es analyses rares de sérologie parasitaire). En cas de séjour
n zone d’endémie, il pourra être prescrit, selon le contexte
pidémiologique et les signes cliniques d’appel, une sérolo-
gie filariose (en cas de recherche négative des microfilaires)
[13]. A noter que la sérologie cysticercose, réalisée dans le
sérum et le LCR (moindre sensibilité mais forte valeur pré-
dictive positive) permettra de confirmer un diagnostic de
neurocysticercose devant un tableau épileptique avec une
imagerie concordante, chez un patient originaire de zone
d’endémie [14].
Les sérologies babésiose, leishmaniose et paludisme (à
l’exception du paludisme viscéral évolutif) permettront de
dépister un contact parasitaire, mais le diagnostic d’une
infection active ne pourra être confirmé que par la détection
directe du parasite ou de son ADN.
En l’absence de prise en charge thérapeutique préalable,
les sérologies des trypanosomoses seront une aide au dia-
gnostic dans ces parasitoses pour lesquelles il est difficile
d’objectiver la présence du parasite [15].
Le sérodiagnostic présente peu d’intérêt :
– quand le parasitisme n’entraîne pas une réaction immu-
nitaire suffisante pour permettre la mise en évidence
d’anticorps spécifiques (ex : adultes de Taenia spp., Giardia
intestinalis) ;
– quand les anticorps détectés ne sont pas spécifiques et/ou
la détection est peu sensible (ex : ankylostomidés, Ascaris
lumbricoides).
Dans ces conditions, la recherche directe des éléments para-
sitaires est recommandée.

Diagnostic moléculaire

Toxoplasmose
Le diagnostic moléculaire permet le diagnostic de toxo-
plasmose évolutive chez le fœtus ou le nouveau-né
(toxoplasmose congénitale), le patient immunodéprimé ou
dans la toxoplasmose oculaire. Sa positivité signe la mul-
tiplication du parasite et conduit à l’instauration d’un
traitement parasiticide. Selon le contexte, sa réalisation
relève d’une relative urgence et sa sensibilité est variable.
L’utilisation d’une cible répétée (Rep529) dans le génome
du parasite et de technologies de PCR en temps réel avec
sonde permet d’obtenir de meilleures sensibilité et spécifi-
cité [16].
En cas d’infection pendant la grossesse, la patiente devra
être orientée vers un centre clinique de référence présentant
une expertise pour la prise en charge de la toxoplasmose
congénitale [17]. L’équipe spécialisée pourra lui proposer
un diagnostic prénatal (DPN) de la toxoplasmose congéni-
Ann Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

tale, comprenant la recherche du parasite par PCR dans
le liquide amniotique recueilli après amniocentèse [18].
Seul un laboratoire autorisé par les Agences régionales
de santé peut effectuer les analyses du DPN. Sa réali-
sation nécessite le consentement de la patiente et une
attestation d’information par le prescripteur. Sa sensibi-
lité est aujourd’hui d’environ 85 % et sa spécificité de
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00 % [19]. En cas de DPN négatif ou non fait, le para-
ite peut être recherché par PCR dans le liquide amniotique
l’accouchement (prélevé au moment de la rupture de la

oche des eaux), le placenta ou le sang de l’enfant [20].
ans ce contexte, la sensibilité de la PCR sur liquide

mniotique est bonne (> 68 %) en particulier si l’infection
aternelle est tardive. La spécificité est de 100 % dans le

iquide amniotique et le sang de l’enfant [21, 22].
hez l’immunodéprimé, la recherche du parasite par PCR

e fera dans le sang, le liquide cérébro-spinal, le lavage
roncho-alvéolaire, les fluides oculaires, la moelle, les
iopsies [23, 24]. La PCR sur sang est également utilisée
ans le suivi des patients allogreffés de cellules souches
ématopoïétiques [24]. En cas de localisation cérébrale iso-
ée, la sensibilité de la PCR sur liquide cérébro-spinal est
e 69 %. Sa spécificité est de 100 % [25].
n cas de suspicion de choriorétinite toxoplasmique aty-
ique ou pour confirmer une infection typique, la PCR peut
tre effectuée dans les fluides oculaires (humeur aqueuse,
umeur vitrée). Sa sensibilité est de 55 % et sa spécificité de
00 % [26]. Si les volumes de prélèvements sont suffisants,
’association à des techniques sérologiques, qui mettent en
vidence une synthèse locale d’anticorps spécifiques, aug-
ente la sensibilité du diagnostic à 85 %. Sinon, la PCR

era privilégiée chez l’immunodéprimé et en cas de lésions
écentes.
écemment, des kits de PCR ont été commercialisés. Cer-

ains ont montré de bonnes performances pour le diagnostic
e la toxoplasmose congénitale ou la toxoplasmose de
’immunodéprimé [27, 28].

