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Les levures du genre Candida représentent les principaux pathogenes responsables
d'infections fongiques invasives, notamment chez le patient immunodéprimé. [1, 2] Depuis les
années 1980, la part des patients non immunodéprimés développant une infection invasive a
ces levures augmente. [3] Cette évolution est induite par I'amélioration continue des soins
entrainant une augmentation du nombre de patients immunodéprimés ainsi qu’une
augmentation des actes qui favorisent I'émergence des candidoses invasives (antibiothérapie
antibactérienne, pose de cathéters, nutrition parentérale). [4, 5]

Du fait de l'absence de signes spécifiques de l'infection, le diagnostic des candidoses
invasives, dont les candidémies, est difficile a établir et survient tardivement. [6] Si le
traitement est administré tardivement ou n'est pas adéquat, la mortalité attribuable des
candidémies est élevée, variant de 30 a 60% en fonction des situations cliniques et des
especes. [7, 8] Ainsi, la mise en place d'un traitement empirique est recommandée par les
principaux comites d’experts internationaux pour les patients a risque de candidose invasive.
[9, 10] Ces traitements administrés n‘ont pas nécessairement d'effets sur le pronostic a court
terme des patients, [11] induisent une sélection des especes naturellement résistantes et
modifient la sensibilité aux antifongiques des autres especes de Candida, [12] pouvant
entrainer des échecs thérapeutiques. [13, 14] De plus, la recommandation d'administrer en
premiére ligne des antifongiques de la famille des échinocandines entraine une augmentation

non négligeable du codt de prise en charge des patients. [15-17]

L'un des enjeux dans la prise en charge des candidémies est I'amélioration de la
performance des méthodes diagnostiques pour diminuer le delai avant la mise en place d'une
thérapeutique efficace. Actuellement, la méthode diagnostique de référence d'une candidémie
est l'obtention d'une hémoculture positive malgre une faible sensibilité de la méthode (75%
dans le meilleur des cas). La sensibilité des hémocultures peut étre impactée par
I'administration préalable d'un traitement antifongique. [18] Cependant, il existe trois types de
flacons d'hémoculture et I'impact d'un traitement antifongique sur la croissance des levures
dans ces differents flacons n'est pas clairement établi. De méme, le type de flacon
d’hémoculture a privilégier selon la présence ou non d'un traitement antifongique reste une

question non résolue, notamment dans les services de soins intensifs.

L'informatisation des données permet de disposer rapidement d'un recueil rétrospectif
de qualité qu'il est possible d'exploiter en utilisant des méthodes d'analyse adaptées aux
données répétées. Il a donc été possible d'apporter des éléments de réponse aux questions

13



posées quant a I'impact d'un traitement antifongique systémique préalable sur le diagnostic

des candidémies a partir des données du CHU de Grenoble.

Cette thése s'articule en trois parties. Dans une premiere partie, nous ferons de brefs
rappels bibliographiques sur les candidémies et les traitements antifongiques systémiques.
Dans une deuxieme partie, nous aborderons les modeles hiérarchiques utilisés pour prendre en
compte les données répétées. Et enfin, la troisieme partie est composée de l'article intitulé "
Impact of systemic antifungal therapy on the detection of Candida species in blood cultures in
clinical cases of candidemia" présentant les résultats et qui a été soumis a la revue

International Journal of Antimicrobial Agents.
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I. Les candidoses invasives

1. Définition
Le spectre des infections liées aux levures du genre Candida est relativement large. A la
différence des candidoses cutanéo-mugqueuses qui se caractérisent par une infection de la peau
(intertrigo) ou des muqueuses (candidose buccale, cesophagite et vulvovaginite), la candidose
invasive fait suite a une pénétration des levures du genre Candida dans les tissus, sous la
barriére épithéliale, ou au niveau des organes. [19, 20] Trois types de candidoses invasives

peuvent étre documentées [21, 22] :

e Les candidémies qui sont déterminées par l'isolement d'une espéce de Candida dans
au moins une hémoculture.

e Les candidoses intra-abdominales ou péritoneales, définies par au moins une
culture positive a Candida spp. dans le liquide péritonéal collecté en peropératoire.

e Les autres candidoses invasives, ou candidoses profondes sont définies par un
examen histopathologique ou cytopathologique et/ou une culture montrant des
levures dans un échantillon provenant d’un site normalement stérile (liquide

pleural, humeur aqueuse, biopsie hépatique ou rénale...).

