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1 INTRODUCTION

La mucoviscidose, également appelée fibrose kystique du pancréas, est une maladie
génétique qui compte pres de 6000 patients en France. Elle reste une maladie grave méme
si I'espérance de vie a considérablement augmenté grace aux progrés thérapeutiques. Elle
met en jeu progressivement le pronostic vital en raison de ses complications respiratoires.
En effet, la formation de mucus visqueux entraine I'obstruction des voies respiratoires ainsi
gu’une réaction inflammatoire qui favorisent la contamination par des espéces bactériennes
et fongiques. Les conséquences vont en étre une accélération du déclin de la fonction
respiratoire. C'est généralement au bacille pyocyanique que I'on attribue un réle central
dans cette évolution. Parmi les autres espéces microbiennes, les champignons
microscopiques sont classiquement représentés par Aspergillus fumigatus dont le pouvoir
pathogéne s’exprime essentiellement sous forme d’une aspergillose bronchopulmonaire
allergique (ABPA). Cependant, I'allongement de la survie et I'intensification de la surveillance
et des traitements ont amenés a discuter d’autres conséquences de la présence
d’Aspergillus fumigatus et de la présence d’autres espéces comme Candida albicans,
Scedosporium apiospermum ou Aspergillus terreus. Parmi celles-ci, certaines sont
considérées comme des pathogénes émergents alors que le role pathologique et I'impact de

la colonisation fongique sur I'évolution de la maladie reste inconnu.

Le but de notre étude a été dans un premier temps de déterminer les espéces fongiques
présentes dans les voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose suivis au CHU
de Rouen et de comparer nos données a celles publiées par d’autres centres. Dans un
second temps, nous avons recherché s’il existait des associations entre certaines especes
fongiques et d’autres espéeces fongiques ou bactériennes. Différents parametres cliniques et
les traitements utilisés ont été individualisés pour rechercher des associations avec les

champignons que nous avons isolés.
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2 GENERALITES

2.1 La mucoviscidose

2.1.1 Epidémiologie

La mucoviscidose est une maladie autosomique récessive comptant parmi les
maladies génétiques les plus fréquentes en Europe. Actuellement, sa fréquence s’éléve a
1/4500 naissances (Langeard et Coll, 2010). On estime a environ une personne sur 30 le

nombre de porteur d’un alléle muté (Chinet et Coll, 2003).

En 2009, 5650 patients atteints ont été enregistrés au Registre Francais de la
Mucoviscidose (RFM). On estime ce chiffre équivalent a 90% de la totalité de la population

atteinte en France.

De plus, on constate que |'effectif de patients enregistré chaque année au Registre est

en augmentation depuis 1992" comme le montre le graphique suivant :

! Bilan des données 2009, Registre Francais de la Mucoviscidose
http://www.vaincrelamuco.org/e upload/pdf/rapport_registre 2009.pdf
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Figure 1 : Evolution du nombre de patients atteints de mucoviscidose et du pourcentage
d’adultes (18 ans et plus) depuis 1992 (RFM, 2009)

Cette pathologie est due a une mutation du gene situé sur le bras long du chromosome
7 (7931) codant pour une protéine nommée CFTR (Cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator).

2.1.2 Physiopathologie

2.1.2.1 La protéine CFTR

La protéine CFTR est située au niveau du pole apical des cellules épithéliales. Elle est
composée de deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2) chacun comportant six
régions transmembranaires, de deux sites de fixation des nucléotides (SFN1 et SFN2) et d’un
domaine régulateur (R).

La protéine CFTR exerce de nombreuses fonctions dont celui de canal chlore activé par
I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Elle agit également comme régulateur

d’autres canaux ioniques, notamment chlore, sodium et potassium (Chinet et Coll, 2003).
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Figure 2 : Structure de la protéine CFTR (issue de Chinet et Coll, 2003)

L’APMc permet la phosphorylation du domaine régulateur R par la protéine kinase PKA.
Cette interaction engendre la fixation de I’ATP sur SFN1. L’hydrolyse de I’ATP (Adénosine
Triphosphate) en ADP (Adénosine Diphosphate) conduit a I'ouverture du canal chlore. Par
gradient éléctrochimique, les ions chlorures sortent a I'extérieur de la cellule. Puis
I'opération inverse se produit : il y a déphosphorylation et interaction entre I’ATP et SFN2 ce

qui se traduit par une fermeture du canal (Chinet et Coll, 2003).

Fixation d’ATP sur SFN!

Hydrolyse de I'ATP
et ouverture du canal

Cr

Déphosphorylation et interaction entre ATP et SFN2
Fermeture du canal

Figure 3 : Fonctionnement du canal chlorure CFTR (issue de Chinet et Coll, 2003)

La protéine CFTR intervient donc dans la régulation des transports ioniques qui

génerent des gradients osmotiques. En effet, chaque cellule de I'épithélium bronchique est
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composée de canaux sécrétant du chlore (CFTR et ORCC ou Outwardly Rectifying Chloride
Channel) et de canaux sodiques ENaC (Epithelial Sodium Channel) absorbant le sodium. La
protéine CFTR inhibe les canaux EnaC limitant I’entrée de sodium dans la cellule et active les

canaux ORCC permettant la sortie de chlore hors de la cellule.

Ces deux mouvements vont moduler les transferts de liquide entre la région sous-
épithéliale et la surface des voies aériennes. lls participent donc a la régulation de
I’hydratation du liquide de surface bronchique qui recouvre I'épithélium de surface des voies
aériennes (Chinet et Coll, 2003). Cette régulation est fondamentale pour assurer la clairance

du mucus bronchique grace a I’action des cils.

Ty
Mbapicale @ ® Na' @
ORCC i

—

1
Mb basolatérale l

Figure 4: Régulation des flux ioniques’

? La mucoviscidose et le géne CFTR
http://chronos.activeweb.fr/QuickPlace/accesmad/Pagelibrary85256EA100360389.nsf/h_In
dex/854A3E6C1F9C317C8525714700566016/
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2.1.2.2 Conséquences de la mutation a I'origine de la mucoviscidose

Chez un patient atteint de mucoviscidose, la fonction de la protéine CFTR est altérée et
la régulation des flux ioniques est mauvaise. On observe une sécrétion insuffisante de chlore
et une hyperabsorption de sodium dans les cellules, qui entraine une déshydratation du
liguide de surface bronchique et un trouble de I'action des cils de I'épithélium bronchique.
L'accumulation du mucus favorise les infections bronchoplumonaires et la réaction

inflammatoire locale chez les patients atteints de mucoviscidose (Chinet et Coll, 2003).

2.1.2.3 Corrélation entre la mutation du géne et la fonction de la

protéine CFTR

Le patient atteint de mucoviscidose peut étre homozygote c’est a dire porteur de la
méme mutation sur les deux alléles du géne CFTR, ou bien hétérozygote. Dans ce cas, il sera

porteur de deux mutations différentes.

Aujourd’hui, les chercheurs ont pu mettre en évidence plus de 1600 mutations
différentes du gene de la mucoviscidose. La plus fréquente, présente chez 80% des patients,

est la mutation DF508 qui se traduit par la délétion de la phénylalanine en position 508>.

Les conséquences de ces mutations sur la fonction de la protéine CFTR peuvent étre

classées en six catégories différentes (Chinet et Coll, 2003 ; Cruypenninck, 2010) :

* Classe I: Absence de production de la protéine ou synthése d’'une protéine
aberrante, tronquée. C’'est le cas de 7% des patients atteints de mucoviscidose.

* Classe Il : Destruction de la protéine malformée au cours de sa maturation dans le
systéme réticulo endoplasmique-appareil de Golgi. C'est le cas de la mutation DF508

qui touche 80% des patients.

? Registre Francais de la Mucoviscidose. Bilan des données 2009.
http://www.vaincrelamuco.org/e upload/pdf/rapport_registre 2009.pdf
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* Classe Il : Affectation de la régulation du canal chlore/CFTR notamment au niveau
des interactions entre I’ATP et les sites de fixation des nucléotides : 3% des malades
en sont victimes.

* C(Classe IV : Diminution de la perméabilité au chlore du canal Chlore/CFTR, qui se
traduit par une anomalie de conduction transmembranaire du chlore.

* (Classe V: Individualisée plus récemment, les mutations de cette classe entrainent

une diminution de la quantité de I'expression membranaire de la protéine ou de sa

stabilité.
Mb Apicale CFTR Classe IV : défaut de conduction
- ::?‘.-" L‘\ .
I : défaut de régulation
Golgi
{ . Classe Il : défaut de maturation
RE
\ ~ # ) Classe 1} défaut de production
L A -]
Mb Basolatérale

Figure 5 : Classification des mutations du géne CFTR, d’aprés Welsh & Smith, 1993*

2.1.2.4 Relations génotype/phénotype

Il existe des formes plus ou moins séveres de la maladie en fonction de la nature des
mutations du gene CFTR. En effet, les mutations de classe |, Il et lll auraient des

conséquences phénotypiques plus séveres que celles des classes IV et V.

* La mucoviscidose et le géne CFTR
http://chronos.activeweb.fr/QuickPlace/accesmad/Pagelibrary85256EA100360389.nsf/h_In
dex/854A3E6C1F9C317C8525714700566016/
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De plus, la gravité de I'expression de la maladie dépend du fonctionnemment qualitatif
et quantitatif de la protéine CFTR : plus son niveau d’activité est bas, plus le phénotype est

sévere (Chinet et Coll, 2003).

Ceci est illustré par le graphique suivant :

Fonction de la protéine CFTR 3 L.
Conséquences cliniques

(pourcentage de la valeur normale)

Pas de symptomes

Risque de pancreéatite, sinusite,
50% atteinte pulmonaire, aspergillose
(hétérozygote) broncho-pulmonaire allergique

Absence bilatérale de canaux

10% déférents

5% Cl- sudoral, atteinte pulmonaire
mucoviscidose {

1% Atteinte pancréatique (précoce)

Figure 6: Manifestations cliniques liées a I’activité de CFTR’

Une relation génotype/phénotype a été mise en évidence sur la fonction pancréatique.
Par conséquent, les formes avec insuffisance pancréatique sont le plus souvent associées a

des mutations de classe |, Il et lll. Le phénotype est jugé sévere (HAS, 2009).

>HAS, 2009 : Le dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose en france : état des
lieux et perspectives apres 5 ans de fonctionnement
http://www.has-sante.fr/portail/upload/docs/application/pdf/2009-

04/rapport_depistage neonatal_systematique_de_la_mucoviscidose en_france.pdf
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La relation entre le génotype et le phénotype au niveau de la fonction pulmonaire est
moins linéaire. Cela laisse penser que I'expression clinique de la maladie serait influencée
par d’autres facteurs sans que les mécanismes en soient bien connus : genes modificateurs,

traitements, environnement (Chinet et Coll, 2003).

2.1.3 Diagnostic

Le dépistage néonatal de la mucoviscidose (DNM) a été généralisé en France a partir de
2002 et concerne quasiment la totalité de la population. Il n’est cependant pas obligatoire.
On estime une soixantaine de parents par an sur 800 000 qui refusent le DNM (Roussey et
Coll, 2010).

La justification du DNM se traduit par une prise en charge rapide par une équipe

spécialisée organisée en CRCM pour débuter une surveillance et un traitement précoce.

2.1.3.1 Le Diagnostic Néonatal de la Mucoviscidose ou DNM

Le DNM est réalisé grace au dosage de la trypsine immunoréactive (TIR). C'est une
enzyme sécrétée par le pancréas. Sa présence dans le sang résulte d’'une obstruction des
canaux pancréatiques par un amas de protéine «in utero » qui engendre un relargage
enzymatique. On procede a partir d’un échantillon de sang séché du nourrisson prélevé du
bord externe du talon au troisieme jour apres la naissance (HAS, 2009).

Si le taux de TIR est supérieur au seuil de 0,5 pg/L, on continue le programme de

dépistage avec le test de biologie moléculaire (Roussey et Coll, 2010).

Le schéma suivant est appliqué dans le cadre du DNM :
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Dosage TIR - J3 ﬁ TIR - J3 < seuil

W
TIR - J3 > seuil (0,5%) Absence de STOP
consentement A
Avd
Etude du gene CFTR TIR - J21 < seuil

A

F
2 mutations ] [ 1 mutation ] [ 0 mutation ]g Controle TIR - J21
CRCM - Test de la sueur 4—| TIR - J21 2 seuil

v v
Anormal [ Normal J I 5 | Conseil génétique si 1

mutation

Prise en charge de
la maladie

Figure 7 : Algorithme du dépistage néonatal de la mucoviscidose (issue de Roussey et Coll,
2010)

2.1.3.2 Larecherche des mutations du gene CFTR

On réalise cette recherche grace a des techniques de biologie moléculaire. Il n’est pas
possible de faire une étude compléte du géne étant donné le nombre de mutations décrites.
Cependant en utilisant des kits de 20, 30 voire 50 mutations, on couvre plus de 90% des
mutations les plus fréquentes (Roussey et Coll, 2010).

Si on détecte une ou deux mutations, la famille est envoyée directement au CRCM afin de
procéder au test de la sueur. En revanche, 'absence de mutation conduit a un nouveau

dosage de la TIR vers le 21° jours aprés la naissance.
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2.1.3.3 Test a la sueur (TS)

Apres stimulation de la sudation, la sueur est recueillie et la concentration de chlorure
est mesurée. Si le taux est inférieur a 40 mmol/L, ce test est considéré comme normal. En
revanche, si la valeur est supérieure ou égale a 60 mmol/L, il est positif. Il faut cependant
que deux dosages soient réalisés pour retenir le diagnostic positif (HAS, 2009).

Si le taux mesuré se trouve entre 40 et 60 mmol/L, le diagnostic ne peut pas étre écarté. Il

faut dans ce cas répéter le test a la sueur.

2.1.4 Clinique

Le gene de la mucoviscidose est exprimé par de nombreuses cellules de I'organisme,
notamment au niveau des muqueuses bronchiques, intestinales, des canaux pancréatiques,
épididymaires, mais également au niveau des glandes sudoripares et de la vésicule biliaire,

ce qui explique la grande diversité clinique de cette pathologie.

2.1.4.1 Atteintes respiratoires

L'atteinte respiratoire est constituée de trois composantes étroitement liées:
obstruction, inflammation et infection. Elle a une expression clinique précoce et conditionne
le pronostic vital (Derelle et Coll, 2003).

C’est un cercle vicieux qui se met en place. En effet, I’hyperviscosité du mucus engendre une
inflammation ainsi que des infections virales et bactériennes, qui conduisent a une
hyperplasie des cellules glandulaires de I'épithélium respiratoire, produisant un exces de
mucus. A long terme, l'inflammation chronique aboutit a des modifications profondes de la

structure bronchique (Deneuville et Coll, 2007).
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2.1.4.1.1 Manifestation clinique chez le petit enfant

La grande fréquence des infections virales chez les petits rend difficile I'attribution de
symptomes a la mucoviscidose. Seul le caractére récidivant ou sévere de bronchites et de
bronchiolites peuvent attirer I'attention.