arasites intestinaux
e diagnostic des parasitoses digestives, historiquement,
t encore actuellement basé sur les techniques micro-
copiques, est limité par son manque de sensibilité, de
pécificité (quasi-impossibilité par exemple de différencier
ntamoeba histolytica, agent de la dysenterie amibienne, de
ntamoeba dispar, non pathogène), et demande à la fois du

emps et une bonne expertise. Pour pallier ces difficultés,
e nombreuses techniques de diagnostic moléculaire ont
té mises au point dans les laboratoires des CHU depuis
e nombreuses années. Elles ciblent en particulier le dia-
nostic des cryptosporidioses [29, 30], de la giardiose et
e l’amoebose [31-33], mais également celui de proto-
ooses plus rares, Cyclospora cayetanensis, Balantidium
oli, Sarcocystis hominis, Dientamoeba fragilis, Blastocys-
nn Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

is spp. [34], et celui des champignons de l’embranchement
es microsporidies (Encephalitozoon intestinalis [35],
nterocytozoon bieneusi [36]). Des tests moléculaires
xistent également pour la détection des helminthes dans
es selles (oxyure, Ascaris, anguillule, trichocéphale, anky-
ostomes, schistosomes, Taenia, Hymenolepis ; cf catalogue
es analyses rares), mais sont d’utilisation moins courante.
Actualités du diagnostic en parasitologie-mycologie

Les techniques moléculaires présentent dans la plupart
des cas une meilleure sensibilité que les techniques
microscopiques [33], et elles permettent de plus le dia-
gnostic d’espèce et/ou le génotypage, par l’utilisation
de sondes spécifiques ou par séquençage d’un ou plu-
sieurs gènes d’intérêts. Ce diagnostic d’espèce par PCR
est indispensable pour orienter le traitement dans le cas
des microsporidioses, les microsporidies du genre Ence-
phalitozoon étant sensibles à l’albendazole au contraire
d’Enterocytozoon bieneusi pour lequel un traitement par
fumagilline est requis. La caractérisation des souches pré-
sente un intérêt en cas d’épidémie, comme par exemple
pour Cryptosporidium [37].
Des kits commerciaux de PCR simplex et désormais mul-
tiplex [33] sont progressivement apparus sur le marché.
Ces kits reprennent souvent les techniques déjà dévelop-
pées dans les laboratoires, mais permettent d’apporter une
certaine standardisation. A l’instar d’autres pays européens
[38], certains laboratoires utilisent désormais en première
intention ces techniques multiplex dans le contexte de
l’examen parasitologique des selles.
Une autre approche moléculaire qui se développe actuel-
lement est l’approche syndromique : un panel de
micro-organismes (bactéries, virus, champignons et para-
sites) potentiellement responsables d’une pathologie sont
recherchés au cours d’une même réaction de PCR.
Ces techniques permettent d’obtenir un résultat rapide
et largement exhaustif sur un échantillon unique. Des
panels respiratoires, méningo-encéphaliques mais égale-
ment gastro-intestinaux sont disponibles sur le marché. Les
parasites recherchés sont généralement limités à Giardia
spp., Entamoeba histolytica et Cryptosporidium spp., mais
certains panels détectent également Dientamoeba fragilis,
Blastocystis spp. et Cyclospora cayetanensis. Un test récent
propose un panel permettant la détection simultanée de plus
d’une vingtaine de parasites incluant des protozoaires, des
helminthes et les microsporidies. Ce dernier est en cours
d’évaluation en France.

Autres parasitoses (paludisme, leishmanioses,
kératites amibiennes, trichomonose)
De nombreuses autres parasitoses ont bénéficié de l’apport
des techniques de biologie moléculaire, tant en termes
de sensibilité que pour le diagnostic d’espèce. Outre
la toxoplasmose (cf ci-dessus), le paludisme bénéficie
de nombreuses techniques moléculaires plus sensibles
303

que les techniques classiques (frottis, goutte épaisse et
antigènes solubles), mais permettant également le dia-
gnostic d’espèce et la distinction plus aisée d’éventuelles
infections pluri-parasitaires [39-41]. Ces techniques ont été
intégrées dans les dernières recommandations de prise en
charge et de prévention du paludisme d’importation [42].
Des techniques de loop-mediated isothermal amplification
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LAMP), plus récentes, sont désormais proposées pour
emplacer le diagnostic microscopique initial d’infection
alustre [43-45]. Les techniques moléculaires bénéficient
galement au diagnostic de la leishmaniose [46], des
ératites amibiennes [47, 48] et de la trichomonose
ro-génitale. Le diagnostic moléculaire de cette dernière
arasitose peut être réalisé à l’aide de kits commer-
iaux multiplex permettant le diagnostic syndromique
’infections sexuellement transmissibles [49].