2. Physiopathologie

Les candidoses invasives sont secondaires, dans la grande majorité des cas, a une
contamination endogéne a la différence des autres infections fongiques invasives pour
lesquelles la contamination est principalement exogene et aéroportée. Le modéle
physiopathologique qui permet d’expliquer la plupart des candidoses d’origine endogéne est
un modeéle de translocation digestive des levures commensales du microbiote intestinal
(Figure 1). [3, 23] L'étape préalable a I’infection est le plus souvent une colonisation accrue et
persistante de la muqueuse digestive qui se développe a la suite soit d'une modification de
I'écosystéme de la flore endogene, [3] notamment du fait de I'administration de thérapeutique
antibactérienne a large spectre chez des patients a risque, [24] soit a la suite d’une perte
d’intégrité physique de la muqueuse apres une chirurgie ou l'administration de traitements
cytotoxiques. [25] Si la majorité des levures responsables de candidoses invasives est
d'origine endogene, il existe également une origine exogene liée a une pénétration par voie
transcutanée, favorisée par des matériels étrangers, notamment dans les unités de soins
intensifs. [26] Ce mode de contamination peut donner lieu a des contaminations croisées. [27]

Ainsi, les cathéters veineux centraux constituent une porte d'entrée importante pour les
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candidoses invasives et permettent le développement de biofilms, sources de contaminations

secondaires et de résistances aux antifongiques. [21]

Aprés I'étape de colonisation favorisée par les facteurs d’adhésion exprimés par les
especes invasives de Candida spp., les levures sont capables de passer a travers la barriére
épithéliale par micro-invasion. Cette invasion est facilitée par la capacité a former des
filaments qui est un facteur de virulence important méme s’il n’est pas indispensable. En
effet, C. glabrata par exemple, n’existe que sous forme levure et est la deuxiéme espece
responsable de candidose invasive.

De la méme facon qu’elles ont traversé la muqueuse intestinale, les levures pénéetrent
dans les vaisseaux provoquant une infection systémique et une dissémination a tout
I’organisme (Figure 1). [3, 23] Les formes péritonéales sont particuliéres, car elles sont
secondaires a une perforation digestive entrainant ainsi une dissémination dans la cavité

péritonéale sans dissémination hématogéne initiale. [28]

Oro-pharyngée
Tractus digestif
Tractus génital
Tractus urinaire

Hypha Yeast cell

Q. o ‘?___;9 Modification du microbiote

1
1
:
- 1
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|
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@& © | © Colonisation des mugueuses

Pénétration tissulaire et
invasion

Dissémination
vasculaire
(candidémie)

- Invasion des organes apres
& @ Q. dissémination hématogéne
(Candidose profonde)

Figure 1: Physiopathologie de la candidose invasive d'aprés Gow 2012, Nature Reviews Microbiology [23]
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3. Facteurs de risque

Les facteurs de risque d'une candidose invasive sont nombreux et non spécifiques.
Parmi les plus importants, on distingue : une colonisation multi-site a Candida, [29, 30] une
antibiothérapie, la présence de dispositifs intra-vasculaires (cathéters veineux centraux,
cathéter de Swan-Ganz, cathéters artériels notamment), une neutropénie, un acte chirurgical et
notamment chirurgie abdominale, une nutrition parentérale, une corticothérapie, une
chimiothérapie, les défaillances d'organes, une insuffisance rénale aigué, une ventilation
mécanique, la durée de séjour notamment en soins intensifs, un sepsis, un age extréme
(nouveau-nés ou patients agés). [3] Le Tableau 1 adapté de l'article de Pfaller et al. [31]

présente une synthése des principaux facteurs de risque de candidose invasive.

Tableau 1 : Synthése des facteurs de risque de candidose invasive selon Pfaller et al. [31]

Facteurs de risque

Réle suggéré dans l'infection invasive

Agents antimicrobiens

Traitement par corticostéroides
Ages extrémes (<1 an et >70 ans)
Chimiothérapie

Cancer

Colonisation antérieure
Suppression de l'acidité gastrique
Présence de cathéters

Nutrition parentérale totale

Neutropénie (<500/mm>)
Chirurgie gastro-intestinale

Ventilation mécanique
Défaillance rénale, hémodialyse

Malnutrition

Durée d'hospitalisation ou de séjour en
soins intensifs

Défaillances d'organes

Accrois la colonisation et favorise lI'accés vasculaire
des levures

Immunosuppression

Immunosuppression

Immunosuppression

Altération de la barriere muqueuse
Immunosuppression

Favorise la pénétration vasculaire

Favorise la colonisation et la pénétration vasculaire
Accés vasculaire direct

Possibilité de biofilms

Accés vasculaire direct

Hyperglycémie

Contamination directe

Immunosuppression

Altération de la barriere muqueuse

Acces vasculaire direct

Voie d'infection

Voie d'infection

Voie d'infection

Immunosuppression

Immunosuppression

Exposition aux pathogénes

Exposition a des facteurs de risques additionnels
Immunosuppression

Exposition a des procédures invasives
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4. Epidémiologie des candidoses invasives
Le genre Candida constitue la premiére cause d'infections fongiques. [32-35] Une étude
menée sur le Programme de Médicalisation du Systéme d'Information (PMSI) en France sur
dix ans, a montré que les candidoses invasives représentaient presque la moitié des infections
fongiques invasives (43,4%) suivies par les pneumonies a Pneumocystis jiroveceii (26,1%),
les aspergilloses invasives (23,9%) et les cryptococcoses (5,2%). [36]

L'incidence des candidoses invasives a augmenté depuis les vingt derniéres années, [37]
pour atteindre 9 a 12% des septicémies, et ces infections sont classées au quatriéme rang des
causes de septicémies nosocomiales. [21, 38] La mortalité attribuable des candidémies est
estimee entre 25 et 38%. [37]