Les symptoémes a cet age sont une toux rebelle, une respiration sifflante associée a des
signes d’hyperréactivité bronchique, un encombrement bronchique. Ces manifestations se
retrouvent chez une grande majorité de nourrissons dépistés deés I'age de 12 mois

(Deneuville et Coll, 2007).

2.1.4.1.2 Evolution des manifestations respiratoires

Les symptOmes respiratoires vont évoluer par poussées au cours des années (Deneuville
et Coll, 2007). Ces poussées appelées exacerbations sont la conséquence de colonisations
bactériennes ou fongiques favorisées par le mucus bronchique visqueux (HAS, 2009). Les
germes et champignons les plus fréquents sont Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia, Aspergillus fumigatus...
Ces exacerbations se traduisent par une augmentation de la toux et d’expectorations. Les
sécrétions bronchiques sont épaisses et purulentes. On observe parfois une diminution de la
tolérance a l'effort, une dyspnée, une asthénie, une perte de poids. A chaque poussée, la
fonction respiratoire se trouve dégradée, parfois de fagon non réversible (Deneuville et Coll,

2007).

La répétition des poussées infectieuses et I'inflammation chronique au niveau des

bronches conduisent a une insuffisance respiratoire a long terme, qui est responsable de

90% des déces.
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2.1.4.2 Atteintes digestives

2.1.4.2.1 Insuffisance pancréatique

Rencontrée chez 85% des patients, I'insuffisance pancréatique est responsable chez
I'enfant du retard staturo-pondéral et chez I'adulte du déficit pondéral ainsi que de
malnutrition (HAS, 2009). Elle est la conséquence de I'obstruction des canaux excréteurs. Les
sécrétions pancréatiques sont visqueuses, pauvres en eau, en bicarbonates et en enzymes
pancréatiques. Il en résulte un syndrome de malabsorption des graisses se manifestant par
une diarrhée graisseuse, une carence en vitamines liposolubles A, D, E, K ainsi qu’une
carence en acides gras essentiels (HAS, 2009).

Le diagnostic est mis en évidence par le dosage de I'élastase fécale dans les selles (la

normale étant supérieur a 200 pg/g de selles) (Turk et Coll, 2003).

L'atteinte du pancréas engendre également un diabéte par destruction des flots de
Langerhans ou par dégénérescence graisseuse, se compliquant notamment de rétinopathies

et de néphropathies (HAS, 2009).

2.1.4.2.2 Atteinte hépato-biliaire

La protéine CFTR étant présente dans les cellules épithéliales biliaires, sa dysfonction
peut provoquer une augmentation de la viscosité de la bile et une obstruction des canaux
biliaires. Les patients peuvent étre atteints d’'une hépatomégalie cirrhogene.

Le dosage des transaminases, de la gamma-glutamyl-transférase (y-GT) et des
échographies sont recommandés pour le diagnostic précoce (Turk et Coll, 2003).

Les complications de la cirrhose, hypertension portale ou insuffisance hépatocellulaire,

seraient responsables de 3 a 8% des déces (HAS, 2009).
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2.1.4.2.3 Manifestations gastro-intestinales

La mauvaise régulation des flux ioniques causée par la mutation de la protéine CFTR
également des conséguences au niveau intestinal : un mucus épais et déshydraté privé de
ses propriétés lubrifiantes contribuant au syndrome de malabsorption et responsable d’une
obstruction intestinale. Cliniquement, cela se traduit par un iléus meconial, c’est a dire une
obstruction intestinale néonatale basse due a I'absence de progression du méconium
anormalement visqueux au niveau du gréle (Turk et Coll, 2003), un syndrome d’obstruction

intestinale distale, ou une constipation (HAS, 2009).

Chez 3 nouveau-nés sur 4, un reflux gastro-oesophagien est diagnostiqué et contribue

a la diminution des prises alimentaires, a la dégradation de I’état nutritionnel et a la

majoration de la symptomatologie respiratoire (Turk et Coll, 2003).

2.1.4.3 Autres manifestations cliniques

Du fait de la grande répartition cellulaire de |la protéine CFTR, d’autres organes peuvent

étre touchés lors de la mucoviscidose.

2.1.4.3.1 Glandes sudoripares

Le dysfonctionnement de la protéine CFTR entraine le maintien d’une sécrétion de
sueur riche en chlorure de sodium et en eau. En effet, le gradient éléctrochimique au niveau
de ces cellules est inversé par rapport aux cellules bronchiques, ce qui rend possible la
réalisation du test a la sueur. Il faut étre tres vigilant en cas de fortes chaleurs, car cette
perte de sel peut entrainer une deshydration aigué pouvant avoir de graves conséquences

(HAS, 2009).
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2.1.4.3.2 Atteinte de I'appareil génital

98% des hommes atteints de mucoviscidose sont stériles du fait d’une absence
bilatérale de canaux déférents. Les femmes peuvent étre également atteintes de stérilité a

cause d’un épaississement de la glaire cervicale (HAS, 2009).

2.1.4.3.3 Atteintes cardiaques

La protéine CFTR étant présente sur les myocytes, I'atteinte cardiaque peut se traduire
par des myopathies. Le plus fréquemment, il s’agit d’une hypertension artérielle pulmonaire

secondaire a l'insuffisance respiratoire (HAS, 2009).

2.1.4.3.4 Atteintes ostéoarticulaires

Une ostéoporose, due a une minéralisation osseuse insuffisante et des arthropathies
sont observées chez ces patients, notamment chez les adolescents et les adultes (HAS,

2009).

2.1.4.3.5 Atteintes ORL

Une sinusite maxillaire est souvent observée, ainsi qu’une polypose nasale fréquente :

20% des enfants de plus de 5 ans (HAS, 2009).

2.1.5 Prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique de la mucoviscidose est complexe étant donnée la
grande diversité de I'atteinte clinique. Il n’y a malheureusement a ce jour aucun traitement
curatif établi. On ne peut que retarder I’évolution de la maladie et améliorer la qualité de vie

du patient.
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2.1.5.1 Prise en charge des manifestations pulmonaires

La kinésithérapie respiratoire est un traitement essentiel de la mucoviscidose. Elle est
instaurée tres tot dans le processus de prise en charge du patient. En effet, elle permet de
relayer le systéme mucociliaire et de désencombrer les poumons des sécrétions visqueuses
qui s’y accumulent. Le rythme des séances de kinésithérapie dépend de I'dge et de I'état
clinique du patient : elle varie de deux fois par semaine a une a trois séances quotidiennes

(HAS, 2009).

La rh-DNase recombinante humaine (ou Pulmozyme®) est un fluidifiant spécifique du
traitement de la mucoviscidose. En effet, elle diminue la viscosité des sécrétions et réduit
I’encombrement bronchique. Elle est réservée aux patients de plus de 5 ans (HAS, 2009). Son

utilisation se fait par nébulisation de fagon quotidienne.

Les antibiotiques sont tres souvent utilisés lors de poussées infectieuses bronchiques.
Trois germes sont généralement responsables : Pseudomonas aeruginosa non mucoide ou
mucoide, Staphylococcus aureus Méti-R ou Méti-S et Haemophilus influenzae.

Le choix de l'antibiothérapie et sa voie d’administration dépend du germe et de
I’'antibiogramme mais aussi du stade de la maladie et du stade de I'infection (primoinfection,
surinfection, colonisation). En effet, pour Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae,
une monothérapie par voie orale suffit généralement. On peut utiliser la voie parenthérale
dans les formes sévéres d’exacerbation. Les infections par Pseudomonas aeruginosa sont
traitées plutdt par voie intraveineuse et/ou inhalée avec pour objectif d’obtenir de fortes

concentrations (Hubert et Coll, 2003 ; HAS, 2009).

Les bronchodilatateurs inhalés de courte ou longue durée d’action sont également

sollicités. Ce sont généralement des béta-2-mimétiques.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens, les corticoides par voie orale ou inhalés et
I'azithromycine ont tous les trois une action anti-inflammatoire qui peut étre recherchée

dans certains cas (HAS, 2009).
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En cas d’insuffisance respiratoire chronique, I'oxygénothérapie et la ventilation non

invasive sont nécessaires (Hubert et Coll, 2003).

La transplantation pulmonaire est le seul recours en cas d’atteinte respiratoire
terminale. Elle se discute lorsque le Volume Expiré Maximal par Seconde (VEMS) est
inférieur a 30% de la valeur théorique et en présence d’autres signes comme une hypoxie

avec hypercapnie, une antibiodépendance, une antiobiorésistance croissante (HAS, 2009).

2.1.5.2 Prise en charge des manifestations digestives

La prise en charge nutritionnelle est indispensable chez les patients atteints de
mucoviscidose. En effet, ils doivent étre soumis a un régime hypercalorique, hyperprotidique
et normolipidique (Hubert et Coll, 2003). Des compléments en vitamines liposolubles A, D, E,
K et en oligo-éléments comme le fer, zinc, sélénium, magnésium peuvent étre administrés si
les taux biologiques sont faibles. Il est également important de conserver une bonne
hydratation a base de sodium et d’eau, surtout en été ou lors d’un effort physique (HAS,

2009).

Le traitement de l'insuffisance pancréatique exocrine repose sur la prescription
d’extraits pancréatiques gastro-résistants (Créon®, Eurobiol®). lls permettent d’augmenter
I'apport en graisses et nutriments, et donc en calories et de mieux couvrir les besoins
énergétiques (Turck et Coll, 2003; HAS, 2009). Le diabéte doit étre traité par

insulinothérapie.

En cas d’atteinte hépatique, I'acide ursodésoxycholique (Delursan®, Ursolvan®) semble

ralentir I’évolution vers la cirrhose (Hubert et Coll, 2003).

En cas de dégradation des parameétres nutritionnels, des compléments alimentaires

oraux sont utilisés en premiére intention suivis par une nutrition entérale par sonde

nasogastrique ou par gastrostomie en cas d’aggravation (HAS, 2009).
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2.1.5.3 Autres traitements

La mucoviscidose nécessite une prise en charge multidisciplinaire qui a été facilitée par

la création de centres de soin spécifiques dédiés a cette maladie.

2.1.5.4 Nouvelles thérapeutiques

Les recherches pharmaceutiques sont nombreuses dans le but d’améliorer la prise en

charge de la mucoviscidose.

Un nouvel agent muco-régulateur a base de mannitol est en phase d’étude. Il permet
l'augmentation de I'hydratation du mucus et améliore ainsi la clairance mucocillaire. Sa
formulation en microsphéres creuses lui permet de pénétrer dans les petites voies aériennes
plus facilement que les médicaments nébulisés. Les études de phase Il ont montré une
amélioration significative de 7,5 % de la fonction respiratoire en trois mois de traitement

(Sermet-Gaudelus et Coll, 2011).

Des études menées sur des molécules influencant I'activité des transporteurs ioniques
au niveau de la membrane apicale des cellules bronchiques donnent des résultats
encourageants. Le Duramycin®, un peptide polycyclique, majore le transport d’ions chlorure.
Les études de phase Il ont fait la preuve de son efficacité sur la fonction respiratoire dés

guatre semaines de traitement (Sermet-Gaudelus et Coll, 2011).

D’autres études visent a diminuer I'absorption excessive de sodium par les cellules au
niveau respiratoire qui a un réle délétére dans la maladie. L'amiloride en est le prototype
mais n’a qu’une efficacité transitoire. P-680, développé par Parion Sciences-Gilead, semble

étre plus prometteur et est actuellement en phase | (Sermet-Gaudelus et Coll, 2011).

La thérapie protéique agissant sur l'origine moléculaire de la maladie est une voie

thérapeutique en cours d’étude.
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2.1.6 Evolution et pronostic

Grace a la meilleure compréhension de la maladie et aux améliorations du diagnostic et
du dépistage, la survie des patients s’est considérablement améliorée depuis les années 60.
En effet, alors que la majorité des patients mouraient avant 5 ans en 1960, la vie médiane

actuelle dépasse 35 ans et I'espérance de vie 40 ans®.

La Cystic Fibrosis Foundation aux Etats-Unis a établi I’évolution a travers les années de

la survie des patients atteints de mucoviscidose.
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Figure 8 : Evolution de 'dge médian de survie des patients mucoviscidosiques aux Etats-
Unis entre 1986 et 20107

Le pronostic vital est lié aux complications associées a la mucoviscidose : diabéete,

cirrhose, infections respiratoires bactériennes, fongiques et insuffisance respiratoire.

® Site Orphanet : www.orpha.net/static/FR/mucoviscidose.html (article de Gabriel Bellon).

’ Site de la Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry :
http://www.cff.org/UploadedFiles/LivingWithCF/CareCenterNetwork/PatientRegistry/2010-
Patient-Registry-Report.pdf
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De plus, le nombre de patients transplantés augmente depuis 19982, donnant ainsi un

espoir pour le devenir du malade.

Le Registre Francais de la Mucoviscidose a fait le bilan de cette évolution :
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Figure 9: Evolution du nombre de patients transplantés depuis 1992°

Malgré tout, la mucoviscidose reste une maladie incurable grave qui suscite encore
beaucoup d’interrogations et fait I'objet de nombreuses recherches. Les champignons et les
bactéries tiennent une place importante au cceur de cette maladie et influent sur son

évolution. C'est pourquoi nos connaissances les concernant sont régulierement actualisées.

® Bilan des données 2009, Registre Francais de la Mucoviscidose
http://www.vaincrelamuco.org/e upload/pdf/rapport_registre 2009.pdf

? Bilan des données 2009, Registre Frangais de la Mucoviscidose
http://www.vaincrelamuco.org/e upload/pdf/rapport_registre 2009.pdf
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2.2 Importance des populations fongiques et
bactériennes dans la mucoviscidose

2.2.1 Description et role pathogene de la colonisation
fongique chez le patient atteint de mucoviscidose

Les infections respiratoires conditionnent la qualité de vie et le pronostic vital des
patients atteints de mucoviscidose. On distingue deux types de colonisation différente : les
champignons qui colonisent les bronches sans effet pathogéene apparent pour le patient, et
ceux qui excercent un pouvoir pathogene se traduisant par des manifestations cliniques,
menant a des complications qui dégradent la fonction pulmonaire (figure 9). L'espéce
dominante de la colonisation fongique est Aspergillus fumigatus redoutée pour ses
complications cliniques. D’autres espéces fongiques ont également un réle pathogéne
croissant comme Scedosporium apiospermum, Exophiala dermatitidis, Aspergillus terreus
(Lipuma, 2010; Cimon et Coll, 2007) qui, comme Aspergillus fumigatus, sont des
champignons filamenteux.

Candida albicans, la levure la plus fréquente dans les expectorations des patients atteints de
mucoviscidose, ne s’accompagne pas de manifestations cliniques chez les patients non

greffés (Cimon et Coll, 2007).