pectrométrie de masse

eishmanies
es leishmanioses sont des maladies dues à des pro-

ozoaires du genre Leishmania transmis par piqûre de
hlébotome. Trois formes cliniques sont observées : la
eishmaniose viscérale (LV) et deux formes tégumentaires,
utanée et cutanéo-muqueuse. Une vingtaine d’espèces
ont impliquées en pathologie chez l’homme. Pour la
V, l’identification d’espèce peut se faire sur les données
pidémiologiques (schématiquement L. infantum dans le
assin méditerranéen et en Amérique du Sud, et L. dono-
ani en Inde ; pour d’autres régions les deux espèces
euvent être présentes), car le traitement initial est iden-
ique pour les 2 espèces. Cependant, il n’en va pas de

ême pour les formes tégumentaires où l’identification
’espèce conditionne la prise en charge thérapeutique.
’identification moléculaire est utilisée en première ligne
ar elle est applicable directement sur l’échantillon (peau,
uqueuse. . .). Par contre, la spectrométrie de masse à

ésorption/ionisation au laser assistée par matrice (Maldi-
OF MS) est devenue très avantageuse pour l’identification
’espèce à partir d’une culture de Leishmania. Sa mise
u point et la création d’une large base de données
isponible en ligne gratuitement (https://biological-mass-
pectrometry-identification.com/msi/) rendent cette tech-
ologie accessible à un très grand nombre de laboratoires.
imple (nécessite moins de 106 parasites), rapide (temps
e préparation environ 10 min), performante (égale aux
éthodes de référence mais avec un très faible coût), elle

eut être utilisée en routine par les laboratoires qui pra-
iquent les cultures de Leishmania [50-52].

ntomologie
e diagnostic des principales ectoparasitoses (pédiculose
04

u cuir chevelu, poux du pubis, gale) est habituellement cli-
ique, épidémiologique et parasitologique. L’identification
es ectoparasites (Pediculus humanus, Pthirus pubis ou
orpions, Sarcoptes scabiei, punaises de lit) est morpho-

ogique. Les insectes ou acariens sont souvent identifiés
acroscopiquement avec parfois l’aide d’une loupe bino-

ulaire, ou microscopiquement selon l’agent en cause.
La spectrométrie de masse n’est réellement utilisée que
dans le domaine de la recherche. Elle permet de distinguer
des espèces proches difficiles à identifier morphologique-
ment y compris au microscope. C’est ainsi que les espèces
de phlébotomes peuvent être distinguées les unes des autres
par la mise en évidence de leur spectre spécifique [53]. Il
en est de même des moustiques [54] ou d’autres arthro-
podes piqueurs, tels que les puces ou les tiques [55, 56].
Par ailleurs, la spectrométrie de masse permet d’identifier
un agent pathogène transmissible par des vecteurs et permet
de distinguer un insecte non infecté d’un insecte infecté et
potentiellement vecteur [57].

Actualités du diagnostic
des infections fongiques

Diagnostic sérologique

Concernant les sérologies fongiques, la détection des
antigènes de Cryptococcus est considérée comme la
méthode de référence pour le diagnostic des cryptococ-
coses disséminées et neuro-méningées. Les techniques
d’immunochromatographie, sensibles et simples d’emploi,
remplacent progressivement celles d’agglutination [58]. A
noter que la détection de l’ADN de Cryptococcus par PCR
multiplex est désormais disponible.
La recherche de l’antigène galactomannane dans le sérum
par Elisa pour le diagnostic des aspergilloses invasives
est particulièrement utile pour les patients d’hématologie
à risque [59]. La mise en évidence d’aspergillose inva-
sive chez d’autres types de patients, en particulier en
réanimation (grippe sévère, BPCO traités au long cours
par corticoïdes) donne un intérêt supplémentaire à ce test
(patients rares mais détectés tardivement, donc plus graves).
La détection dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA), plus
sensible mais moins spécifique que dans le sérum, est
possible et présente un intérêt pour les patients immuno-
déprimés non neutropéniques capables de circonscrire le
champignon dans le poumon. Elle peut aussi permettre, par
réaction croisée, le diagnostic de l’histoplasmose. Le panel
d’outils disponibles va probablement s’élargir prochai-
nement avec l’arrivée de kits d’immunochromatographie
ciblant d’autres antigènes aspergillaires sécrétés pendant la
phase de croissance du champignon [60].
Le sérodiagnostic des candidoses est réservé aux formes
Ann Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