5. Le genre Candida et les espéces pathogenes

a. Généralités

Le genre Candida fait partie de la famille des Saccharomycetaceae qui est une des
familles de champignons microscopiques. [39] Il s'agit de levures unicellulaires, dont plus de
200 espéces ont été décrites. L'absence de chlorophylle les classe parmi les organismes
hétérotrophes, c'est-a-dire qu'ils puisent leurs ressources, et notamment les hydrates de
carbone, dans le milieu extérieur pour assurer leur survie et leur croissance. [40] Ce sont des
organismes cosmopolites qui sont retrouvés comme commensaux des animaux
homéothermes. [41] Chez I'homme, certaines espéces du genre Candida sont décrites comme
étant des colonisateurs de I'épiderme et d’autres font partie de la flore normale des muqueuses
buccales, intestinales et vaginales. [42] C. albicans reste I'espéce prédominante, méme si cela
peut varier en fonction des pays, de I’age de la population ou en fonction des écosystemes
hospitaliers. Depuis quelques années, il y a une augmentation de la proportion des espéces
Candida autres que albicans (C. non albicans). [43] L’épidémiologie des candidoses
invasives est dominée par les cinqg especes suivantes : C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis et C. krusei. L'identification de I'espece impliquée dans une
candidose invasive est cruciale pour le choix du traitement antifongique, du fait de I'existence

de résistances naturelles.
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b. Candida albicans
Il s'agit d'une espéce commensale des muqueuses humaines, notamment la muqueuse
digestive. Elle est retrouvée dans la majorité des cas d'infections cutanéo-muqueuses et dans
40 a 70% des cas de candidémies. [44] La présence d'une tumeur solide, I'absence de
prophylaxie par fluconazole ainsi que I'absence de neutropénie ont été identifiées comme

facteurs en faveur de C. albicans.

c. Candida non albicans

Ces especes sont en émergence d'une part a cause de la pression de sélection exercée par
le fluconazole sur C. albicans qui y est tres sensible, et d'autre part du fait de I'augmentation
du nombre de patients présentant des facteurs favorables a ces especes. [45, 46] Candida
glabrata se retrouve principalement chez les patients les plus agés. C. tropicalis et C. krusei
sont des espéces qui concernent les patients ayant une chimiothérapie lourde avec une
neutropénie sévere. C. parapsilosis colonise principalement la peau, et est responsable de
candidémie dont la porte d'entrée est un cathéter apres formation de biofilm. [21] C’est
I’espece la plus fréquemment impliquée en réanimation néo-natale. Les principaux facteurs

associés a I’émergence d'especes non albicans sont présentés dans le Tableau 2. [47]

Ces especes présentent souvent une résistance intrinseque aux antifongiques
systémiques. Les souches de C. glabrata et C. krusei sont intrinsequement moins sensibles et
résistantes, respectivement au fluconazole. Les isolats de C. parapsilosis présentent une
sensibilité naturelle moindre aux échinocandines. [45] La mortalité attribuable est différente
selon les espéces, C. tropicalis et C. glabrata présentent la mortalité attribuable la plus élevée,
estimée a 40-70% tandis que C. parapsilosis la plus basse, estimée a 20-40%. [46]

Tableau 2 : principaux facteurs associés a I'émergence d’espéces non albicans (d’aprés Paramythiotou et al. [47])

Patients agés

Transplantation d'organes solides

Exposition préalable au fluconazole

Association avec des antibiotiques (vancomycine, piperacilin/tazobactam)

C. glabrata

Formation de biofilms sur cathéters
Epidémies nosocomiales

C. parapsilosis Matériel implanté

Nutrition parentérale totale
Réanimation néo-natale, enfants

Neutropénie
C. tropicalis Chimiothérapie
Hémopathies malignes

Association avec des antibiotiques (vancomycine, piperacilin/tazobactam)
Hémopathies malignes

C. krusei Neutropénie

Chirurgie abdominale récente

Exposition préalable au fluconazole
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1. Diagnostic biologique

Le diagnostic des candidoses invasives est difficile et souvent retardé du fait de
I'absence de signes cliniques ou radiologiques specifiques. [6, 19, 21] Les cultures, et
notamment les hémocultures, restent les méthodes de référence pour poser un diagnostic de
candidémie. Elles permettent d’identifier I'espece et de déterminer la sensibilité aux
antifongiques. Cependant, dans le meilleur des cas, la sensibilité d'une hemoculture reste
insuffisante (entre 50 et 75%). Elle est impactée par la présence d'un traitement antifongique
[18] et par une localisation profonde, par exemple dans les péritonites, ou la levure n’est pas
forcément présente dans le sang. [6, 21] Enfin le temps de diagnostic est lié au délai de
croissance des levures dans les milieux de culture, [48-51] retardant d'autant la possibilité de
mettre en place un traitement efficace. [52] Ainsi le temps moyen de positivité d'un flacon
d'’hémoculture, toutes espéces confondues a été estimé a 25.9 heures £24.9 heures, avec un
temps de positivité plus important pour C. glabrata (56.5h + 25.5h). [51]

Un des enjeux actuels dans la prise en charge des candidoses invasives est de réduire le
délai de diagnostic et d'identifier des biomarqueurs permettant un diagnostic fiable et précoce
afin de commencer le plus tét possible un traitement ciblé. Deux marqueurs ont éte étudiés

récemment, le (1,3)-B-D-glucane et le mannane.