Certaines especes fongiques ont été identifiées comme colonisant les voies
respiratoires des patients atteints de mucoviscidose, mais leur réle pathogéne n’est pas
clairement identifié. C'est pourquoi de nombreuses recherches tentent d’élucider leurs

conséquences sur la dégradation de la fonction respiratoire.
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A. fumigatus
S. apiospermum
(sensu lato)
E. dermatitidis
A. terreus

P. emersonii S. prolificans
A. fusispora A. flavus

Frequency

A. nidulans and A. niger

Cladosporium spp., Alternaria spp.
and non thermophilic Penicillium
species

Pathogenic potential
still unknown

Pathogenic potential
already demonstrated

Figure 10: Champignons filamenteux associés a la mucoviscidose classés selon leur
fréquence et leur capacité a coloniser chroniquement les voies respiratoires (Pihet et Coll,
2009)

2.2.1.1 Les champignhons filamenteux

2.2.1.1.1 Aspergillus sp.

> Habitat et caractéristiques

Parmi les 185 espéces d’Aspergillus répertoriées, seulement une vingtaine d’entre elles
sont pathogenes pour I’'Homme (Krishnan et Coll, 2009). Les plus souvent isolées sont A.
fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans, A. terreus du fait de leur virulence, de leur

thermorésistance et de la dimension de leurs spores (Germaud et Coll, 2005).

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux ubiquistes présents aussi bien en
milieu rural qu’en milieu urbain, a I'intérieur ou a I'extérieur des habitations. On les retrouve
également dans I'eau, le sol, les endroits humides, les déjections aviaires. Ils se comportent

comme des pathogénes opportunistes de 'Homme.
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En France, Aspergillus est la premiére étiologie des mycoses respiratoires (Germaud et
Coll, 2005). Il est le plus fréqguent des champignons filamenteux colonisant les voies
respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. 46% des patients présentent a un
moment donné une colonisation bronchique par A. fumigatus (Cimon et Coll, 2007).
L'infection par ce champignon touche rarement les jeunes enfants et sa prévalence
augmente avec I'age. En effet, ’dge moyen d’apparition d’A. fumigatus se situe entre 12,3

ans 14,1 ans (Cimon et Coll, 2007 ; Lipuma, 2010).

Sa forte capacité de sporulation explique la concentration trés élevée de spores, ou
conidies, dans I'’environnement. En outre ces spores résistent a des températures de 15°C a
53°C (Le Bourgeois et Coll, 2011) ce qui permet leur acheminement jusqu’aux alvéoles

pulmonaires (Cruypenninck, 2010).

» Contamination

Les conidies par leur petite taille (2 a 3,5 um de diamétre) sont constamment inhalées
provoquant des conséquences graves chez les immunodéprimés (Latgé et Coll, 2001 ; Le
Bourgeois et Coll, 2011). En effet, la contamination par Aspergillus se fait principalement par
voie aérienne, plus rarement digestive : thé, poivre, fruits, ou cutanée par dépdt de spores
sur la peau lésée via des pansements adhésifs souillés par exemple (Germaud et Coll, 2005 ;
Poirier, 2008). Des altéraltions tissulaires préalables, notamment des lésions épithéliales,
ainsi que des infections bactériennes sont nécessaires a I'implantation des champignons

dans le tractus respiratoire.

> Pouvoir pathogéne

A. fumigatus est responsable en grande majorité de la pathologie aspergillaire
rencontrée dans la mucoviscidose (Cimon et Coll, 2007). L'inhalation des spores provoque de
nombreuses conséquences sur les voies respiratoire du patient atteint de mucoviscidose,
comme des réactions d’hypersensibilité de type | immédiate régie par la production

d’Immunoglobulines E, Il semi-retardée ou IV retardée. Normalement, les spores inhalées
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sont éliminées par l'action du tapis mucociliaire, ainsi que par les macrophages, les
polynucléaires neutrophiles et les monocytes. Cependant, a cause de facteurs locaux
bronchopulmonaires favorisants ou d’un déficit immunitaire, les spores peuvent se

développer dans I'appareil respiratoire sous forme filamenteuse (Germaud et Coll, 2005).

Alvéolite allergique q Inhalation —» Asthme
extrinseque (spores aspergillaires)
Aspergillome
—_— Aspergillose
Colonisation !
(filaments aspergillaires) bron(;lﬂ(;pqlmonalre
Bronchite / e
aspergillaire
Aspergillose
trachéobronchique Ulcération Granulomatose
nécrosante trachéobronchique bronchocentrique
ou pseudomembraneuse
Aspergillose Infection Aspergiliose
g ’ . — A — pulmonaire chronique
pulmonaire invasive pulmonaire ———

Figure 11 : Différentes formes cliniques des aspergilloses bronchopulmonaires (Germaud
et Coll, 2005).

Les Aspergillus sont responsables de quatre grandes pathologies :

* Aspergillose bronchopulmonaire allergique : ABPA

C'est la pathologie fongique la plus commune et la plus anciennement connue dans la
mucoviscidose (Cimon et Coll, 2007). Elle touche 2 a 25% des patients et sa prévalence

s’éleve a 7,8% en France. Etant donné que I’ABPA touche essentiellement les asthmatiques
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et les mucoviscidosiques, le role de facteurs génétiques n’est pas a exclure (Le Bourgeois et
Coll, 2011). A. fumigatus est |'espéce la plus fréquemment mise en cause pour cette

pathologie (Couturaud et Coll, 2004).

L'ABPA est due a une colonisation bronchique par Aspergillus, favorisée par les
anomalies de la clairance mucociliaire. Elle provoque par la suite des réactions
d’hypersensibilité de type | immédiate induisant la libération d’IgE, puis Il semi-retardée
avec libération d’anticorps précipitants anti-aspergillaire: 1gG (Poirier, 2008). Elle
s’accompagne également d’un syndrome inflammatoire responsable de séquelles comme
des bronchectasies (dilatation des bronches) ou une fibrose (Germaud et Coll, 2005).

L'ABPA se traduit principalement par des exacerbations récurrentes d’asthme
corticorésistant, de la toux, des douleurs thoraciques, des crachats purulents, des
hémoptysies. Il peut y avoir également présence de fieévre, anorexie, céphalées, malaise
(Cruypenninck, 2010).

L’évolution se fait par poussées d’exacerbation (Germaud et Coll, 2005). Son aggravation

est codifiée en cing stades :

Biologie Rx

I Aigu Ig E totales Infiltrats
trés augmentées pulmonaires
+ éosinophilie (LS et LM)
sanguine

Il Rémission Ig E totales Pas d’infiltrats
normales sans corticoides

Il Exacerbation

IV Asthme
corticodépendant

V Fibrose

ou augmentées

Ig E totales

trés augmentées
+ éosinophilie
sanguine

Ig E totales
normales
ou augmentées

Ig E totales
normales
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Infiltrats
pulmonaires
(LS et LM)

Avec ou sans
infiltrats

Fibrose,
bronchectasies,

Figure 12 : Classification des stades d’ABPA (Le Bourgeois et Coll, 2011).



Le diagnostic repose sur le test cutané immédiat, des IgE a Aspergillus positives, des IgE
totales et des précipitines anti-aspergillaires augmentées. D’autres parameétres inconstants
peuvent étre mis en évidence lors d’une exacerbation: une présence d’IgG anti-
aspergillaires détectée par ELISA, une hyperéosinophilie sanguine, l'isolement d’Aspergillus

dans I'expectoration (Germaud et Coll, 2005).

Le meilleur traitement reste la corticothérapie par voie orale associée a un traitement
antifongique : itraconazole (Sporanox®), voriconazole (Vfend®) ou posaconazole (Noxafil®)
en cas de résistance, qui permettrait un sevrage plus rapide et diminuerait les rechutes a

I’arrét du traitement (Cimon et Coll, 2007 ; Le Bourgeois et Coll, 2011).

* Aspergillose pulmonaire chronique nécrosante

Egalement appelée aspergillose pulmonaire semi-invasive, elle évolue insidieusement sur
plusieurs mois. Les filaments fongiques envahissent le parenchyme et provoquent des plages
de nécrose et une inflammation chronique. Il apparait cliniquement une toux productive, de

la fievre et une altération de I'état général.

Le diagnostic se révele positif sur examen d’une biopsie pulmonaire ou mise en
évidence de la présence d’Aspergillus dans |'expectoration ou dans le lavage
bronchoalvéolaire. La sérologie aspergillaire est souvent positive (Germaud et Coll, 2005 ;

Couturaud et Coll, 2004).

* Bronchite aspergillaire

La bronchite aspergillaire n’est pas fréquente. Elle associe un tableau de surinfection
bronchique a des sibilances, une hyperthermie, une dyspnée, des douleurs thoraciques, des
hémoptysies, des expectorations. Elle peut étre asthmatiforme dans certains cas.

La sérologie, le dosage des IgE et le taux d’éosinophiles sanguins sont normaux

(Germaud et Coll, 2005 ; Couturaud et Coll, 2004).
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* Aspergillose pulmonaire invasive : AP|

C'est une complication infectieuse majeure de I'immunodéprimé, responsable d’une
mortalité supérieure a 50% (Germaud et Coll, 2005). Elle est redoutée particulierement chez
les patients neutropéniques, les patients greffés a cause des traitements
immunosuppresseurs, les patients porteurs du VIH. Les spores aspergillaires inhalées se
développent au niveau bronchique sous forme filamenteuse. Ces filaments sont
responsables d’une nécrose bronchique et de I'envahissement du parenchyme de l'artére
pulmonaire. lls vont entrainer une thrombose artérielle et un infarctus pulmonaire puis ils se
propagent vers d’autres organes tels que la peau, les os, le cerveau, le cceur (Germaud et

Coll, 2005).

La sémiologie clinique se traduit par des douleurs thoraciques, une fievre résistante aux

antibiotiques, une dyspnée et des hémoptysies.

La biopsie pulmonaire permet un diagnostic de certitude mais n’est réalisée que
rarement chez ces patients a hauts risques. Le diagnostic porte donc sur la
tomodensitométrie qui met en évidence le «signe du halo » précoce, et le signe du
« croissant gazeux » quinze jours plus tard (Germaud et Coll, 2005). Au niveau biologique, la

détection d’'une antigénémie aspergillaire est un argument diagnostic important.

Bien que moins fréguemment impliqué, A. terreus semble cependant étre un pathogene
important dans le cadre de la mucoviscidose. En effet, il est souvent responsable d’'une
colonisation chronique chez ces patients (Pihet et Coll, 2009). Sa fréquence est estimée a
6,2% par Cimon et Coll (Cimon et Coll, 2007). Il serait impliqué dans les ABPA™ ainsi que dans

des cas d’aspergillose pulmonaire invasive (Poirier, 2008 ; Pihet et Coll, 2009).

1%is0lé conjointement avec A. fumigatus
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A. flavus, trés présent également dans la nature, s’avére étre un redoutable pathogéene
chez les immunodéprimés. En effet, cette espece filamenteuse serait a I'origine de 10% des
infections bronchoplumonaires, notamment dans les aspergilloses pulmonaires invasives

(Krishnan et Coll, 2009).

2.2.1.1.2 Scedosporium sp.

» Habitat et caractéristiques

Cing espéces constituent le genre Scedosporium : S. apiospermum, Pseudoallescheria
boydii, S. prolificans, S. aurantiacum, S. dehoogii. Seuls S. apiospermum/P. boydii et S.
prolificans ont été décrits comme pathogénes opportunistes des hotes immunodéprimés et
chez les patients atteints de mucoviscidose. Cependant, dans une étude australienne
récente, S. aurantiacum a été identifié comme un pathogene important, ayant une

fréquence élevée parmi les patients dans ce pays (Blyth et Coll, 2010b).

S. apiospermum est identifié comme le champignon filamenteux le plus fréquent chez
les mucoviscidosiques aprés A. fumigatus (Lipuma, 2010) auquel il est lié. En effet, S.
apiospermum est isolé dans les sécrétions respiratoires en méme temps que A. fumigatus,
ou apreés la colonisation par celui-ci (Pihet et Coll, 2009). Sa prévalence serait estimée entre 8
et 10% (Cimon et Coll, 2007). En outre, S. apiospermum ne touche pas les jeunes enfants.
D’aprés une étude menée par Cimon et Coll en 2000, I'age moyen de l'isolement de ce

champignon est de 14,5 ans.

Ce sont des champignons filamenteux saprophytes se développant dans la nature,
notamment les sols, I'eau, les fumiers. Les plantes en pot sont également prisées par ce
champignon. Elles constituent par conséquent un facteur de risque important pour les

patients atteints de mucoviscidose (Pihet et Coll, 2009).
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» Contamination

La contamination par Scedosporium se fait par inhalation respiratoire de spores ou suite
a une effraction cutanée. L’agranulocytose et la corticothérapie au long cours constituent
des facteurs de risque principaux (Poirier, 2008). De plus, il semblerait que I'existence
d’altérations préalables du tractus respiratoire chez le patient facilite la colonisation par S.

apiospermum (Cimon et Coll, 2000).

» Pouvoir pathogéne

Les especes du genre Scedosporium sont résistantes a de nombreux antifongiques, ce
qui entraine une contre-indication relative a la transplantation s’il y a colonisation par ce
champignon (Blyth et Coll, 2010a). S. apiospermum contribue sans aucun doute a la réaction
inflammatoire et a la dégradation progressive de la fonction pulmonaire (Pihet et Coll, 2009).
S. apiospermum, notamment impliqué dans des cas de mycétome (tumeur inflammatoire)
en dehors de la mucoviscidose, a toutefois été impliqué dans quelques cas de mycoses
broncho-pulmonaires allergiques. Le tableau clinique est semblable a celui de ’ABPA, a la
différence suivante: S. apiospermum est |'agent fongique isolé dans les sécrétions
bronchiques et la sérologie est fortement positive avec mise en évidence de précipitines
sériques anti-S.apiospermum (Cimon et Coll, 2007). De plus, il a été évoqué que les patients
colonisés par ce champignon auraient un risque significativement plus élevé d’étre victime
d’une ABPA (Paugam et Coll, 2010).

S. apiospermum peut étre responsable de mycoses cérébrales ou disséminées chez les
patients immunodéprimés (Pihet et Coll, 2009).

Des cas de scédosporioses systémiques souvent mortelles, avec atteintes pulmonaires et
neurologiques ont été rapportées chez les patients greffés. La colonisation par les
Scedosporium semble étre un facteur de risque aux pathologies invasives apres
transplantation, provoquant une forte mortalité (Blyth et Coll, 2010a). Il a été proposé par
conséquent d’instaurer avant transplantation un traitement antifongique afin de prévenir la

survenue d’une scédosporiose invasive aprés greffe (Cimon et Coll, 2007).
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S. prolificans peut étre également responsable d’infections profondes dans la période
post-greffe. En dehors de ce contexte, il est responsable dans la mucoviscidose de la
colonisation des voies respiratoires, généralement transitoire et asymptomatique (Cimon et

Coll, 2007).