invasives, dont les candidoses invasives chroniques (hépa-
tospléniques). Il est recommandé d’associer la recherche
des antigènes mannanes (plus précoces) et des anticorps
anti-mannanes (complémentaires) par Elisa [61]. L’homme
étant très souvent naturellement colonisé par Candida spp.,
les anticorps sériques peuvent être positifs : dans ce cas
c’est la cinétique de leur taux qui est importante à suivre.
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eur détection en Elisa peut être assez spécifique mais très
eu sensible. Un traitement ne doit pas être déclenché sur
n résultat unique, mais leur détermination doit être répétée
t intégrée à une démarche diagnostique globale incluant la
linique et l’imagerie (échographie) [62].
a recherche des �-1,3-D glucanes, marqueurs panfon-
iques de la paroi des champignons (hors mucorales et
ryptococcus) est réalisée par moins de laboratoires, en

aison de son coût et d’une certaine difficulté de mise en
uvre (lecteur de cinétiques enzymatiques, faux positifs).
lle est utile pour aider au diagnostic des pneumocystoses,

es taux sériques étant en général élevés en cas d’infection
63]. Elle peut être utile pour écarter une infection fongique
à répéter pour ne pas rater un début d’infection) [64].
a recherche d’anticorps seuls concerne plutôt les patients
vec aspergilloses chroniques [65]. Les anticorps aspergil-
aires sont recherchés par un grand nombre de laboratoires.
e dépistage est réalisé avec différentes techniques
lisa, chacune utilisant ses propres unités et seuils
’interprétation. L’hémagglutination est régulièrement en
éfaut pour son manque de sensibilité lors des évaluations
xternes de qualité (source Probioqual). Les techniques de
récipitation, non standardisées, sont encore utilisées, le
estern blot (un seul kit disponible) se développe mais des
tudes complémentaires seraient nécessaires pour préciser
a place [66].
’autres techniques sérologiques ciblées sur des infec-

ions fongiques plus rares (ex : histoplasmose, coc-
idioïdomycose, scedosporiose) ou des pneumopathies
’hypersensibilité aux moisissures sont réalisées dans un
ombre limité de centres (cf catalogue des analyses rares).

iagnostic moléculaire

étection d’agents fongiques par PCR temps réel
neumocystose

ien que l’examen direct du LBA après coloration spéci-
que reste encore souvent la méthode de première intention
NABM 2019), sa sensibilité pour le diagnostic de pneu-
ocystose est faible chez les patients non infectés par

e VIH. La détection de l’ADN de Pneumocystis jiro-
ecii par PCR en temps réel dans le LBA présente une
eilleure sensibilité, et possède un intérêt majeur pour

e diagnostic de pneumocystose, en particulier lorsque la
icroscopie est négative. Quand le LBA n’est pas réali-

able, des prélèvements respiratoires non invasifs (crachat,
nn Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

inçage oro-pharyngé) peuvent éventuellement être envi-
agés, mais la sensibilité de la technique est plus faible,
endant parfois difficile l’interprétation [63]. Il existe de
ombreux kits commerciaux, qui ciblent le plus souvent
a petite ou grande sous-unité de l’ARN ribosomal mito-
hondrial de Pneumocystis, et présentent de très bonnes
erformances [67]. La principale difficulté d’interprétation
Actualités du diagnostic en parasitologie-mycologie

de cette technique de PCR réside dans la distinction des
patients colonisés, des patients réellement infectés par
P. jirovecii (cet organisme pouvant être retrouvé dans les
voies respiratoires en l’absence de symptomatologie cli-
nique, en particulier chez des patients immunodéprimés ou
atteints de pathologies respiratoires chroniques). La prise
en compte du contexte clinique et radiologique est donc
indispensable pour l’interprétation d’une PCR Pneumo-
cystis positive. Par ailleurs, cette technique se doit d’être
quantitative et non pas simplement qualitative. En effet, des
seuils permettant de distinguer les infections (charge fon-
gique élevée) des colonisations (charge fongique faible),
pour des patients VIH ou non VIH, ont été proposés [68, 69].
A noter que les taux de �-1,3-D glucanes sériques peuvent
également être utilisés [69] pour distinguer une infection
d’une simple colonisation (présence de glucanes à taux
généralement élevé dans la première situation).