Le (1,3)-B-D-glucane est un composant de la paroi fongique qui peut étre detecté
précocement lors d'une infection fongique invasive [53] et dont la diminution est corrélée a
une évolution favorable notamment a la suite d'une candidose invasive. [54] Cependant il ne
s'agit pas d'un composant spécifique des levures du genre Candida et il est détectable plus
d'un mois apres la fin de I'infection. [21] De plus, le (1,3)-pB-D-glucane ne permet pas toujours
de distinguer la colonisation de I’infection, distinction qui reste un enjeu majeur chez les
patients a risque. Etant donné la faible prévalence des candidoses invasives, un résultat négatif
peut étre considéré comme une absence d'infection fongique, [53] mais ce biomarqueur ne
permet pas de valider le diagnostic. De plus, la forte valeur prédictive négative, souvent
présentée dans les etudes comme un avantage important de ce marqueur, ne permet pas
d'exclure beaucoup de patients a risque, notamment dans les unités de soins intensifs. En
effet, les patients a risque présentent souvent un résultat positif, du fait de la colonisation

préexistante qui peut concerner jusqu'a 80% des patients. [21]

Le mannane, polysaccharide de la paroi des Candida, est un autre marqueur qui a fait

I'objet d'études pour le diagnostic des candidoses invasives. L'antigéne mannane et les
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anticorps anti-mannanes peuvent étre mesurés a l'aide d'un test immuno-enzymatique
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay ou ELISA). Il s'agit d'un marqueur plus spécifique
que le (1,3)-B-D-glucane, mais dont la sensibilité reste faible. [55] Des études ont montré
I'intérét de rechercher conjointement le (1,3)-p-D-glucane et le mannane pour le diagnostic

des candidoses invasives. [56]

La détection de I'ADN fongique a l'aide de méthode de biologie moléculaire
(Polymerase Chain Reaction ou PCR) montre de meilleures performances en terme de
sensibilité et de spécificité que les autres biomarqueurs. [57] Cependant, l'absence de
consensus sur les cibles a amplifier ainsi que sur les methodes a utiliser a retarde le

développement de tests utilisables en pratique clinique.

Une nouvelle méthode de diagnostic rapide basée sur la résonnance magnétique T2 est
en cours de développement et d'approbation par la Food and Drug Administration aux Etats-
Unis. [58] Cette approche automatisée appelée T2Candida propose d'identifier les espéces
invasives directement a partir d'un prélevement sanguin. Sans entrer dans les détails
techniques, la méthode se base sur une amplification et une hybridation des amplicons qui
modifient le champ magnétique. Les performances de cet outil devancent celles des tests
actuels avec un temps de positivité moyen de 4 heures (contre une moyenne de 24 a 36 heures
pour les hémocultures en fonction des especes) et une sensibilité et une spécificité supérieures

a 90%, déterminées en utilisant les hemocultures comme gold standard. [58]

Enfin une nouvelle méthode permettant de reduire le temps nécessaire pour identifier
une espece fongique a partir d'une culture positive a été développée : la spectrométrie de
masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight). [59] Ces
techniques permettent une identification d'espéce directement a partir d'un milieu

d’hémoculture sans attendre la subculture qui demande au moins 24h,

I11.  Les traitements antifongiques systémiques
Quatre familles de molécules sont utilisées dans la prise en charge des candidoses
invasives : les polyenes, les triazolés, les échinocandines et les pyrimidines (flucytosine) et

sont représentés schématiquement dans la Figure 2 issue de l'article de Maubon et al. [60]
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Figure 2 : Cibles et mécanismes d'actions des antifongiques systémiques (Maubon et al. [60])

1. Les échinocandines

Il s'agit de la derniére famille de molécules antifongiques mises sur le marché avec la
caspofungine (2001), la micafungine (2005) et I'anidulafungine (2006). [61] Leur action sur
les levures du genre Candida est décrite comme étant principalement fongicide. Ils sont
impliqués dans I'inhibition d'une enzyme, la glucane synthase, responsable de la synthése des
(1,3)-p-D-glucanes, composants essentiels de la paroi fongique. [62] Les principaux
phénomenes de résistance observés sont liés a une mutation des genes FKS qui codent pour la
(1,3)-p-D-glucane synthase. Ce phenomene entraine une diminution de I'activité inhibitrice et
est a l'origine d'une resistance croisee aux trois molécules. [45, 60] L’espéce C. parapsilosis
présente un polymorphisme naturel pour ces genes, ce qui diminue leur sensibilité aux

échinocandines. [45]