2.2.1.1.3 Autres champignons filamenteux

» Exophilia dermatitidis

Ce champignon filamenteux saprophyte, présent dans la nature, peut survivre des mois
dans un environnement chaud et humide, par exemple les saunas, les salles de bain, ce qui
explique sa forte présence en Suéde par exemple (Lipuma, 2010 ; Lebecque et Coll, 2010,
Kondori et Coll, 2011).

Son taux d’isolement varie de 1,8 a 15,7% selon les études dans le cadre de la mucoviscidose

(Poirier, 2008).

Ce champignon est a l'origine de mycoses sous-cutanées post-traumatiques et de
qguelques cas d’atteintes viscérales, pulmonaires et neurologiques (Cimon et Coll, 2007).
Dans le cadre de la mucoviscidose, il est capable de coloniser les voies respiratoires et
d’induire une réponse sérologique spécifique (Lebecque et Coll, 2010). Cette colonisation est
transitoire ou chronique et peut provoquer des infections respiratoires ou des infections

fongiques invasives (Pihet et Coll, 2009 ; Bouchara et Coll, 2009).

La colonisation par A. fumigatus et le génotype dF508/dF508 semblent étre des facteurs
de prédisposition (Lebecque et Coll, 2010). D’apres leur étude parue en 2011, Kondori et Coll
démontrent que E. dermatitidis est significativement associé a l'insuffisance pancréatique

(p=0,01) et confirment son association avec A. fumigatus.
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> Acrophialophora fusipora

C’est un champignon thermorésistant, présent dans le sol. Seulement huit cas ont été
reportés : trois cas de kératites, trois cas d’infections pulmonaires, un cas d’abcés cérébral,
un cas unique chez un patient espagnol atteint de mucoviscidose. La colonisation chez celui-
ci était transitoire. Cependant ces derniéres années, quelques cas ont été décrits en France.
La détection de ce champignon dans les sécrétions respiratoires a suivi la colonisation par A.
fumigatus. Mais durant cette colonisation, aucun signe clinique d’infection
bronchopulmonaire ne fut relevé.

La prévalence de ce champignon est donc tres faible. Néanmoins elle est peut étre sous

estimée compte tenu du manque de connaissance (Pihet et Coll, 2009).

»  Penicillium sp.

Les Penicillium sont des champignons saprophytes a l'origine de la dégradation des
denrées alimentaires. lls sont présents en abondance dans le sol et I'air, aussi bien a
I’extérieur qu’a l'intérieur (Poirier, 2008). Dans le cadre de la mucoviscidose, Penicillium
emersonii/Geosmithia argillacea serait suceptible de pouvoir coloniser de fagon chronique
les voies respiratoires des patients. Il a été décrit pour la premiére fois en 1999 par Cimon et

Coll.

> Geosmithia argillacea

G. argillacea est parfois considéré comme un pathogéne émergent de la mucoviscidose.
Il a été confondu dans beaucoup d’études avec Penicillium emersonii auquel il ressemble
trés fortement. La colonisation chronique par ce champignon succederait a des infections
par diverses bactéries comme Staphylococcus aureus. En effet, des lésions épithéliales
bronchiques dues a la colonisation chronique par les bactéries seraient nécessaires a
I'implantation de ce champignon filamenteux dans les voies respiratoires. Il est thermophile,

ce qui explique son habilité a s’installer facilement dans les bronches (Giraud et Coll, 2010).
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Depuis 1999, 17 cas de colonisation par G. argillacea ont été rapportés. Actuellement, il
ne semble pas que la colonisation fongique par cette espéce soit associée a une
exacerbation de la maladie. Cependant, étant donné les propriétés thermophiles de ce
champignon, il pourrait étre candidat pour provoquer des pathologies invasives chez les
immunodéprimés notamment apres transplantation pulmonaire, comme précédemment

rapporté pour S. apiospermum (Giraud et Coll, 2010).

2.2.1.2 Les levures

2.2.1.2.1 Candida sp.

Le genre Candida regroupe de nombreuses espéeces. Les plus communes sont C.
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis et C. tropicalis.
Les Candida sont des especes fongiques saprophytes de la peau et des muqueuses chez
I'’Homme, mais également du sol et des végétaux. C. albicans est une levure commensale des
cavités naturelles. Dans la mucoviscidose, la colonisation de I'arbre bronchique se fait par

voie endogene lors de conditions locales favorisantes (Poirier, 2008).

C. albicans est isolé a des fréquences variant de 56 a 75% selon les études et représente
I’espéce majoritaire dans les expectorations des patients atteints de mucoviscidose (Cimon
et Coll, 2007). Malgré cette forte colonisation, on observe trés rarement des infections
candidosiques chez ces patients. Cela s’expliquerait par I'activité antifongique de certaines
bactéries colonisant les voies respiratoires (Chotirmall et Coll, 2010). Ces infections sont
dues le plus souvent a C.albicans et se developpent sous forme d’infections systémiques
séveres, particulierement en période post-greffe (Cimon et Coll, 2007). Certains chercheurs
émettent I’hypothése que la présence de C. albicans dans |’expectoration est associée a une
gravité globale plus importante, méme si les différences observées en terme d’atteinte
respiratoire restent non significatives (Grunderbeeck et Coll, 2010).

De plus, le risque d’une colonisation par Candida augmente a cause de l'usage des

corticoides inhalés, d’antibiotiques au long cours et d’un diabéte (Chotirmall et Coll, 2010 ;
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Cimon et Coll, 2007). Pseudomonas aeruginosa serait également associé a la présence de C.

albicans (Chotirmall et Coll, 2010 ; Whittaker Leclair et Coll, 2010).

Candida dubliniensis, dont la prévalence chez les patients mucoviscidosiques peut
atteindre 11,1% a également été décrit comme responsable d’infection profonde fatale chez

un patient apres greffe bipulmonaire (Cimon et Coll, 2007).

2.2.1.2.2 Autres levures

Certaines levures du genre Trichoderma ou Saccharomyces cerevisiae sont également
présentes dans les voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. Leur pouvoir

pathogene dans cette maladie n’a pas été démontré a ce jour.

2.2.2 Description et role pathogéne des bactéries chez le
patient atteint de mucoviscidose

La colonisation des voies aériennes par les bactéries occupe une place importante dans
cette pathologie et contribue a la dégradation de la fonction pulmonaire. Les deux germes
les plus fréquemment isolés sont Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Ce
dernier signe une aggravation de la maladie. Cependant, d’autres bactéries ont également
un roéle dans cette colonisation comme Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas

maltophilia ou plus rarement Burkholderia cepacia.

Le Registre Francais de la Mucoviscidose a établi un graphique permettant de corréler

I’age et la colonisation bactérienne :
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Figure 13 : Bactéries cliniquement importantes dans la mucoviscidose selon I’age en 2009"!

On remarque que H. influenzae touche principalement les enfants en bas age jusqu’a 9-
10 ans, mais que son impact sur les tranches d’ages supérieures diminue. 49,6% des petits
enfants sont colonisés par S. aureus sensible a la méthicilline. D’aprés le RFM, la population
de ces deux germes en 2005 était respectivement de 50,5% et 57,7%. Les pics de fréquence
de ces deux germes sont isolés chez les enfants, alors qu’on observe une diminution de la
colonisation bactérienne par ceux-ci chez les adultes. P. aeruginosa présent chez 18,5% des
patients agés de 0 a 4 ans, atteint son pic de fréquence chez les malades entre 25 et 29 ans :
71,8%. Enfin on peut noter que la proportion de S. aureus résistant a la méthicilline présent
chez 3,3% des enfants de 0 a 4 ans atteint 12,9% chez les 15-19 ans, puis diminue

légérement par la suite.

En outre, le RFM a mis en évidence I’évolution de la colonisation bactérienne entre

1999 et 2009 en comparant la présence des germes a ces deux époques.

1 Bilan des données 2009, Registre Francais de la Mucoviscidose
http://www.vaincrelamuco.org/e upload/pdf/rapport_registre 2009.pdf
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Figure 14 : Population de bactéries isolées en 2009 comparée a celles isolées en 1999

On remarque une baisse importante des Streptocoques et de H. influenzae. Quelques
autres especes sont également en baisse comme S. aureus méti-R et méti-S, P. aeruginosa,
B. cepacia. Au contraire, on distingue une hausse des pathogénes tels que S. maltophilia,
Achromobacter Xylosoxidans et les mycobactéries atypiques. On peut expliquer cette

augmentation par le fait que les bactéries sont plus recherchées aujourd’hui qu’il y’a dix ans.

2.2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est la bactérie la plus fréquente impliquée dans les infections des voies
respiratoires dans la mucoviscidose. La diversité phénotypique des souches de P. aeruginosa
est trés importante et mal connue a ce jour. Par contre, I'impact délétére de la colonisation
chronique par cette bactérie sur la fonction pulmonaire est reconnue. C'est en effet un
tournant dans la maladie en accélérant la dégradation des poumons. Sa progression est

pratiquement inéluctable puisque plus de 95% des patients en phase terminale sont

12 Bilan des données 2009, Registre Francais de la Mucoviscidose
http://www.vaincrelamuco.org/e upload/pdf/rapport_registre 2009.pdf
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contaminés par P.ageruginosa (Munck et Coll, 2003). On notera cependant, comme le montre
le graphique précédent, que la prévalence des infections a P. aeruginosa semble diminuer au

cours des années.

Cette bactérie se développe sous forme de microcolonies entourées
d’exopolysaccharides, également appelés alginates, ce qui forme une matrice unissant les
bactéries entre elles et aux autres structures. Certaines souches produisent assez d’alginates
pour étre dites « mucoides » (Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003). La primo-infection se fait
principalement par voie aérienne a partir de I'environnement des patients, particulierement
les surfaces humides. Ce sont des souches non mucoides généralement sensibles aux
antibiotiques. Pendant cette période, il est encore possible de parvenir a une éradication
plus ou moins transitoire, se comptant en mois ou en années. Le traitement intensif précoce
par les antibiotiques semble retarder la survenue d’une infection chronique (Munck et Coll,

2003).

L’existence de trois examens cytobactériologiques des crachats successifs a un mois
d’intervalle isolant P. aeruginosa définit le passage a la chronicité. Ce sont alors des souches
mucoides qui colonisent les voies aériennes (Munck et Coll, 2003). Leur incidence augmente
avec I'age et I’évolutivité de la maladie (Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003). Elles sont associées
a une dégradation de I'état clinique et de la fonction pulmonaire, ainsi qu’a un risque plus
important de mortalité. L'infection par les souches mucoides est également associée a une

augmentation de la réponse immunitaire chez I’'h6te (Pedersen et Coll, 1992).

La production d’alginate peut alors atteindre trois fois la taille de la bactérie,
contribuant ainsi a la viscosité des sécrétions bronchiques. De plus, I'alginate a un effet anti-
phagocytaire sur les polynucléaires neutrophiles (Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003) et réalise
un véritable écran a la réponse immunitaire et a la pénétration des antibiotiques
(Cruypenninck, 2010). La présence d’anticorps anti-pyocyaniques dans le serum authentifie
le stade d’infection chronique qui se traduit par une dilatation des bronches aboutissant
progressivement a |'insuffisance respiratoire (Lenoir et Coll, 2007). Les cures d’antibiotiques

sont alors récurrentes : trois a quatre fois par an.
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Pedersen et Coll ont mené une étude en 1992 afin de comparer les souches non
mucoides et les souches mucoides. lls suggerent que les anticorps dirigés contre P.
aeruginosa contribuent a la dégradation de la fonction pulmonaire. La réponse immunitaire
causerait une inflammation qui serait a 'origine du dommage des tissus. Chez les patients
atteints par les souches mucoides, la réponse immunitaire était plus importante, le VEMS et
I’état nutritionel plus diminués que chez les patients infectés par les souches non mucoides.
Cette intense réponse immunitaire provoquée par |'infection mucoide pourrait étre due a la
grande quantité d’alginates sécrétée par ces germes. De plus, tous les patients décédés

étaient contaminés par P. aeruginosa mucoide (Pedersen et Coll, 1992).

Malheureusement la bactérie développe une résistance, et avec le temps, réapparait
inéluctablement dans les sécrétions bronchiques (Munck et Coll, 2003). En effet, grace a la
faible perméabilité de sa membrane externe, a la production de béta-lactamase et a sa
capacité de mutation, ce germe peut devenir multirésistant (Lenoir et Coll, 2007).
L’éradication de I'infection pulmonaire apres ce stade est généralement impossible (Lipuma,

2010).

2.2.2.2 Staphylococcus aureus

Avec P. aeruginosa, S. aureus est la bactérie la plus répandue chez les patients atteints
de mucoviscidose. Ces derniéres années, la prévalence des S. aureus méti-R a augmenté. En
2001, d’apres le Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry aux Etats-Unis, 7,3% des patients
avaient des souches S. aureus méti-R. En 2008, le nombre de patients porteurs de ces
souches s’est élevé a 22,6%. Cette prévalence touche tous les ages, particulierement les

adolescents de 11 a 17 ans (Lipuma, 2010).

Cette bactérie colonise fréquemment l'intérieur des narines. Environ 37% des enfants
de 1 a 19 ans sont concernés. Elle est souvent sans conséquences pour I’hote, mais constitue
un réservoir important pour I'acquisition par les autres personnes (Lipuma, 2010). En
revanche, il peut avoir des conséquences chez les patients subissant une lourde prise en

charge et chez les immunodéprimés (Lipuma, 2010). Il adhere a I'épithélium respiratoire
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grace a certains constituants de sa paroi (acide teichoique) et échappe aux défenses de
I'organisme (Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003). Il participe a la dégradation pulmonaire et
favorise 'adhésion de P. aeruginosa en démasquant des récepteurs épithéliaux (Munck et
Coll, 2003). On observe souvent de ce fait une colonisation a P. geruginosa postérieure a
celle par S. aureus. Cependant, beaucoup de patients sont colonisés par les deux en méme

temps (Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003).

On dissocie les souches méti-R et les souches méti-S. En effet, S. aureus méti-R a un
pouvoir pathogene plus important que S. aureus méti-S. Cela s’expliquerait par la production
spécifique de toxines et de facteurs de virulence par la souche méti-R, qui aurait pour
conséquence une augmentation de I'inflammation des voies respiratoires (Ren et Coll, 2007).
Dans une étude américaine en 2007, les patients étant colonisés par des souches méti-R
avaient un VEMS significativement diminué par rapport aux patients affectés par les souches

méti-S (Ren et Coll, 2007).

Les souches de S. aureus sont habituellement sensibles a de nombreux antibiotiques
comme les céphalosporines, cotrimoxazole, acide fusidique... (Lenoir et Coll, 2007).
Cependant, la présence de S. aureus méti-R est associée a un usage plus important des
antibiotiques (Ren et Coll, 2007). Dans les formes sévéres et pour les souches résistantes a la
méthicilline, on utilise des bithérapies orales (trimethoprime-macrolides, fucidine-
rifampicine par exemple) ou par voie parenthérale. Le traitement prophylactique avant la
colonisation a S. aureus ne semble pas apporter de bénéfice clinique et favoriserait

I'induction de résistances et la colonisation par P. aeruginosa (Lenoir et Coll, 2007).