Aspergilloses

La PCR Aspergillus, qui est réalisée dans un moins grand
nombre de laboratoires que la PCR Pneumocystis, reste
principalement réservée au diagnostic des infections
invasives chez les patients immunodéprimés (hémato-
logie, transplantation d’organes solides). Elle peut être
réalisée à partir de prélèvements respiratoires (LBA),
de sérum/plasma, voire de LCR, en complément de la
détection de l’antigène galactomannane aspergillaire [70].
L’association de ces deux approches diagnostiques aug-
mente la sensibilité et la spécificité. Des kits commerciaux
sont disponibles. Ils ciblent tous Aspergillus fumigatus,
espèce responsable de 90 % des infections respiratoires à
champignons filamenteux, et dans certains cas permettent
aussi la détection d’autres espèces d’Aspergillus (ex :
A. terreus, A. flavus, A. niger) [71]. A noter que certains
kits permettent de détecter simultanément la résistance
aux antifongiques azolés (cf ci-dessous), qui constituent le
traitement de première ligne des aspergilloses invasives.

Mucormycoses

En comparaison, l’existence de PCR à visée diagnostique
pour le diagnostic des mucormycoses est beaucoup plus
récente. Du fait du pronostic redoutable de ces infections
dont le diagnostic reste difficile et affectant les patients les
plus immunodéprimés ou présentant un diabète déséquili-
bré, l’apport de ce nouvel outil diagnostique est indéniable.
La technique actuellement la plus utilisée en France a été
développée au CHU de Besançon [72]. Il s’agit d’une
305

PCR permettant de détecter spécifiquement les 4 princi-
paux genres impliqués en pathologie humaine : Lichtheimia
spp., Rhizopus spp., Rhizomucor spp. et Mucor spp. A noter
qu’une autre PCR permettant la détection du genre Cunnin-
ghamella a été développée plus récemment [73]. Evaluée
initialement sur le sérum, elle est également applicable à
d’autres liquides biologiques, comme le LBA ou les biop-
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ies diverses, bien que ces deux derniers prélèvements sont
e réalisation plus délicate chez les patients les plus fragiles
74]. Comme pour d’autres PCR fongiques, afin d’optimiser
a détection de l’ADN circulant, il est recommandé de prati-
uer l’extraction sur 1 mL de sérum. Dans ces conditions, la
ensibilité a été évaluée à 81-92 % dans une étude nationale
ulticentrique récente [75]. La spécificité est excellente
ais des faux positifs (à la limite du seuil de détection) ont

té signalés, incitant en cas de doute à un contrôle sur un
ouveau prélèvement. Au-delà de ces bonnes performances
nalytiques, il est intéressant de noter que la détection de
’ADN de mucorales dans les liquides biologiques peut pré-
éder la positivité des outils mycologiques classiques et
es signes radiologiques, permettant un diagnostic précoce.
es travaux actuels visent à étudier la possible valeur pro-
ostique de ce test et son éventuel intérêt pour le suivi de
’efficacité du traitement antifongique.
es kits commerciaux sont disponibles, mais leurs perfor-
ances en pratique clinique restent à évaluer (à la différence

es techniques disponibles dans les CHU évoquées plus
aut).

utres PCR

es PCR spécifiques d’autres champignons filamenteux
Fusarium, dermatophytes), de champignons dimorphiques
esponsables de mycoses exotiques (Histoplasma, Cocci-
ioides), ou de levures (Candida), dont les indications sont
lus ponctuelles ou limitées à des contextes très spécifiques,
nt également été développées dans certains laboratoires.

CR panfongique et identification moléculaire
es pathogènes fongiques
l s’agit d’une autre approche diagnostique utilisée en
ycologie (semblable à la détection de l’ADN 16S en bac-

ériologie). A la différence des techniques précédentes, elle
e repose pas sur l’utilisation d’amorces spécifiques d’une
spèce ou d’un genre donné. Au contraire, cette approche
éside sur l’utilisation d’amorces universelles capables de
’hybrider sur des régions de l’ADN conservées entre
ous les champignons. La région amplifiée par PCR (se
ituant entre ces deux amorces universelles), est quant à elle
xtrêmement polymorphe, variant d’une espèce à l’autre.
ne fois amplifié, le produit de PCR est séquencé et la