2. Lestriazoles

Le fluconazole est apparu en 1990 et présente une excellente biodisponibilité par voie
orale, une large distribution, y compris dans le liquide céphalo-rachidien et I'humeur vitrée et
un risque d'interaction et de toxicité moindres que les précédents azolés. Il est rapidement
devenu l'un des antifongiques les plus prescrits pour les infections invasives. Son mode
d'action fongistatique repose principalement sur l'inhibition d'une enzyme, la 14-a-
deméthylase (également appelée Ergll ou Cyp51p). Le blocage de cette enzyme a trois effets
majeurs : 1) une déplétion en ergostérol membanaire, provoquant une altération de la fluidité

et une fragilisation de la membrane 2) une modification de l'activité des protéines liées a la
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membrane parmi lesquelles on trouve les enzymes responsables de la synthese des B-D-
glucanes et de la chitine et 3) la synthese de 14-a-methyl-stérols qui sont toxiques pour la
cellule fongique. [45, 62, 63]

Cependant, le fluconazole présente une absence totale d’activité sur les champignons
filamenteux comme les Aspergillus, les Fusarium, ou les Mucorales. Par ailleurs dans le genre
Candida, les espéces C. glabrata et C. krusei, C. inconspicua et C. norvegiensis sont moins
sensibles, voire complétement résistantes. C'est pourquoi la recherche s'est poursuivie et a
abouti a de nouvelles molécules, avec I'apparition du voriconazole (2002), du posaconazole
(2006) et de [I’isavuconazole (2014), antifongiques a large spectre. Cependant, cet
élargissement du spectre d'activité s'est fait aux dépens de la variabilité pharmacocinétique et

de l'augmentation d'interactions médicamenteuses.

3. Lespoylenes

Dans cette famille, I'amphotéricine B est le premier antifongique systémique, mis sur le
marché en 1958, qui a servi de standard dans la prise en charge des candidoses invasives
pendant plus de 40 ans. Son action fongicide est liée a la formation d'un complexe avec
I'ergostérol, un composant essentiel de la membrane fongique. Ceci va entrainer la formation
d'un pore, responsable de I'évacuation du contenu cellulaire et de la lyse osmotique de la
cellule. Cependant, si I'amphotéricine B a une affinité supérieure pour I'ergostérol, elle peut
également se lier au cholestérol des membranes des cellules humaines, et entraine des effets
indésirables principalement néphrotoxiques notamment a des concentrations élevées. Pour
diminuer ces effets indésirables, I'amphotéricine B a fait I'objet d'une innovation galénique
avec le développement de formes liposomales et de complexes lipidiques qui diminuent la
distribution rénale et augmentent I’affinité pour I’ergostérol des cellules fongiques. Parmi les
levures, peu de phénomenes de résistance a la fois intrinseque (seules les espéces du genre
Trichosporon sont considérées comme peu sensibles) et acquise (C. lusitaniae sensible
intrinsequement peut devenir rapidement moins sensible sous pression antifongique) ont été

rapportés.

4. Laflucytosine
Il s'agit d'un analogue de la pyrimidine, base azotée, qui est convertie en 5-fluorouracil qui
inhibe la synthése de I'ADN et de I'ARN fongique. [45] Son spectre d'action est étroit avec un
risque de résistance acquise éelevée. La flucytosine est administrée en association avec les

autres antifongiques pour limiter I’émergence de resistance. [63] Son excellente diffusion
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tissulaire en fait un antifongique qui reste intéressant dans les candidoses profondes atteignant

des sites peu accessibles aux autres molécules.

IV. Prises en charge thérapeutique des candidoses invasives

Deux recommandations internationales existent pour la prise en charge des candidoses
invasives chez les patients non-neutropéniques. Les recommandations de la société
américaine des maladies infectieuses (IDSA : Infectious Diseases Society of America) [9] et
la société européenne ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases) [10] se rejoignent sur la nécessité de diagnostiquer le plus rapidement possible une
candidose invasive et sur la mise en place d'une thérapie antifongique empirique basée sur
I'identification des sujets a haut risque. [21] Il existe plusieurs degrés de traitement qui
dépendent de la probabilité de la maladie et du niveau de documentation microbiologique

comme cela a été schématisé par Eggimann et al. et repris dans la Figure 3. [6]

A

Curatif

Empirique

Pré-emptif

Documentation microbiolgique

Probabilité de candidose invasive

Figure 3 : différents niveaux des traitements antifongiques en fonction du niveau de preuve (d'aprés Eggimann et al. [6])

1. Le traitement prophylactique

a. Définition
Un traitement prophylactique concerne les patients a haut risque en I'absence de signes
cliniques ou biologiques d'infection. Le principal avantage attendu de cette approche est de

réduire le risque de survenue d'une candidémie. [64]
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b. Prise en charge