2.2.2.3 Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia faisait initiallement partie du genre Pseudomonas. Puis il a été classé dans
le genre Xanthomonas, et en 1993 dans celui des Stenotrophomonas (Lipuma, 2010). Ce
dernier genre est constitué de quatre espéces mais seule S. maltophilia est connue pour
engendrer des infections chez les humains. Elle est considérée comme émergent

opportuniste dans la mucoviscidose. En effet, dans le cadre de cette pathologie, elle a été
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isolée avec une fréquence croissante dans les voies respiratoires des patients ces dernieres
années. Les patients plus agés seraient d’avantage colonisés par cette bactérie que les

patients jeunes (Lenoir et Coll, 2007).

Ce germe vit dans I'’environnement. On le retrouve dans particulierement dans I'eau
mais également dans les sols et les plantes. La contamination des patients serait
essentiellement nosocomiale. Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés: un état de
santé précaire, un traitement médical incluant des catheters intra-vasculaires et des
dispositifs de ventilation, de longs séjours hospitaliers, I'exposition a des antibiotiques a
large spectre qui favorisent en plus I'’émergence de bactéries multirésistantes. En outre, le
risque augmente avec la durée de I'administration et le nombre d’antibiotiques donnés
(Looney et Coll, 2009). Les corticoides par voie orale, I'utilisation de plusieurs antibiotiques
et l'isolation d’A. fumigatus sont associés a l'isolation de S. maltophilia (Lipuma, 2010).

S. maltophilia est capable de former un biofilm autour d’elle méme ou avec d’autres especes
pathogénes, ce qui augmente sa résistance vis a vis des phagocytes et des antibiotiques

(Looney et Coll, 2009).

Etant donné sa grande résistance face aux antibiotiques, il est difficile de traiter ce
germe. Le cotrimoxazole, seul ou en association, reste le traitement de choix. En seconde
intention, il est possible d’utiliser I'association acide clavulanique-ticarcilline (Looney et Coll,
2009). En revanche, la batérie est résistante vis a vis des pénicillines, céphalosporines,
carbapénémes, quinolones, aminoglycosides, tétracycline (Looney et Coll, 2009) et résiste a

des fortes concentrations de tobramycine (Lenoir et Coll, 2007).

2.2.2.4 Le complexe Burkholderia cepacia

B. cepacia fait également partie des pathogenes émergents de la mucoviscidose. La
sévérité des infections provoquée par ce germe est variable selon les patients et les souches,
allant du portage chronique a linfection grave évoluant jusqu’au décés en quelques
semaines ou mois (Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003). L’incidence actuellement semble

inférieure a 2,5% de la population des patients en France (Lenoir et Coll, 2007).
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On distingue dans le complexe B. cepacia neuf génomovars et 17 espéces. Ce terme
désigne des souches phénotypiguement similaires mais génétiquement hétérogenes. C'est
une notion importante car il permet de différencier le potentiel pathogéne de chaque
genomovar (Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003). Par exemple une colonisation par le
génomovar |l est associée a une détérioration rapide de la fonction pulmonaire (Mariani-

Kurkdjian et Coll, 2003).

B. gladioli a été mis en évidence dans une importante proportion d’infections au sein de
la mucoviscidose. Cette espece n’appartient pas au complexe B. cepacia.
B. multivorans et B. cenocepacia sont également largement impliqués dans les

infections puisqu’ils représentent presque 70% d’entre elles (Lipuma, 2010).

Speci Former Yr identified and/
pecies genomovar

designation or named
B. cepacia I 1950, 1997
B. multivorans 11 1997
B. cenocepacia 111 1997, 2003
B. stabilis v 1997, 2000
B. vietnamiensis \Y% 1995, 1997
B. dolosa VI 2001, 2004
B. ambifaria VII 2001
B. anthina VIII 2002
B. pyrrocinia IX 2002
B. ubonensis 2000, 2008
B. latens 2008
B. diffusa 2008
B. arboris 2008
B. seminalis 2008
B. metallica 2008
B. contaminans 2009
B. lata 2009

Figure 15 : Composition du complexe B. cepacia (Lipuma, 2010)
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B 8. multivorans M 3. cenocepacia I B.gladioli
I B.vietnamiensis B.dolosa B Indeterminate
M B.cepacia Other Bcc species

Figure 16 : Distribution des espéces de Burkholderia aux Etats-Unis (Lipuma, 2010)

Les espéces de ce complexe entrainent une détérioration rapide de la fonction
respiratoire en passant par une pneumonie nécrosante, une bactériémie et une septicémie

(Lipuma, 2010).

B. cepacia est résistant a de nombreux antibiotiques, tels que les aminosides, les
carboxylpénicillines, la colistine (Colimycine®). La tazocilline, la ceftazidine, la ciprofloxacine
sont actifs mais non bactéricides. Les associations d’antibiotiques sont donc intéressantes
pour traiter ce germe du type méropéneme-rifampicine-ciprofloxacine (Lenoir et Coll, 2007 ;
Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003). La doxycycline peut étre utilisée seule en relais (Lenoir et
Coll, 2007). Malheureusement, B. cepacia acquiert malgré tout des mécanismes de
résistance multiple le rendant résistant a 'ensemble de I'arsenal thérapeutique disponible

(Mariani-Kurkdjian et Coll, 2003).

2.2.2.5 Les mycobactéries

Elles regroupent environ 175 especes différentes, dont la plupart sont non pathogenes
pour I'Homme. La majorité d’entre elles se retrouvent dans I'environnement, I'eau et les sols
(Lipuma, 2010).
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Mycobacterium tuberculosis, agent de la tuberculose et premiére cause de déces par
infection bactérienne dans le monde, et M. leprae, agent de la lépre, comptent parmi les
espéces les plus virulentes (Roux et Coll, 2010). Dans la mucoviscidose, ce sont les
mycobactéries atypiques ou non tuberculeuses (MNT) qui sont impliquées. Leur prévalence
varie de 5 a 15% selon les centres. En France, M. abscessus est l'espéece pathogéne
majoritaire alors qu’en Amérique du nord, M. avium et M. intracellulare sont dominantes (Le
Bourgeois et Coll, 2005). Les patients jeunes seraient plus souvent touchés (Roux et Coll,

2010).

Ces MINT se manifestent le plus fréquemment par une infection pulmonaire chronique.
Elles peuvent provoquer des infections dissiminées, rapidement mortelles apres
transplantation pulmonaire (Le Bourgeois et Coll, 2005 ; Roux et Coll, 2010). Les espéces les
plus souvent impliquées sont M. avium, M intracellulare, M.kansasii et M.abscessus (Roux et
Coll, 2010). M.abscessus a une forte capacité a infecter le systeme pulmonaire, mais peut
également avoir des répercussions extra-pulmonaires comme des infections cutanées, des
kératites, des endocardites et des ostéomyélites. M. abscessus intervient surtout dans la
période post-greffe. C’est la seule espéce significativement liée a une évolution péjorative

aprés transplantation, avec des défaillances mortelles du greffon (Roux et Coll, 2010).
Malheureusement, M.abscessus est tres fortement résistante aux antibiotiques, ce qui

rend difficile sa prise en charge thérapeutique. Seuls I'imipénéme, la céfoxitine, I'amikacine

et la clarithromycine ont fait la preuve de leur efficacité (Roux et Coll, 2010).
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3 CONTEXTE ET OBJECTIFS

Malgré les énormes progres de ces dernieres années dans la prise en charge de la
mucoviscidose, I'infection broncho-pulmonaire reste un probléme majeur pour la survie des
patients atteints. En effet, une large population d’especes fongiques et bactériennes
colonise leurs voies aériennes et influent sur |'évolution de la maladie. Parmi les
champignons les plus fréquemment observés, Aspergillus fumigatus et Candida albicans
sont les deux espéces majoritaires. Cependant, certaines espéces minoritaires ont
également leur place telles que Scedosporium apiospermum, Cladosporium, A. versicolor, A.
terreus. D’'un point de vue bactériologique, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia sont essentiellement présents, ainsi que

quelques Achromobacter.

Le but de cette étude est de rechercher des associations entre la présence fongique et
plusieurs paramétres cliniques et biologiques. Ce projet vise donc a évaluer le risque
fongique dans la mucoviscidose en terme de fréquence des especes retrouvées, ainsi que
I’association des champignons avec le tableau clinique et la colonisation bactérienne dans la

population de patients adultes au CRCM de Rouen.
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4 PATIENTS ET METHODES

L’étude inclut 73 patients adultes dgés de 18 a 72 ans, suivis au Centre de Ressources et
de Compétences pour la Mucoviscidose (CRCM) au CHU de Rouen, soit 30 femmes et 43
hommes. Elle couvre la période de Janvier 2005 a Septembre 2010 (sauf un patient a

Geosmithia pour lequel nous avons poursuivi I'étude jusqu’en Décembre 2010).

Pour chaque patient ont été relevés dans les dossiers cliniques :
- 'age
- le sexe
- les deux mutations du géne CFTR responsables de la pathologie
- la présence ou non d’une insuffisance pancréatique exocrine
- I'Indice de Masse Corporelle de chaque année
- la présence ou non de diabéte
- le meilleur VEMS par an exprimé en pourcentage
- le nombre de cures d’antibiotiques en intraveineuse par an
- la prise ou non d’azithromycine au long court
- les aérosols antibiotiques inhalés : gentamycine, tobramycine, amikacine, colimycine,
vancomycine.

- les traitements antifongiques : voriconazole, itraconazole, posaconazole

Grace au logiciel MOLISBAC du laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU, nous
avons pu relever les prélevements réalisés lors des bilans annuels ou lors d’exacerbation de
la maladie faits entre 2005 et 2010 pour chaque patient, aussi bien pour les espéces

fongiques que bactériennes. Au total, 1505 prélevements sont inclus dans I'étude.

63



Grace au logiciel CDP2, il a été possible de relever les données cliniques concernant les
patients. Je remercie le Dr Dominique de m’avoir autorisé a consulter les compte rendus

cliniques élaborés a chaque visite de contréle ou d’hospitalisation.

Pour I'analyse statistique, le logiciel NCSS a été utilisé. La réalisation de tableaux de
contingence et |'application de la loi de Fischer ainsi que du Chi-2 a permis I'analyse des
variables qualitatives. Une valeur de p inférieure ou égale a 0,05 est significative. Pour les

autres variables, je remercie le Professeur Benichou d’avoir mené les analyses statistiques.

4.1 Description des populations étudiées

4.1.1 Espéces fongiques

Selon le parametre étudié, la population change. En effet, sur les six ans pris en compte
pour réaliser cette étude, certaines informations sont manquantes, qu’elles soient cliniques
ou biologiques. Cela s’explique par le déces du patient, une greffe pulmonaire, ou un

changement d’adresse.

D’un point de vue fongique, 38 espéces différentes ont été répertoriées chez les 73
patients. Un tableau récapitulatif a pu étre élaboré a partir de ces données.

(Annexe 1)

Globalement, les espéeces fongiques se distribuent de la fagon suivante :
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Figure 17 : Description de la colonisation fongique chez les patients atteints de
mucoviscidose au CHU de Rouen

Les champignons ont été regroupés par catégories afin de réaliser ce graphique :

Autres Aspergillus = A. niger, A. ornatus, A. ochraceus, A. glaucus

Autres levures = Trichoderma sp., Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum sp.

Penicillium = Geosmithia argillacea , Penicillium thermosensible, Penicillium thermorésistant
Autres filamenteux = Paecylomyces sp., Acremonium sp., Chrysosporium sp.,
Cunninghamella sp.

Phaehyphomycetes = Champignons noirs = Kloeckera sp., Phialophora sp., Ulocladium sp.
Autres Candida = C. glabrata, C. tropicalis, C. kefyr, C. lipolytica, C. parapsilosis, C. krusei, C.

sake, C. pulcherima, C. famata, C. non albicans
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Etant donné I'importance des Aspergillus dans la mucoviscidose, le graphique suivant

peut étre établi afin de mettre en évidence la place tenue par chaque espece aspergillaire :

: A. glaucus, 2
A. ochraceus, 1 A. nidulans, 3/_

A.ornatus, 1
-\
A. flavus, 3

e \

Figure 18 : Nombre de patients au CHU de Rouen colonisés par des espéces aspergillaires

A. fumigatus est donc largement majoritaire avec 54 patients colonisés, soit 74%. Les
deux especes suivantes sont A. versicolor qui contamine 9 patients (12%) et A. terreus

retrouvé chez 5 patients (6,8%). Les autres sont plus rarement isolés.

Il est intéressant de remarquer que 84,9 % de la population est atteinte par des especes

fongiques filamenteuses.

D’autre part, une classification de la population en fonction de la fréquence des
champignons dans les prélevements a été établie. Les especes fongiques sont divisées en
trois catégories : espéece sporadique, intermittente, chronique :

Sporadique : isolement du champignon une fois par an.
Intermittent : isolement du champignon deux fois par an.

Chronique : isolement du champignon trois fois par an ou plus.
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Pour cette étude a été prise en compte, pour chaque malade, 'année présentant le plus

grand nombre de prélévements infectés par un champignon. Par exemple, si pour un patient

donné, une espéce fongique est intermittente pendant trois ans, et chronique pendant un

an, il sera considéré comme colonisé chroniquement par cette espéce.

Le tableau suivant expose ces résultats :

Nombre de
. %
. . patients % intermittent | % chronique
Especes fongiques sporadique
colonisés a (Nombre patients) | (Nombre patients)
(Nombre patients)
cette espéce

A. fumigatus 54 35,2 % (19) 31,5% (17) 33,3% (18)
A. versicolor 9 100 %
A. niger 1 100 %
A. terreus 60 % (3) 40 % (2)
A. flavus 3 100 %
A. ornatus 1 100 %
A. ochraceus 1 100 %
A. nidulans 3 100 %
A. glaucus 2 100 %
S. apiospermum 9 55,6 % (5) 11,1 % (1) 33,3%(3)
Geotrichum sp. 8 50 % (4) 50 % (4)
Cladosporium sp. 7 71,4 % (5) 28,6 % (2)
Alternaria sp. 2 100 %
Geosmithia sp. 1 100 %
Penicillium

13 92,3% (12) 7,7 % (1)
thermosensible
Penicillium

5 80 % (4) 20% (1)
thermorésistant
C. albicans 60 8,3 % (5) 18,3 % (11) 73,3 % (44)
C. glabrata 4 75 % (3) 25% (1)
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C. tropicalis 2 100 % (2)
C. kefyr 5 80 % (4) 20 % (1)
C. lipolytica 5 100 %
C. parapsilosis 4 75 % (3) 25% (1)
C. krusei 1 100 %
C. sake 1 100 %
C. pulcherima 1 100 %
C. famata 1 100 %
Candida non albicans 8 100 %
Saccharomyces
N 3 100 %
cerevisiae
Fusarium sp. 3 66,6 % (2) 33,3% (1)
Kloeckera sp. 1 100 %
Trichoderma viride sp. 5 100 %
Paecilomyces variotti 4 100 %
Ulocladium sp. 1 100 %
Exophilia sp. 2 50 % (1) 50 % (1)
Chrysosporium sp. 2 100 %
Cunninghamella sp. 1 100 %
Acremonium sp. 2 100 %
Phialophora sp. 1 100 %

Figure 19 : Classification des espéces fongiques selon leur fréquence de colonisation
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En excluant les espéces qui colonisent les patients de facon sporadique uniquement, le

graphique suivant est réalisé :
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Figure 20 : Les différents types de colonisation fongique chez les patients du CHU de Rouen

D’apreés ce graphique, peu d’espéces sont responsables de colonisation chroniques chez

les patients : A. fumigatus, A. terreus, S. apiospermum, C. albicans, C. glabrata et C. kefyr.