équence obtenue (qui est en quelque sorte un code-barres
oléculaire) est comparée aux bases de données internatio-

ales afin d’identifier l’espèce fongique. En pratique, cette
06

pproche est le plus souvent utilisée sur les cultures, en cas
’échec des techniques traditionnelles (méthodes phénoty-
iques, spectrométrie de masse. . .), mais également sur les
ultures stériles de champignons filamenteux. Un dernier
ntérêt est de permettre, l’identification de l’agent causal
irectement à partir du prélèvement, utile par exemple en
as d’examen direct positif avec des cultures négatives.
La PCR panfongique la plus utilisée cible la région ITS
(internal transcribed spacer). Cette région de l’ADN ribo-
somal a d’ailleurs été désignée comme 1er code-barres
moléculaire par un comité d’experts internationaux de
l’International society for human and animal mycology
(ISHAM) [76]. D’autres régions peuvent être utilisées et
notamment la région D1D2 de l’ADN ribosomal ou le gène
codant pour la facteur d’élongation alpha (TEF1) qui a
d’ailleurs été retenu comme second code-barres molécu-
laire [77]. Pour certains groupes, tels que les filamenteux du
genre Aspergillus, d’autres régions comme le gène codant
la �-tubuline peuvent également s’avérer utiles pour une
identification à l’espèce [78].
Les performances de cette approche sont intrinsèquement
liées à la qualité des bases de données servant de réfé-
rence. Dans ce contexte, le même groupe international a
développé une base spécifique, régulièrement implémentée
avec de nouvelles espèces, pour l’identification molécu-
laire en mycologie (http://its.mycologylab.org/). Cette base
et la base développée aux Pays-Bas par le Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS : http://www.mycobank.org/
defaultinfo.aspx?Page=Home) constituent de bonnes alter-
natives à la base de données généraliste et publique
Genbank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) dont on
estime que près de 10 % des séquences sont erronées.

Identification des levures et champignons
filamenteux par spectrométrie de masse

Au cours de la dernière décennie, Maldi-TOF MS a d’abord
été adaptée à l’identification des levures [79, 80] puis
des champignons filamenteux [81, 82]. Comme pour les
bactéries et les leishmanies, l’identification des agents fon-
giques par Maldi-TOF MS passe par la vaporisation et
l’ionisation des molécules fongiques grâce à un rayon laser.
Les molécules ionisées sont ensuite accélérées à travers un
champ électrique puis migrent dans un tube à vide à une
vitesse dépendant du ratio masse/charge (m/z). Un détec-
teur situé au bout du tube à vide les détecte et mesure
leur “temps de vol” et leur abondance dans le temps. On
obtient ainsi un spectre de masse que l’on peut résumer
par un graphique représentant l’intensité du signal obtenu
en fonction des valeurs m/z. Etant données les valeurs de
masses prises en compte par l’identification Maldi-TOF
MS (entre 2000 et 20000 kDa) les pics obtenus repré-
sentent surtout le protéome du champignon. Cependant,
Ann Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

la méthode ne requiert pas de connaître la composition
protéique exacte de l’échantillon car dans la démarche
d’identification, les pics sont envisagés dans leur ensemble,
comme une sorte de code-barres que divers algorithmes
vont ensuite comparer aux codes-barres d’une banque de
spectres de références connues. Sur la base de la similitude
du spectre de l’échantillon avec les spectres de référence,
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’agent fongique peut alors être identifié comme apparte-
ant au même genre, espèce ou sous-espèce que la référence
ont le spectre est le plus ressemblant.
’identification par Maldi-TOF MS d’une levure ou d’une
oisissure nécessite une étape de culture préalable car le
atériel protéique doit être suffisamment pur pour donner

ieu à une identification fiable. En règle générale, il s’agit
’une culture en milieu solide, sur gélose Sabouraud ou
ur un milieu chromogène, mais la plupart des milieux de
ultures peuvent convenir, y compris les géloses utilisées en
actériologie. L’identification à partir des hémocultures est
ossible [83, 84] mais requiert des étapes de lavages et de
urification qui obèrent la généralisation de son utilisation
n routine.
a paroi des champignons étant plus difficile à rompre que
elle de la plupart des bactéries, il est nécessaire de réa-
iser un traitement chimique avant de mettre en œuvre la
echnique de Maldi-TOF MS. Pour les levures, les pre-

ières études menées entre 2010 et 2011 avaient conclu que
’identification de la colonie sans extraction préalable don-
ait des spectres de qualité nettement inférieure à ceux obte-
us avec une méthode d’extraction complète en tube à l’aide
’acide formique et d’acétonitrile [82, 85, 86]. Cependant,
’autres études ont proposé des solutions plus simples,
omme l’ajout d’une goutte d’acide formique directement
ur l’échantillon déjà déposé sur la cible [87-89]. Une étude
ulticentrique publiée en 2019 confirme qu’une procédure