La stratégie prophylactique est bien définie pour les patients avec une neutropénie
persistante, notamment dans les cas d'hémopathie maligne ou de greffe de cellules souches.
[64, 65] Pour les patients non-neutropéniques, le traitement prophylactique est réservé aux
patients a risques pour lesquels il a été démontré un bénéfice d'une telle prise en charge. [6]
Cependant, face a l'insuffisance de données issues d'essais cliniques, il n'y a pas de groupes a
risques clairement défini. [10] Ainsi, le traitement prophylactique peut étre recommandé dans
les cas de chirurgie abdominale, en particulier les transplantations hépatiques, pour les
patients ayant des perforations gastro-intestinales récurrentes ou des fistules anastomotiques.
L’objectif est alors de prévenir toute infection intra-abdominale par Candida en administrant
du fluconazole (400 mg/j). [10] Les autres cas ou un traitement prophylactique est
recommandé concernent les patients critiques de réanimation sous ventilation invasive ayant

plusieurs facteurs de risques de candidose invasive. [10]
2. Les traitements empiriques et prée-emptifs

a. Definitions

Les approches pré-emptives et empiriques sont tres proches, conduisant parfois a des
confusions. Selon la société européenne de microbiologie clinique et de maladies infectieuses
(ESCMID : European society of clinical microbiology and infectious diseases), I'approche
pré-emptive est définie comme une thérapie mise en ceuvre sur une présomption biologique de
candidose (colonisation, marqueurs biologiques, présence de facteurs de risques), mais sans
documentation formelle. [10] Le traitement empirique lui est défini comme étant
I'administration d'antifongique chez des patients a risques d'infection fongique invasive
présentant un sepsis persistant qui ne répond pas a des traitements antibactériens ciblés. [6,
10]

b. Prise en charge
L'initiation d'un traitement empirique se base sur la prescription d'échinocandines en
premiere ligne. En Il'absence de culture positive a Candida, la décision de démarrer un
traitement repose sur quatre éléments : le type de patients (chirurgicaux ou non), le type de
candidose invasive la plus probable (intra-abdominale ou candidémie), les scores cliniques
(index de colonisation, [66] Candida score, [67] score de Dupont [68]) et la présence de
biomarqueurs potentiels ((1,3)-p-D-glucane ou mannanes) [21].
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Il a été déemontré récemment que 7,5% des patients présents un jour donné en unités de
soins intensifs, représentant les prescripteurs les plus importants, ont recu un traitement
antifongique. Parmi ceux-ci les deux tiers ne présentent pas d'infection fongique invasive
documentée. [69] Les nouveaux antifongiques disponibles sont bien tolérés, ce qui facilite
leur utilisation empirique et peut conduire a un sur-traitement. Toutefois, il a été montré que
ces sur-traitements contribuent a la sélection d'especes résistantes et I'émergence de
résistances acquises chez des espéces habituellement sensibles. Ces résistances ont été
récemment reconnues responsables d'échecs cliniques. [14, 70-72] Par exemple, au sein de la
réanimation médicale du CHU de Grenoble, une relation significative a été établie entre une
augmentation de la consommation d'antifongiques systémiques et une augmentation de la
concentration minimale inhibitrice des levures. [12] En paralléle, aucune étude n'a confirmé le
bénéfice des traitements empiriques sur le pronostique du patient. [73, 74] Dans une étude
observationnelle basée sur une méthode statistique d'inférence causale, nous avons montre
que l'administration d'antifongique systémique de facon empirique n‘avait pas d'effet sur le
pronostic du patient & court terme, que ce soit la survenue d'une infection fongique ou la
mortalité. [11] Enfin il n'existe aucune donnée quant a l'impact de l'arrét d'un traitement

empirigue en I'absence de documentation de I'infection. [75]
3. Le traitement curatif

a. Définition
Le traitement curatif est instauré aprés documentation de la candidose invasive le plus

souvent par une hémoculture positive. [10]

b. Prise en charge
Ce traitement dépend de la situation clinique et des especes isolées, mais repose, selon
les recommandations des experts internationaux, sur I'administration d'une échinocandine en
premiére ligne, d’autant plus que I’état du patient est sevére. Il doit se poursuivre pendant au
moins 14 jours dans le cas des candidémies non compliquées. [9, 10] Le fluconazole est
suggeéré en premiére intention a la place des échinocandines dans le cas ou I'infection est due a

C. parapsilosis. [10]

La fin de la candidémie doit étre détectée par au moins une hémoculture journaliere
jusqu'a la négativité. La recherche de foyers secondaires de la candidémie doit se faire par une

échocardiographie trans-oesophagienne et un examen du fond d'eil. [10]
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Pour limiter les effets de sur-traitement et le risque de phénomeéne de sélection de
souches résistantes, il est conseillé de mettre en place une désescalade du traitement initial par
échinocandine vers un traitement par fluconazole en I’absence de preuve d'infection lorsque
I'état du patient est stabilisé aprés un certain délai qui varie allant de 3 jours pour les

recommandations américaines a 10 jours pour les recommandations européennes. [9, 10, 76]