4.1.2 Especes bactériennes

D’un point de vue bactérien, huit especes intéressantes ont été relevées:
Staphylococcus aureus méti-S (90,4%), Staphylococcus aureus méti-R (24,7%), Pseudomonas
aeruginosa non mucoide (58,9%), Pseudomonas aeruginosa mucoide (53,4%),

Stenotrophomonas maltophilia (39,7%), Burkholderia sp. (2,7%), Mycobactéries (1,4%).
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Figure 21 : Description de la colonisation bactérienne chez les patients du CHU de Rouen

4.2 Description des autres parametres

70 patients sur les 73 inclus dans I'étude sont pris en compte. Sur ces 70 patients, 16

4.2.1 Diabete

sont diabétiques, soit 23%, 54 patients sont non diabétiques, soit 77%.

Sur les 69 patients sélectionnés pour I'étude de ce parametre clinique, 54 sont

insuffisants pancréatiques (78,3%) et 15 ont un pancréas normal (21,7%).

4.2.2 Etat pancréatique
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4.2.3 Indice de Masse Corporelle : IMC

Pour chaque patient a été relevé dans les dossiers cliniques I"évolution de I'IMC au
cours du temps. A partir de ces données, I'IMC moyen par patient a pu étre calculé pour
avoir une idée de la distribution globale de ce parametre. Concernant 7 patients,

I'information n’est pas connue.

Voici I'apercu de la population en fonction de I'lMC :

12

L

Nombre de patients
o

' R

2 \/\A

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
MC

Figure 22 : Description de la population étudiée selon I'lMC

Pour la majorité, I'lMC stagne au cours des six années étudiées. C’'est le cas pour
environ 50% des patients au CHU de Rouen. En revanche, on estime a 25% le nombre de
patients pour lesquels I'IMC a tendance a augmenter au cours du temps, ainsi qu’a 25% le

nombre de patients pour lesquels ce parameétre a tendance a diminuer.
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4.2.4 Sexe

Sur les 73 patients inclus dans cette étude on remarque que 30 d’entre eux sont des
femmes, équivalent a 41,1% de la population totale, alors que 43 hommes sont touchés

représentant 58,9% des patients.

4.2.5 Mutations

Les patients homozygotes DF508 et les hétérozygotes ont été comparés. Si on exclut les
patients pour lesquels la deuxieme mutation est inconnue, 24 patients sont homozygotes
DF508 soit 35,8%, alors que 43 patients sont hétérozygotes soit 64,2%.

Parmi les patients hétérozygotes, il y a ceux qui sont hétérozygotes DF508 (37, donc 86% des
hétérozygotes sont des hétérozygotes DF508), et les autres (6 donc 14% des patients
hétérozygotes sont hétérozygotes non DF508 )

Par ailleurs, I’age moyen des patients hétérozygotes est de 34,6 ans, alors que celui des

patients homozygotes DF508 est de 26,9 ans.

4.2.6 Age

La population de patients adultes a Rouen s’étend de 18 ans a 72 ans.

L’age moyen est 32 ans, I'dge médian de 29 ans.

Le graphique suivant exprime I’age de la population totale étudiée :
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Figure 23 : Répartition de la population étudiée selon I’age

4.2.7 Nombre de cures d’antibiotiques intraveineuses par
an

Pour ce parametre, le nombre de cures d’antibiotiques intraveineuses par an et par
patient sur six ans a été relevé. Sur 73 malades, 56 ont recu au moins une cure
d’antibiotique intraveineuse sur six ans, ce qui correspond a 76,7%.

Un classement a pu étre dressé mettant en évidence le nombre de patients en fonction du
nombre de cures d’antibiotiques.

(Annexe 2)
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Figure 24 : Représentation de l'effectif ayant recu des cures d’antibiotiques par voie
intraveineuse

4.2.8 Prise au long court d’azithromycine

Sur les 73 patients, 57 ont recu au moins une année de cure de Zithromax
(Azithromycine), soit 78,1% de la population totale étudiée. Le tableau en annexe 3
représente la répartition de la population en fonction du nombre d’années ou il y a eu au
moins une cure d’antibiotique.

(Annexe 3)
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Figure 25 : Représentation de I'effectif ayant regu des cures d’azithromycine

4.2.9 Traitements antibiotiques inhalés

Parmi nos patients, différents traitements antibiotiques inhalés en aérosols ont été
utilisés. En effet, les médecins ont recours principalement aux antibiotiques de la famille des
aminosides, en particulier la tobramycine (Tobi®). La gentamicine (Gentalline®) et
I’'amikacine (Amiklin®) sont plus rarement employés. Ils sont utilisés seuls ou associés a la

Colimycine (Colimycine®), de la famille des polypeptides.

Parmi les 73 patients, 50 ont recu au moins une cure d’antibiotiques inhalés en six ans,
ce qui équivaut a 68,5% de la population étudiée. Sur le méme principe que précédemment,
la population a été classée selon le nombre d’années de cure d’antibiotiques inhalés. De
plus, parmi ces patients recevant les cures, le nombre d’années de cures en bithérapie a été
ajouté en rouge sur le graphique.

(Annexe 4)
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Figure 26 : Représentation de I'effectif ayant regu des cures d’antibiotiques inhalés

4.2.10Traitements antifongiques

Les molécules utilisées appartiennent toutes a la famille des antifongiques azolés : le
voriconazole (Vfend®), I'itraconazole (Sporanox®) et le posaconazole (Noxafil®). Ils peuvent
étre administrés seuls ou en association.

Pour deux patients, les informations concernant les traitements antifongiques sont
mangquantes. Sur les 71 patients restant, 53 ont recu au moins un traitement antifongique

sur les 5 ans, ce qui correspond a 74,6% de la population étudiée.
Le tableau en annexe permet de répartir les patients en fonction des années de traitement

antifongique.

(Annexe 5)
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Figure 27 : Représentation de I'effectif ayant regu des traitements antifongiques

4.2.11VEMS

Pour chaque patient a été relevé dans les dossiers cliniques, pour chaque année entre

2005 et 2010, le meilleur VEMS par an. L’amplitude de ces valeurs s’étend de 18% a 189%.
Trois catégories différentes peuvent étre établies (d’aprés Blyth et Coll, 2010b) :

- Sévere détérioration des poumons : meilleur VEMS < 40%

- Détérioration modérée des poumons : meilleur VEMS compris entre 40 et 69%

- Faible détérioration des poumons : meilleur VEMS > 70%
Sur les 73 patients, 5 n'ont pas de données suffisantes concernant le VEMS. Donc pour

68 patients, la population est répartie selon la gravité de I'atteinte de la fonction

respiratoire.
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Valeurs du VEMS

Nombre de patients

Pourcentage de patients sur

la population totale

Meilleur VEMS < 40% 9 12,3 %
41% < meilleur VEMS < 69% 12 16,4 %
Meilleur VEMS > 70% 47 64,4 %

Figure 28 : Répartition de la population en fonction du VEMS

'y a donc une sévere détérioration des poumons chez 12,3% des patients,

modéremment chez 16,4%, et faible chez 64,4%.

En outre, on observe que la moyenne des VEMS est de 82,8%, et que la médiane se

chiffre a 86%.
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5 RESULTATS

Les analyses statistiques ont été effectuées par l'unité de biostatistique du CHU de

Rouen sous la direction du Professeur Benichou.

5.1 Données cliniques et colonisation fongique

5.1.1 Diabete

En utlisant la loi de fischer, une association entre la colonisation par Candida glabrata et
I’état diabétique a été mise en évidence (p = 0,035). Le diabéete n'apparait pas comme un

facteur de risque significatif pour les autres especes fongiques.

5.1.2 Etat pancréatique

Le test de fischer montre une association tres significative entre I'homozygotie DF508 et
la survenue a l|'état adulte d'une insuffisace pancréatique (p = 0,003). En revanche,
I'hétérozygotie sans mutation DF508 est associée avec une absence d'insuffisance

pancréatique a |'état adulte (p = 0,04).

Le test du Chi-2 a permis de mettre en évidence une association tres significative entre
Aspergillus fumigatus et la défaillance pancréatique (p = 0,0007). Ce qui amene a remarquer
qu’en effet, 83,3% des patients atteints d’insuffisance pancréatique sont colonisés par

Aspergillus fumigatus.

Les autres especes fongiques ne montrent pas d’associations significatives.
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Par ailleurs, I'age et la présence ou non d’une insuffisance pancréatique ont été
comparés. De ce fait, on constate que I'dge moyen des patients ayant une insuffisance
pancréatique exocrine était de 28 ans contrairement a ceux qui avaient un pancréas normal

et dont I’'age moyen est de 43 ans (p < 0,001)

5.1.3 Indice de Masse Corporelle

Les analyses statistiques montrent une association entre I'lMC et Aspergillus versicolor

(p =0,01). En effet, plus I'lMC augmente, plus le risque d’avoir ce champignon est grand.

5.1.4 Sexe

Aucune association significative n’a été établie entre le sexe du patient et sa

colonisation par les pathogenes fongiques.

5.1.5 Mutations

Aucune association significative n’a pu étre mise en évidence entre la nature de la
mutation responsable de la maladie et la colonisation fongique du patient.

En revanche, I’'dge moyen des patients homozygotes a été comparé a celui des
hétérozygotes : la premiere catégorie se situe a un dge moyen de 26,9 ans contre 34,6 ans

pour la deuxiéme (p = 0,003).

5.1.6 Age

Une association entre I'dge du patient et la colonisation par Aspergillus fumigatus a été

mise en évidence de maniere significative (p = 0,003). De ce fait, les jeunes adultes ont plus
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de chance d’étre colonisés par ce champignon que les autres. Pour chaque année en plus, on
observe une diminution de 5% du risque de colonisation par Aspergillus fumigatus.

En outre, I'dge moyen des patients qui ne sont pas colonisés par Aspergillus fumigatus
(19 patients, donc 26%) est 37,7 ans, alors que ceux qui sont colonisés (54 patients, donc

74%) ont un age moyen de 29,9 ans.

5.1.7 Traitements antifongiques

L’analyse statistique entre les trois molécules a été la méme car elles appartiennent a la
méme famille d’antifongique, celle des azolés (a la différence des traitements antibiotiques
ou I'on a deux familles différentes).

Une association entre la colonisation par A. fumigatus et la prise d’antifongiques est

retrouvée (p =0,01)

5.1.8 Traitements antibiotiques inhalés

Contrairement aux antifongiques, les antibiotiques inhalés sont divisés en trois
catégories différentes selon leur classe thérapeutique: les aminosides (gentamycine,
tobramycine, amikacine), les polypeptides (colimycine) et les glycopeptides (vancomycine).
Dans un premier temps, la répercussion de la prise ou non d’antibiotiques inhalés par
rapport a la colonisation fongique a été évaluée. Ensuite, les conséquences sur la
contamination fongique de chaque classe d’antibiotique ont motivé une recherche plus
poussée.

Une association entre la présence de S. apiospermum et I'inhalation d’antibiotiques de
maniére générale a été retrouvée (p = 0,001). Plus précisément, |’association entre la prise
d’aminosides, gentamycine ou tobramycine (p = 0,007) et de glycopeptide ou vancomycine

(p =0,01) avec la colonisation par S. apiospermum a été mis en évidence.
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5.1.9 Azithromycine au long court

Une association intéressante a été retrouvée entre la prise au long court

d’azithromycine et la colonisation par A. fumigatus (p = 0,01).

5.1.10 Cures d’antibiotiques intraveineuses

Aucune association significative entre le nombre de cures intraveineuses par an et la

colonisation fongique des patients n’a pu étre mise en évidence.

5.1.11VEMS

Aucune association significative entre le VEMS et une colonisation bactérienne des
patients n’a été démontrée. Il en est de méme pour la colonisation par les especes

fongiques.

5.2 Recherche d’associations entre les espeéeces
fongiques et bactériennes

5.2.1 Aspergillus fumigatus

La recherche d’association entre Aspergillus fumigatus et Pseudomonas aeruginosa non
mucoide se révéle intéressante et proche de la valeur significative (p = 0,07).

De plus, une association significative entre A. fumigatus et S. maltophilia a été
retrouvée grace au test de Fischer (p = 0,0003). En effet, on remarque que 96% des patients
contaminés par S. maltophilia sont également colonisés par A. fumigatus, alors que 59% des

patients non contaminés par S. maltophilia hébergent ce champignon.
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Enfin, une association entre A. fumigatus et S. apiospermum est mise en évidence (p =

0,02).

5.2.2 Scedosporium apiospermum

Une potentielle association entre S. apiospermum et S. aureus méti-R serait
envisageable (p = 0,06).
Par ailleurs, on découvre une forte affinité entre S. apiospermum et P. aeruginosa non

mucoide qui traduit une association significative (p = 0,007).

5.2.3 Cladosporium sp.

Aucune association significative avec les espéces bactériennes n’a été démontrée pour

ce champignon.

5.2.4 Geosmithia argillacea

Pour Geosmithia argillacea, un lien significatif a été établi avec S. aureus méti-R (p =

0,04).
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6 DISCUSSION

La colonisation fongique chez les patients atteints de mucoviscidose est un probléme
majeur qui suscite de nombreuses recherches. Malgré la constante évolution des
connaissances mycologiques, certaines interrogations restent encore sans réponse. Le but
de cette étude est d’avoir un apercu de la contamination fongique chez les patients adultes
suivis au CHU de Rouen et de rechercher des facteurs favorisants qui influenceraient cette
colonisation. Les conséquences des co-infections par les champignons et les bactéries ne
sont a ce jour pas entierement connues, mais de récentes études montrent qu’elles sont
correlées a une dégradation de la fonction pulmonaire plus sévere que lors d’une infection

fongique ou bactérienne isolée (Whittaker Leclair et Coll, 2010).

6.1 Epidémiologie fongique

Cette étude sur six ans nous a permis d’isoler un nombre important d’espéces fongiques
différentes et de mettre en évidence la diversité et la complexité de la maladie : 38 espéces

ont été identifiées entre 2005 et 2010 chez les patients du CRCM de Rouen.