implifiée peut donner des résultats corrects sous réserve
’utiliser des cibles adaptées pour déposer les échan-
illons [90]. Pour l’identification des moisissures et des
ermatophytes, la grande majorité des équipes conseillent
e procéder à une extraction complète. Il est néanmoins
ossible de procéder à une identification rapide des derma-
ophytes les plus fréquents à partir d’un dépôt direct d’un
ragment de la colonie sur une cible d’acier non poli [91].
e nombreuses études ont souligné l’importance des bases
e données de spectres de référence dans les performances
e l’identification des agents fongiques par Maldi-TOF MS
92-94]. La grande diversité des agents fongiques impli-
ués en pathologie humaine et animale, et le manque
’exhaustivité des bases de données de spectres proposées
ar les principaux fournisseurs, en particulier pour les moi-
issures, ont conduit de nombreuses équipes à compléter
es banques de spectres commercialisées par des spectres
e référence produits localement, améliorant ainsi leurs per-
ormances diagnostiques. Le principal problème posé par
nn Biol Clin, vol. 78, n◦ 3, mai-juin 2020

es banques de spectres « maison » est qu’elles ne sont
as accessibles pour les autres utilisateurs potentiels. Il
xiste cependant des solutions passant soit par la mise à
isposition des spectres de référence à la demande comme
e propose le National institutes of health aux Etats-Unis
95], soit par la construction d’une application permet-
ant l’identification des spectres en ligne [96]. Plusieurs
Actualités du diagnostic en parasitologie-mycologie

études ont été menées très récemment comparant les perfor-
mances des différentes banques, montrant toutes l’intérêt de
l’utilisation des banques en ligne dans la pratique médicale
[92-94] et vétérinaire [97]. Malgré tout, il reste encore des
progrès à faire pour diagnostiquer avec précision certaines
espèces cryptiques [98], intégrer de nouvelles espèces au
fur et à mesures qu’elles sont diagnostiquées chez l’homme
[99], ou mieux prendre en compte le polymorphisme des
spectres liés, par exemple, à l’âge de la culture.
En épidémiologie, la technique Maldi-TOF MS a parfois
été utilisée pour typer certaines souches de levures [100],
mais pour le moment, le polymorphisme des spectres ne
permet pas à cette approche de concurrencer les techniques
basées sur l’analyse d’ADN (séquençage, microsatellites).
D’autres équipes ont cherché à utiliser la technique Maldi-
TOF MS pour tester la sensibilité de levures et/ou de
moisissures aux antifongiques, obtenant parfois des résul-
tats intéressants. Deux approches ont été développées,
basées soit sur la concentration d’antifongique minimale
capable de modifier les spectres de masse Maldi-TOF
d’une souche donnée [101], soit sur l’intensité des pics
obtenus après incubation avec un antifongique [102].
Cependant, pour être optimaux, les deux outils doivent
encore être développés afin de détecter la résistance à
plusieurs médicaments antifongiques pour un plus grand
nombre d’espèces de levure et ce, dans des conditions de
routine [103].

Caractérisation de la résistance aux antifongiques

L’émergence de la résistance aux antifongiques est une pro-
blématique majeure qui concerne aussi bien les infections
à levures qu’à moisissures.

Détermination des CMI
Pour les levures, la détermination de la sensibilité in vitro
aux antifongiques est devenue importante du fait d’une
part, de l’augmentation du nombre d’infections, survenant
sur des terrains complexes (matériels implantables, greffes
d’organes et autres patients immunodéprimés) et, d’autre
part, d’un plus grand nombre d’antifongiques disponibles
appartenant à des classes pharmacologiques différentes. De
plus, on assiste actuellement à l’apparition de résistances
aux nouvelles classes d’antifongiques comme les échino-
candines [104] et à l’émergence d’espèces multi-résistantes
comme Candida auris [105]. Les tests sont généralement
réalisés par la technique E-test® et les valeurs de CMI
307

sont interprétées suivants les seuils de sensibilités définis
par le CLSI (Clinical & laboratory standards institute) ou
l’EUCAST (European committee on antimicrobial suscep-
tibility testing). La technique de référence en microdilution
liquide de l’EUCAST peut être utilisée en confirmation.
Pour les moisissures, la réalisation d’un antifongi-
gramme est généralement pratiquée par méthode E-test®
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cf Catalogue des analyses rares de mycologie). Elle est
ecommandée en cas d’infection à A. fumigatus chez
es patients qui doivent être traités par antifongiques.
n effet, l’émergence de la résistance aux azolés d’A.