4. Approche medico-économique

Les antifongiques font partie des médicaments onéreux et représentent un budget
conséquent pour un CHU. Par exemple, sur le CHU de Grenoble, le budget 2014 consacré aux
traitements antifongiques systémiques s'est éleve a 2.569.148 € (source : pharmacie centrale
du CHU). En 2011, dans le cadre d'un travail de thése, seulement 20% des prescriptions
d'antifongiques systémiques ont été jugées pertinentes au regard de différents criteres
(indication, posologie, voie dadministration et durée du traitement) établis a partir des
recommandations locales, nationales, européennes et américaines. En adaptant et en ajustant
les prescriptions d'antifongiques non conformes, I'économie potentielle sur une année se serait
élevée a 18% du budget d'antifongique, soit I'équivalent de 3,5 ETP en poste de praticien
hospitalier. [77] Cela rejoint la conclusion d'une étude ou il a été estimé que si 100 % des
doses journalieres définies étaient dispensees correctement, I'économie pouvant résulter
représenterait 23% du coUt total de la consommation d'antifongiques. [78] Une étude récente a
montré que les principales raisons de prescription abusive des antifongiques étaient le
traitement de la colonisation & Candida ou I'absence d'arrét ou de désescalade de traitement en
cas de disparition des facteurs de risques chez le patient ou I'absence de confirmation de la
candidose invasive. [17] Dans une moindre mesure, nous avons évalue, dans le cadre d'un
autre article, que la mise en place d'une désescalade ou un arrét précoce du traitement,
n’impacte pas le pronostic des patients et entraine une diminution de la durée d'administration
des antifongiques systémiques avec une difféerence de colt médiane de 1.100 € par patient en

faveur de la desescalade. [79]
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2¢me partie : Apport des modeles
hiérarchiques dans I'analyse des
données biologiques
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I. Définition des données répétees
Les données répétees, également appelées données longitudinales, se définissent par des
mesures realisees sur une méme unité (patient, sérum, animal...), a des temps différents. Ce
type de données est fréeqguemment rencontré dans le domaine médical. L'automatisation du
recueil des données des différents appareils et le déploiement de systémes d'informations

hospitaliers facilitent I'acces a ces données répétées.

Il.  Structure hiérarchigue des données

Les données répetées peuvent s'assimiler & des données hiérarchiques qui sont definies
par différents niveaux d'information. Le niveau de base est le niveau de collecte des données,
et les niveaux supérieurs sont des niveaux de regroupement, correspondant a des
caractéristiques communes. Pour illustrer cela a partir de l'article qui sera présenté
ultérieurement, nous avons étudié ici les résultats des flacons d'hémocultures chez des patients
du CHU de Grenoble. Chaque patient peut étre prélevé plusieurs jours, et a chaque
prélevement, plusieurs flacons peuvent étre préleves. En effet, il existe trois flacons
d'’hémocultures : deux flacons contenant des résines adsorbantes dont un poussant en aérobie
et un autre en anaérobie et un flacon spécifique des espéces fongiques ne contenant pas de

résine (Mycosis).

La Figure 3 est une représentation schématique d'une structure de données hiérarchiques
a trois niveaux. Au premier niveau, les caractéristiques du patient (age, sexe, parametres
cliniques initiaux) sont recueillies a son entrée a I'hopital ou dans le service et restent fixes

pendant son séjour.

Au deuxiéme niveau, pour chaque patient il peut y avoir plusieurs jours ou des
prélevement sont réalisés durant le séjour pour lesquels de nouvelles informations sont
recueillies : date de préléevement, administration d'antifongiques, nombre de jours depuis
I'entrée dans le service, etc. Ces informations sont les mémes pour tous les flacons prélevées

ce jour la.

Enfin le troisieme niveau concerne les informations qui varient pour chaque unité
d'analyse, c'est-a-dire le flacon d'hémoculture. Pour ce niveau de nouvelles données sont
recueillies : date de mise en culture, date de positivité, temps de positivité, espéece identifiée,

etc.
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Figure 4 : Schéma d'une structure de données hiérarchiques a trois niveaux

1.  Lesmodéespour donnéeshiérarchiques

Les approches classiques de statistique inférentielle (par exemple test de Student,
analyse de la variance (ANOVA), régression logistique) s'appuient sur I'hypothese, forte,
d'indépendance des observations entre elles. Comme nous pouvons le remarquer sur la Figure
3, cette hypothese n'est pas veérifiée dans le cas des données longitudinales. Malheureusement,
dans de nombreux cas, les études médicales continuent a utiliser des méthodes de régression

standards pour analyser ces données.

En plus de la violation de I'nypothése d'indépendance des données, I'absence de prise en
compte de la répétition des mesures conduit a une sous-estimation de la variance liée a une
inflation artificielle du nombre d'observations indépendantes aux niveaux les plus élevés.
Dans l'exemple de la Figure 3, cela correspond a une multiplication des valeurs des
caractéristiques des patients qui sont communes a chaque flacon étudié. Etant donné qu'il y a
neuf flacons, I'dge du patient serait pris en compte neuf fois, de méme que ses autres
caractéristiques. Au niveau du jour de prélevement, pour le premier jour étudié, si le patient
est sous antifongique, cela serait pris en compte trois fois au lieu d'une. Ainsi un patient ayant
trois flacons prélevés sur dix jours pésera davantage qu'un patient ayant trois flacons prélevés

sur un jour.
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Cette approche conduit a une erreur de type I, c'est-a-dire au risque de conclure a un lien
significatif entre un facteur d'exposition et la variable d'intérét, alors que ce lien n'existe pas
en réalité. [80]