L'espece majoritairement présente est Aspergillus fumigatus avec 74% des patients
colonisés. Dans la littérature, sa fréquence varie de 6 a 56% (Pihet et Coll, 2009). Nous nous
situons donc au dessus de la moyenne. |l est intéressant de remarquer que cette valeur varie
en fonction des pays : 36% aux Etats-Unis (Sudfeld et Coll, 2010), 25% au Danemark, 45% en
Allemagne (Paugam et Coll, 2010), 66,7% en Australie (Blyth et Coll, 2010b). La variation des
résultats selon les études a suscité des réflexions sur l'influence de I’'age, des conditions
climatiques et de la distribution géographique des champignons (Bakare et Coll, 2003). Le

nombre et la nature des cultures, les temps d’incubation, les températures et le manque de
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standardisation des méthodes d’examen mycologique sont également en cause (Bouchara et

Coll, 2009).

Aspergillus fumigatus est peu fréquent chez les jeunes enfants mais tres présent chez
les adultes. Il a en effet été établi dans plusieurs études que I’age du premier isolement de
ce champignon se situait a 12,3 ans (Pihet et Coll, 2009 ; Paugam et Coll, 2010). Cependant
dans une étude récente, 28% des patients agés de 6 a 10 ans étaient contaminés par A.
fumigatus contre 61% des patients entre 21 et 41 ans (Paugam et Coll, 2010). De plus
Sudfeld et Coll ont démontré également que I'dge moyen des patients colonisés par A.
fumigatus était significativement différent de celui des patients non colonisés : 23,8 ans
versus 17,8. lls établissent aussi que les patients ayant plus de 18 ans ont 51% plus de

chance d’étre colonisé par des champignons filamenteux (Sudfeld et Coll, 2010).

Nous avons également mis en évidence une association entre I'age et A. fumigatus : les
jeunes adultes sont plus touchés par ce champignon que les plus agés. Nos résultats
suggerent que pour chaque année, le pourcentage de chance d’étre colonisé par A.
fumigatus diminue de 5%. De plus, une différence significative de I'dge moyen des patients
non colonisés par A. fumigatus (37,7 ans) par rapport a ceux colonisés par ce champignon
(29,9 ans) est notable. Cependant, nos chiffres sont tres différents de ceux retrouvés dans
cette étude américaine. Etant donné que notre étude se base uniquement sur une
population adulte ayant plus de 18 ans, notre chiffre élevé d’isolation aspergillaire et d’age
moyen de contamination par rapport a la littérature pourrait s’expliquer de ce fait.

Dans la littérature, il n’a pas a notre connaissance d’association entre la colonisation par
A. fumigatus et une surmortalité en dehors du contexte de la transplantation. Ces résultats
suggerent que la colonisation par ce champignon survient chez des patients plus gravement
atteints présentant une espérance de vie plus faible mais dont la gravité n’a pu étre
objectivée ici par aucun des facteurs étudiés. On peut émettre I'hypothese que les patients
agés aujourd’hui sont les patients qui étaient les moins colonisés par A. fumigatus il y a vingt
ans car les patients fortement colonisés avaient un taux de survie tres faible du fait de la
mauvaise prise en charge thérapeutique. Ces patients vivent donc plus longtemps et sont

moins colonisés que les jeunes adultes.
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On peut supposer que le nombre de jeunes adultes porteurs d’Aspergillus est plus grand
aujourd’hui du fait d’'une amélioration de la prise en charge, car cette population n’atteignait

pas I'age adulte avant.

Scedosporium apiospermum est le second champignon en terme de fréquence isolé
chez les patients rouennais, en méme proportion que A. versicolor qui ont tous deux un taux
d’isolement de 12,3%. Dans la littérature, S. apiospermum est en effet le deuxieme
champignon le plus fréquemment isolé (Grunderbeeck et Coll, 2010). Son taux varie selon les
études : 8,6% a 10% (Pihet et Coll, 2009 ; Blyth et Coll, 2010b). Comme A. fumigatus, cette
espece fongique est moins fréquente chez les jeunes enfants et commence a coloniser les
patients vers I'adolescence (Cimon et Coll, 2000). La premiere isolation chez le patient se

situe a 14,1 ans (Pihet et Coll, 2009).

A. versicolor est tres fréquent, alors qu’il est rarement rapporté dans la littérature :

0,9% chez Paugam et Coll dans leur étude parue en 2010.

A. terreus est également rapporté fréquemment par les auteurs, avec un taux variant de

1,9% a 6,2% (Pihet et Coll, 2009). Ici, il affecte 6,8% des patients.

A Rouen, le taux d'Aspergillus non fumigatus s’éleve a 26%. Dans les études
précédemment publiées, ce taux est de 10,4% (Paugam et Coll, 2010) et s’éléve jusqu’a

26,1% dans I'étude menée par Sudfeld et Coll en 2010.

En 2010, Blyth et Coll chiffrent a 81,2% le pourcentage de patients infectés par des

champignons filamenteux (Blyth et Coll, 2010a). Des chiffres similaires sont retrouvés a

Rouen : cette proportion est de 84,9%.
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6.2 Associations des especes fongiques avec les
parametres cliniques

Dans cette étude, il n’y a pas d’association entre le diabéte et A. fumigatus comme
précédemment par Paugam et Coll en 2010 et Mlle Poirier dans sa thése d’exercice en 2008.
D’aprés Paugam et Coll, les patients colonisés par A. fumigatus ont moins de risque de
développer un diabéte, malgré le fait que le diabéte soit considéré comme un facteur de
risque aux infections étant donné I'altération des défenses anti-infectieuses en résultant.
Candida albicans est également envisagé par certains chercheurs comme une levure
associée au diabéte (Grunderbeeck et Coll, 2010). Pour notre part, une association
significative entre le diabéte et Candida glabrata a été mise en évidence. Elle n’a pas été

démontrée dans la littérature a notre connaissance.

Linsuffisance pancréatique serait associée a la présence fongique globale d’apres
certains auteurs (Grunderbeeck et Coll, 2010). En effet, une forte association avec A.
fumigatus a été mise en évidence. Cette derniere a été émise également par Amin et Coll,
cité dans I'article de Paugam et Coll en 2010.

Etant donné la différence d’age entre les patients souffrant d’une insuffisance
pancréatique et ceux qui ont un pancréas normal, nous pouvons supposer que la défaillance

pancréatique pourrait étre un facteur de gravité dans I’évolution de la maladie.

Concernant les mutations du gene DF508, aucune association entre la colonisation
fongique et I'existence d’'une homozygotie pour le gene DF508 n’a été démontrée par cette
étude. Parallélement, dans les travaux cités par Mlle Cruypenninck dans sa these d’exercice,
99% des patients homozygotes ont une insuffisance pancréatique (100% dans notre étude)
alors que 28% des hétérozygotes DF508/non DF508 et 64% des non DF508/non DF508 (3
patients sur 5, 60% dans notre étude) sont suffisants pancréatiques. En outre, elle rapporte
que les patients homozygotes DF508 sont atteints plus séverement que les patients
hétérozygotes ou sans mutation DF508. Nous soutenons cette hypothése par la différence

d’age moyen retrouvée entre les homozygotes (26,9 ans) et les hétérozygotes (34,6 ans).
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Nous pouvons supposer également que les patients homozygotes sont les plus gravement

atteints que les hétérozygotes qui vivent plus longtemps.

L’étude a permis de mettre en évidence une association entre A. versicolor et I'lMC. En
effet, plus I'IMC augmente, plus le risque d’étre colonisé par ce champignon augmente.

Nous n"avons pas trouvé de publication en accord avec cette association.

Les conséquences de l'utilisation d’antibiotiques inhalés sur la colonisation fongique
sont étudiées depuis de nombreuses années. Bien que |'usage chronique intermittent de la
tobramycine soit efficace sur P. aeruginosa et améliore le VEMS, Burns et Coll montrent des
1999 une augmentation associée de la colonisation fongique a la fois de Candida albicans et
des Aspergillus sp. Récemment, ['utilisation d’antibiotiques inhalés a été rapportée
également comme un facteur de risque vis a vis de la colonisation fongique (Sudfeld et Coll,
2010). De plus, Vrankrijker et Coll ont émis I'hypothése que la contamination par A.
fumigatus était favorisée par 'usage de cette thérapeutique (Mogayzel et Coll, 2011) de
méme que Mlle Poirier dans sa thése d’exercice en 2008. D’apres les auteurs, les aérosols
modifieraient la flore locale ce qui favoriserait la colonisation fongique. Dans notre étude,
cette association n'a pas été retrouvée dans la population adulte que nous avons étudiée. En
revanche, nous retrouvons une influence des traitements antibiotiques inhalés sur la
colonisation par S. apiospermum. L'utilisation globale des antibiotiques en inhalation
favoriserait la colonisation par ce champignon. Plus précisément, la gentamycine, la
tobramycine et la vancomycine seraient concernées. A notre connaissance, cette association
n’a pas été rapportée dans la littérature. Il serait intéressant d’approfondir cette théorie

grace a des études ultérieures.

L'utilisation des antifongiques dans la mucoviscidose apparait comme protecteur de la
contamination par les especes fongiques filamenteuses (Sudfeld et Coll, 2010). Cependant,
nos résultats ne retrouvent pas cet effet protecteur des antifongiques. L'association
retrouvée entre les traitements antifongiques et la présence d'Aspergillus fumigatus

s'explique par le fait que les patients traités sont des patients déja contaminés.
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L'utilisation au long court d’azithromycine n’a pas beaucoup été étudiée dans les
publications antérieures. Chez les adultes, il n'y a pas a notre connaissance d’association
prouvée entre une cure au long terme et une colonisation fongique. En revanche chez les
enfants, le traitement au long court par cet antibiotique s’est révélé étre associé a la
colonisation aspergillaire (Jubin et Coll, 2010). Les chercheurs expliquent ce phénomeéne par
une possible inhibition de I’antibiotique sur le recrutement et sur I'activation des
neutrophiles qui sont la premiere ligne de défense contre I"’Aspergillus. Nos résultats vont
dans le méme sens que cette étude chez les adultes. En effet, ils suggérent que la prise au
long court d’azithromycine au sein de cette population de patients favorise la colonisation

aspergillaire.

D’aprés les travaux précédemment effectués par Sudfeld et son équipe, le facteur de
risque le plus important pour la contamination par les espéces filamenteuses est la
dégradation pulmonaire. En effet, leurs analyses stastistiques révelent que pour une chute
de 10% du VEMS, le risque d’étre contaminé par des champignons filamenteux augmente de
5%. Par contre, il n’a pas pu étre démontré si c’était I'isolation de champignons qui
contribuait a la dégradation de la fonction pulmonaire, ou si c¢’était seulement un marqueur
de maladies plus séveres des poumons et d’'une prise en charge thérapeutique aggressive
(Sudfeld et Coll, 2010). Les résultats de I'étude menée par Amin et Coll en 2010 vont dans le
méme sens étant donné qu'’ils suggerent que la contamination par A. fumigatus est associée
a la dégradation de la fonction pulmonaire, surtout lorsque P. aeruginosa est présent
(Mogayzel et Coll, 2011). En revanche, Vrankrijker et Coll ont des résulats opposés. D’apres
eux, A. fumigatus n’est pas associé a un déclin plus rapide de la fonction pulmonaire
(Mogayzel et Coll, 2011).

L’analyse statistique n’a pas donné de résultats concluants sur cette association.

Bien que nous n’ayons pas étudié ce parametre, il a été rapporté dans une étude
francaise récente que la présence fongique était significativement associée a une
corticothérapie inhalée, notamment pour les especes filamenteuses. Pour ces chercheurs, ce
type de traitement aurait alors un réle favorisant sur la colonisation fongique (Grunderbeeck

et Coll, 2010). En revanche, dans une étude américaine, les mycologues ont mis en évidence
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I’affirmation contraire, c’est a dire que les corticoides inhalés ont un role protecteur vis a vis
de la contamination fongique (Sudfeld et Coll, 2010).
Ces différentes études menent donc a des interrogations quant a la place des

corticoides dans la prise en charge de la mucoviscidose.

6.3 Associations entre les especes fongiques et
bactériennes

6.3.1 Aspergillus fumigatus

6.3.1.1 Aspergillus fumigatus et Scedosporium apiospermum

Ces deux especes fongiques filamenteuses sont majoritairement isolées dans les
sécrétions des patients atteints de mucoviscidose. Elles ont la capacité de coloniser
chroniquement les voies aériennes (Blyth et Coll, 2010a). Il semblerait que des altérations
préalables du tractus respiratoire, particulierement celles occasionnées par A. fumigatus,
soient nécessaires a la colonisation par S. apiospermum (Cimon et Coll, 2000 ; Pihet et Coll,
2009). De nombreuses études soulignent la présence simultanée ou postérieure d’une
espéce fongique par rapport a I'autre. Cimon et Coll en 2000 décrivent une colonisation par
S. apiospermum chez les patients étant déja colonisés par A. fumigatus. Pihet et Coll dans
leur étude parue en 2009 affirment que chez 10 patients colonisés sur 11, S. apiospermum
est isolé en méme temps que A. fumigatus. De plus, Paugam et Coll en 2010 ont remarqué
que les patients colonisés par A. fumigatus avaient une plus grande prévalence de
Scedosporium que ceux qui n’étaient pas colonisés par A. fumigatus: 16,6% versus 8%.
Quant a Blyth et Coll (2010b), ils décrivent un taux d’isolement du genre Scedosporium
s’élevant jusqu’a 17,4%. De plus, 83% de ces patients étaient co-infectés par d’autres
champignons, notamment A. fumigatus. Dans une étude paralléle, ils identifient que les
especes aspergillaires sont plus fréquentes dans les crachats contenant des Scedosporium

(78,1%) que dans les crachats contenant des Penicillium (33%).
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Notre étude va dans le méme sens que les travaux précédemment effectués grace a
I’'association significative que nous avons mis en évidence entre ces deux espéces fongiques.
Nos résultats suggerent en effet que la colonisation par Scedosporium se ferait plus chez des

patients déja colonisés par Aspergillus.

6.3.1.2 Aspergillus fumigatus et Pseudomonas aeruginosa

Nous nous sommes interrogés sur une potentielle affinité entre A. fumigatus et P.
aeruginosa. Les analyses statistiques révelent un résultat insuffisamment significatif (p =
0,07). Elles suggerent cependant que le fait d’étre contaminé par cette bactérie favoriserait
la colonisation des patients par A. fumigatus. Cette association approchant icic la
significativité a déja été décrite dans la littérature: Paugam et Coll montrent que I'isolement
d’A. fumigatus est plus fréquent chez les patients colonisés par P. aeruginosa. lls affirment
que la présence de P. aeruginosa est un facteur de risque a développer une infection a A.
fumigatus. Leur association est fréquente : 64,2% dans une étude de Bakare et Coll en 2003
cité par Whittaker Leclair et Coll. A Rouen, nous avons comparé les pourcentages
d’association d’A. fumigatus et de P. aeruginosa. Nous avons donc 64% de patients colonisés
a la fois par P. aeruginosa non mucoide et A. fumigatus contre 53% de patients infectés par

P. aeruginosa mucoide et A. fumigatus.

Pour expliquer cette association, il a été suggéré que le biofilm formé par P. aeruginosa

dans les voies respiratoires pourrait faciliter la colonisation par A. fumigatus (Paugam et Coll,

2010).