umigatus, liée à l’utilisation de fongicides azolés en agri-
ulture, a été observée depuis la fin des années 1990.
es souches résistantes peuvent être isolées chez des
atients atteints de mucoviscidose sous traitement chro-
ique par azolés pour une aspergillose broncho-pulmonaire
llergique (prévalence de 6,5-8 % en France [106]),
ais également dans le cadre d’infections invasives ou

emi-invasives chez des patients à risque (maladie hémato-
ogique, réanimation, pathologies respiratoires chroniques
ous corticothérapie. . .), qui sont le plus souvent fatales
107].
a détermination des CMI est fortement recommandée en
as d’infections liées à d’autres Aspergillus ou à d’autres
hampignons filamenteux (ex : Fusarium, Paecilomyces,
cedosporium, mucorales (Mucor, Rhizopus, Lichtheimia)),
n particulier si des traitements par azolés sont utilisés
108, 109].

étection et caractérisation moléculaire
es mécanismes de résistance
our les levures, et en particulier les Candida spp. les méca-
ismes de résistance aux azolés peuvent être variables, par
utations du gène codant pour la 14-�-déméthylase, par

urexpression de la 14-�-déméthylase, ou par surexpres-
ion de pompes à efflux [110]. Ces mécanismes sont parfois
ssociés entre eux. De ce fait la recherche de ces méca-
ismes de résistance est rarement réalisée. Pour la résistance
ux échinocandines, le mécanisme est lié à des mutations
onctuelles dans le gène cible codant pour la �-1-3-glucane
ynthase [111]. La recherche de ces mutations nécessite le
équençage du gène et peut être réalisée à visée épidémio-
ogique. Il n’existe actuellement pas de kit commercialisé
ermettant la détection des mécanismes de résistance aux
ntifongiques chez les levures.
our A. fumigatus, le principal mécanisme de résistance
st lié à la présence de mutations du gène codant pour la
4-�-déméthylase, ou CYP51A, enzyme cible des azolés
mpliquée dans la synthèse de l’ergostérol. La mutation la
lus fréquente, appelée TR34/L98H, associe une duplica-
ion de 34 pb du promoteur, à une mutation ponctuelle
n position 98. Des kits commerciaux de PCR en temps
éel ont été développés pour la détection directe de cette
08

utation à partir d’échantillons biologiques, mais leurs
erformances restent limitées à la fois par la faible sen-
ibilité de la détection, liée à la présence d’une seule copie
u gène cyp51A, et par le nombre restreint de mutations
iblées, généralement uniquement TR34/L98H [112]. Le
équençage du gène cyp51A à partir d’une souche, qui est
éalisé par quelques laboratoires (cf Catalogue des ana-
lyses rares de mycologie), permet la caractérisation de
l’ensemble des mutations [106, 113]. Il présente un intérêt
épidémiologique.

Conclusion

Le développement et la mise en place en routine des
méthodes moléculaires ont permis d’améliorer la sensibi-
lité et la spécificité du diagnostic de nombreuses infections
parasitaires (ex : cryptosporidiose, amoeboses, paludisme)
et fongiques (ex : pneumocystose, aspergilloses, mucormy-
coses). L’identification des agents parasitaires et fongiques
par spectrométrie de masse, rapide et peu coûteuse, présente
un intérêt à la fois épidémiologique et pour la prise en charge
thérapeutique, lorsque celle-ci doit être adaptée en fonction
de l’espèce identifiée (ex : candidoses, leishmanioses).
En parallèle de ces évolutions techniques, une évolution des
pratiques est nécessaire face à l’émergence de la résistance
aux antifongiques, qui doit être suspectée et recherchée plus
systématiquement pour les patients qui doivent être traités,
aussi bien pour les infections à levures qu’à moisissures.
Ces évolutions prennent en compte les actualisations
récentes des actes de biologie médicale publiées par la
HAS en 2017-2018 pour la toxoplasmose, les infections
parasitaires (anguillulose, bilharziose, échinococcoses,
toxocarose, distomatose, trichinellose, filariose, cys-
ticercose), les aspergilloses et la pneumocystose. Elles
s’appuient par ailleurs sur l’expertise développée via la par-
ticipation des laboratoires de parasitologie-mycologie aux 6
Centres nationaux de référence en parasitologie-mycologie
(Cryptosporidioses, Echinococcoses, Leishmaniose, My-
coses invasives et antifongiques, Paludisme, Toxoplas-
mose ; https://www.santepubliquefrance.fr/a-propos/nos-
principes-fondateurs/centres-nationaux-de-reference-
pour-la-lutte-contre-les-maladies-transmissibles).
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