6.3.1.3 Aspergillus fumigatus et Stenotrophomonas maltophilia

Nous avons retrouvé dans notre étude une tres forte association entre ces deux
especes. Elle a déja été évoquée dans la littérature par plusieurs auteurs. En effet, Bakare et
Coll remarquent que tous les patients contaminés par le complexe B. cepacia ou S.
maltophilia ont également A. fumigatus dans leurs crachats au moins une fois durant la

période prise en compte et supposent une association (Whittaker Leclair et Coll, 2010).
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Marchac et Coll ont mis également en évidence une association entre la présence d’A.
fumigatus et S. maltophilia. Dans cette étude comprenant 63 patients, A. fumigatus fut
retrouvé chez 51% des patients contaminés par S. maltophilia contre 9% chez les patients
non contaminés par S. maltophilia avec un p < 0,001 (Whittaker Leclair et Coll, 2010). Nos
chiffres sont plus élevés : 96% des patients colonisés par S. maltophilia le sont également par
A. fumigatus alors que 59% des patients non infectés par cette bactérie le sont par A.
fumigatus. Mais I’hypothése que S. maltophilia favoriserait la colonisation par A. fumigatus

semble rejoindre celles émise par les auteurs précédemment.

6.3.1.4 Aspergillus fumigatus et mycobactéries

Il a été évoqué une association entre A. fumigatus et les mycobactéries (Paugam et Coll,
2010). Dans cette étude, les chercheurs ont remarqué que les patients positifs a
mycobactéries non tuberculeuses représentaient 13,1% des patients porteurs d'A.
fumigatus versus 4,6% des patients non porteurs d'Aspergillus fumigatus (p = 0,05). Nous

n’avons pas mis en évidence d’affinité particuliére entre ces deux especes pathogénes.

6.3.2 Scedosporium apiospermum

6.3.2.1 Scedosporium apiospermum et Pseudomonas aeruginosa

D’aprés une étude australienne en 2010, les patients colonisés ou infectés par P.
aeruginosa mucoide auraient moins de risque d’étre colonisés par Scedosporium que les
sujets non colonisés par cette bactérie. P. aeruginosa serait donc considéré comme un agent
protecteur de la colonisation par S. apiospermum. En revanche, P. aeruginosa non mucoide

n’a pas démontré d’influence sur ce champignon (Blyth et Coll, 2010b).

Contrairement a cette étude, nous avons relevé une association entre Scedosporium et

P. aeruginosa non mucoide. En effet, nous mettons en évidence que le fait d’étre colonisé
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par P. aeruginosa non mucoide serait un facteur favorisant le développement d’une

infection par S. apiospermum.

6.3.2.2 Scedosporium et Staphylococcus aureus méti-R

Une possible association entre I'absence de Scedosporium et la présence de S. aureus
méti-R est envisageable (p = 0,06). Nos résultats suggerent que S. aureus méti-R aurait un
effet protecteur vis a vis d’'une colonisation ultérieure par S. apiospermum. Cependant,
aucune association n’a été évoquée dans la littérature a notre connaissance entre ces deux

germes.

6.3.3 Geosmithia argillacea

G. argillacea a fait I'objet d’'une étude en 2010 par Giraud et Coll. Elle inclut 8 patients
colonisés chroniquement par ce champignon. Chez 7 d’entre eux, on retrouve une
colonisation chronique a S. aureus. La colonisation par le champignon avait lieu aprés
I'infestation par diverses bactéries. De ce fait, on suppose que des lésions épithéliales
causées par une colonisaton chronique bactérienne seraient nécessaires a I'établissement
de G. argillacea dans les voies respiratoires (Giraud et Coll, 2010).

Dans notre étude, nous avons également trouvé une association entre G. argillacea et S.
aureus. Contrairement aux travaux de Giraud et Coll, nous avons différencié les souches
méti-R et méti-S. Ce sont en effet les souches méti-R qui semblent favoriser la présence du

champignon dans les voies respiratoires.
Etant donné I'’émergence de ce pathogéne dans la mucoviscidose, il serait intéressant

de mener une étude plus large incluant un plus grand nombre de patients afin d’observer

I'influence des bactéries sur la colonisation par Geosmithia.
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6.4 Intéréts, limites de I'étude et perspectives de
recherche

Le but de cette étude était de réaliser une « photographie » de la colonisation fongique
chez la population rouennaise du CRCM, de mettre en avant les espéces fongiques
majoritaires ainsi que les bactéries importantes dans le cadre de la mucoviscidose.

Notre étude rassemble 73 patients, ce qui peut paraitre peu en comparaison de certaines
études qui se chiffrent par centaines de patients. Cependant, la durée sur six ans nous
permet d’avoir un nombre conséquent de prélevements. Nous n’avons considéré que les
adultes, ce qui réduit aussi la population étudiée mais a I'avantage de se concentrer sur une
catégorie spécifique de patients et d’étudier des parameétres propres aux adultes. Les
résultats auraient probablement été différents si nous avions réuni les deux populations.
C’est un choix que nous avons fait étant donnée I'augmentation de I'espérance de vie et de

la survie des patients adultes.

Des associations publiées dans la littérature ont été mises en évidence, ce qui refléte
I'intérét de notre étude. Des associations non évoquées auparavant a notre connaissance
telles que C. glabrata et diabete ou A. versicolor et IMC motiveraient des travaux ultérieurs
plus approfondis malgré la faible fréquence de ces champignons et leur pouvoir pathogéne

peu connu.

Les germes different selon leur situation géographique. A Rouen, les taux d’isolement
de certains champignons étaient trop faibles pour étre analysés statistiquement. De ce fait,
certaines especes intéressantes n’ont pas pu étre étudiées telles que B. cepacia, E.
dermatitidis, A. niger, A. flavus ou insuffisamment comme G. argillacea. Ces pathogenes
émergents sont peu connus et nécessitent un approfondissement des connaissances afin de

déterminer leur dangerosité vis a vis des patients atteints de mucoviscidose.

Enfin, certains paramétres n'ont pas été inclus dans cette étude, comme I'utilisation de

corticoides inhalés qui est trés contreversée dans la littérature, ou la prise orale
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d’antibiotiques. De plus, nous n’avons pas pris en compte I'impact des champignons sur la
réponse immunitaire des patients. Il serait intéressant de mener des études statistiques
permettant d’associer ces éléments a la présence fongique chez les patients suivis au CHU

de Rouen.

Faute de données suffisantes, d’autres éléments n’ont pas pu étre exploités tels que la
cirrhose pouvant étre développée par le patient malade, le prolapsus rectal parfois associé a
la maladie ou encore le score de Schwachman qui évalue la gravité de la pathologie. Leur
association a la colonisation fongique et la maladie est incertain et justifierait une analyse

statistique ultérieure.
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7 CONCLUSION

La détérioration de la fonction respiratoire, associée a l'intensité de colonisation et de
surinfections broncho-pulmonaires, conditionne le pronostic des patients atteints de
mucoviscidose. La colonisation par la flore fongique est bien moins connue que la
colonisation bactérienne malgré la place importante des champignons dans cette maladie.
Cette contamination conduit a des répercussions pouvant étre séveres et joue un réle
majeur dans I’évolution de la maladie. C'est pourquoi il est crucial d’améliorer nos
connaissances concernant ces pathogenes pour une meilleure prise en charge du patient,

I"amélioration de sa qualité de vie et sa survie.

De nombreuses études ont été menées afin de mettre en évidence le réle pathogéne
des champignons ainsi que leurs effets vis a vis de différents aspects cliniques propres a la
mucoviscidose tels que le diabéte, I'état pancréatique, la fonction respiratoire, ou non
spécificiques comme I'age, le poids, le sexe. Des travaux comparatifs entre la colonisation
fongique et les traitements thérapeutiques utlisés ont été également menés, aboutissant a

des résultats divergeants.

Nous avons pensé qu’il était pertinent de situer les patients atteints de mucoviscidose
et suivis au CHU de Rouen par rapport aux études précédemment publiées. Des associations
intéressantes reliant les populations fongiques entre elles (Aspergillus et Scedosporium) ou
avec les espéces bactériennes (Geosmithia et Staphylococcus aureus, Scedosporium et
Pseudomonas aeruginosa) ressortant de |'étude sont confortées par des publications
antérieures. En revanche, les résultats de la comparaison avec les parameétres cliniques tels
que le diabéte ou le VEMS sont surprenants et mériteraient d’étre approfondis car ils

different des hypothéses précédemment formulées.
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Il serait intéressant d’élargir ce travail en étudiant ces données par rapport a une
population plus importante afin d’étre plus précis dans les analyses statistiques. Nous
n’avons pris en compte que la population adulte du CHU de Rouen. Selon I'age des patients,
les colonisations fongiques et bactériennes sont différentes, ainsi que les manifestations
cliniques de la mucoviscidose. Comparer les patients adultes aux enfants du CHU de Rouen
pourrait faire I'objet d’'une étude postérieure. Prendre en compte les corticoides inhalés
semblerait également intéressant étant donnée la divergence des récentes publications afin

d’évaluer la place de cette thérapeutique dans la mucoviscidose.
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Annexe 1 : Tableau des especes fongiques colonisant les patients du CHU de

Rouen

Espéces fongiques isolées

Nombre de patients

Pourcentage de la

colonisés population totale
Aspergillus fumigatus 54 74
Aspergillus versicolor 9 12,3
Aspergillus niger 1 1,4
Aspergillus terreus 5 6,8
Aspergillus flavus 3 4,2
Aspergillus ornatus 1 1,4
Aspergillus ochraceus 1 1,4
Aspergillus nidulans 3 4,2
Aspergillus glaucus 2 2,7
Scedosporium apiospermum 9 12,3
Geotrichum sp. 9 12,3
Cladosporium sp. 7 9,6
Alternaria sp. 2 2,7
Geosmithia argillacea 1 1,4
Penicillium thermosensible 13 17,8
Penicillium thermorésistant 5 6,8
Candida albicans 60 82,2
Candida glabrata 4 5,5
Candida tropicalis 2 2,7
Candida kefyr 5 6,8
Candida lipolytica 5 6,8
Candida parapsilosis 4 5,5
Candida krusei 1 1,4
Candida sake 1 1,4
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Candida pulcherima 1 1,4
Candida famata 1 1,4
Candida non albicans 8 11
Saccharomyces cerevisiae 3 4,2
Fusarium sp. 3 4,2
Kloeckera sp. 1 1,4
Trichoderma viride 5 6,8
Paecilomyces variotti 4 5,5
Ulocladium sp. 1 1,4
Exophiala sp. 2 2,7
Chrysosporium sp. 2 2,7
Cunninghamella sp 1 1,4
Acremonium sp. 2 2,7
Phialophora sp. 1 1,4
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Annexe 2 : Tableau représentant les patients en fonction du nombre d’années

au cours desquelles ils furent traités par des cures d’antibiotiques

intraveineux

Nombre d’années avec au Pourcentage par rapport ala
Nombre de patients
moins une cure population étudiée (56
concernés
d’antibiotique intraveineuse patients)
1 13 23%
2 10 18%
3 10 18%
4 8 14%
5 8 14%
6 7 13%
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Annexe 3 : Tableau représentant les patients en fonction du nombre d’années

au cours desquelles ils furent traités par des cures d’azithromycine

Nombre d’années avec au

moins une cure

Nombre de patients

Pourcentage par rapport a la

population étudiée (57

concernés
d’azithromycine patients)

1 8 14%
2 12 21%
3 6 11%
4 4 7%

5 9 16%
6 18 32%
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Annexe 4 : Tableau représentant les patients en fonction du nombre d’années

au cours desquelles ils furent traités par des cures d’antibiotiques inhalés

Nombre d’années avec

au moins une cure

Nombre de patients

Nombre d’années

de bithérapie parmi

Nombre de patients

concernés concernés
d’antibiotiques inhalés les patients traités
1 9 1 8
2 9 2 12
3 9 3 2
4 8 4 1
5 6 5 1
6 9 6 2
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Annexe 5 : Tableau représentant les patients en fonction du nombre d’années

au cours desquelles ils recurent des traitements antifongiques

Nombre d’années de

Nombre de patients

Pourcentage par rapport a

traitements antifongiques concernés la population totale

0 18 25,4%
1 8 11,3%
2 12 16,9%
3 6 8,5%
4 13 18,3%
5 5 7%

6 9 12,7%
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Titre de la thése : Etude de la colonisation fongique chez les patients adultes atteints de
mucoviscidose au CHU de Rouen entre 2005 et 2010.

Mots-clés : Mucoviscidose - Colonisation - Champignons - Aspergillus fumigatus -
Scedosporium apiospermum - Pseudomonas aeruginosa - Staphyloccocus aureus

Résumé : Les infections broncho-pulmonaires représentent un probléme majeur chez les
patients atteints de mucoviscidose quant a I’évolution de la maladie. Les facteurs de risque
de survenue des infections et/ou colonisations fongiques ne sont a ce jour pas clairement
défini. Aspergillus fumigatus et Candida albicans sont les espéces les plus fréquentes
colonisant les voies respiratoires de ces patients. Ces derniéres années, certains
champignons tels que Scedosporium apiospermum, Exophiala dermatitidis, Aspergillus
terreus se sont révélés pathogénes pour le patient atteint de mucoviscidose. En outre,
d’autres especes fongiques comme Scedosporium prolificans, Aspergillus flavus, Geosmithia
argillacea apparaissent émergentes et suscitent actuellement de nombreuses recherches.

Cette étude a été menée chez les patients adultes du CRCM de Rouen dans le but de
décrire la population fongique. Elle confirme qu’A. fumigatus (74%) ainsi que Candida
albicans (82%) sont les especes les plus fréquentes colonisant les voies respiratoires de ces
patients. Une proportion notable de S. apiospermum (12%), A. versicolor (12%), A. terreus
(6,8%) colonise également les patients de Rouen.

Par ailleurs, nous avons recherché I'existence d’associations entre la colonisation
fongique et des parametres cliniques, thérapeutiques et la colonisation par des pathogénes
bactériens. Ainsi, dans notre population adulte, C. glabrata est associé a la présence d’'un
diabéte, A. fumigatus a la présence d’une insuffisance pancréatique. En outre, les
antibiotiques inhalés favoriseraient la colonisation par S. apiospermum et |'usage au long
court d’azithromycine avantagerait la croissance d’A. fumigatus dans les voies respiratoires.
La recherche d’associations entre les populations fongiques et bactériennes a aussi été
concluante : A. fumigatus est plus fréquemment rencontré chez les patients colonisés par S.
maltophilia, par P. aeruginosa . S. apiospermum est aussi plus fréquemment rencontré chez
les patients colonisés par S. maltophilia, par P. aeruginosa, et par ceux colonisés par A.
fumigatus.
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