Les modeéles hiérarchiques, également connus sous le terme de modeles a effets mixtes,
permettent d'analyser des données presentées sous forme de cluster. En prenant en compte les
informations correspondant aux différents groupes, cette approche permet d'obtenir des
erreurs standards correctes, et donc des intervalles de confiance et des tests de significativité
corrects. En outre, ces modeles fournissent une estimation de la variabilité intra-groupe et
inter-groupe. [81, 82] Pour I'exemple de la Figure 3, cela revient a estimer d'une part la
variation des mesures observées au niveau d'un patient (variation intra-groupe) et d'autre part
I'effet du patient par rapport aux autres (variation inter-groupe). Cette approche est tres utile
dans le cas des études multicentriques pour prendre en compte la variabilité au sein d'un

méme hopital et la variabilité inter-hopital.
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3eme partie : Evaluation de l'impact des
traitements antifongiques sur le
diagnostic des candidémies
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Titre : Impact of systemic antifungal therapy on the detection of Candida spp. in blood

cultures in clinical cases of candidemia

Présentations en congres :

e Poster présenté au 7" trends in Medical Mycolgy 2015, Lisbon, 9-12 octobre 2015.
e Résumé soumis pour présentation orale pour le congrés de la Société de
Réanimation en Langue Francaise (SRLF) 2016 portant sur les patients de

réanimation (Annexe 1)
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Résumé:

L’objectif de I’étude était d'évaluer, en situation clinique, I’impact d’un traitement
antifongique systémique sur la détection des levures dans les flacons hémocultures. De plus,
les performances des différents types de flacons ont été analysées en fonction de la présence

d’un traitement antifongique.

Cent vingt-cing patients ayant eu une candidémie au CHU de Grenoble sur 4 ans (2010
— 2013) ont été inclus de facon rétrospective. Nous avons compare les résultats des flacons
avec résines adsorbantes (Bactec aérobie et Bactec anaérobie) avec ceux des flacons sélectifs
des champignons ne contenant pas de résines (Mycosis) pour : le taux de positivite, le temps
de positivité (TTP) et la concordance des flacons positifs, en utilisant pour chaque
caractéristique une analyse multivariée avec un modele hiérarchique a effets mixtes. Une

analyse en sous-groupe a été réalisée pour les patients en unites de soins intensifs.

Nos résultats montrent que le taux de positivité des flacons est diminué par la présence
d’un traitement antifongique (p<0.01), par une chirurgie abdominale (p=0.01) et par une
hémodialyse (p=0.02). Le traitement antifongique augmente significativement le TTP dans
tous les flacons. Cependant, méme si le TTP reste comparable entre les deux types de flacons,
I’effet du traitement antifongique est significativement plus élevé pour les flacons sans
résines. Enfin, le traitement antifongique diminue le taux d’agrément observé entre les deux

types de flacons.

Bien qu’il s’agisse d’une étude rétrospective monocentrique et que certains facteurs
n’aient pas été pris en compte, comme le volume de prélévement, les résultats montrent
clairement que le traitement antifongique modifie le résultat et le temps de détection des deux
types de flacons. Cela doit étre pris en compte lors de I’analyse des résultats biologiques. De
plus, cette étude a démontré I’intérét d’associer des flacons avec résines et des flacons sans
résines pour optimiser la détection des levures, notamment en présence de traitement

antifongique.
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SYNOPSI S 246 words

Objectives

Candidemia diagnosis and follow-up still rely on blood cultures. Here, we present a clinical
study of the impact of systemic antifungal therapy (SAT) on yeast detection in blood culture.
Methods

Patients (n=125) experiencing candidemia at Grenoble University Hospital (France) were
included in a four-year retrospective study. The Plus Aerobic/F (Aerobic) and Plus
Anaerobic/F (Anaerobic) bottles, which both contain adsorbing resins, and the non-resin
Mycosis IC/F (Mycosis) bottles were compared using multivariate hierarchical models
adjusted on clinical characteristics.

Results

The positivity rate (PR) was significantly decreased in patients with SAT (p<0.01), abdominal
surgery (p=0.01), and hemodialysis (p=0.02). In all bottles, the SAT reduced the PR by a
factor of 0.16 (95% CI: [0.08; 0.32]) and increased the time to positivity (TTP) by a factor of
1.76 ([1.30; 2.40]; p<0.01). The impact of SAT on the TTP was higher in non-resin bottles
(Mycosis) than in resin bottles (Aerobic and Anaerobic grouped together) (RR=1.76, [1.30;
2.40]); however, the TTPs in non-resin and resin bottles remained comparable. A discordance
regarding the PR was observed with and without SAT (37 and 58%, respectively), but the
SAT decreased significantly the agreement rate by a factor of 0.29 (CI: [0.12; 0.68]).
Conclusion

We showed a significant effect of SAT on blood culture results and a clear benefit from the
concomitant use of resin and non-resin bottles, especially in patients receiving SAT. Taking
into account the presence of SAT in both the blood culture protocol and the result analysis

may improve patient management.
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INTRODUCTION
Over the 20 past years, Candida species have been increasingly found in blood infections, [1]
whereas candidemia has a poor prognosis [2] and a relatively high mortality rate partly
because of delayed diagnosis.[3-5] Unfortunately, there is currently no optimal test for rapid
and specific diagnosis of candidemia. In fact, despite their low sensitivity (50% to 75% when
sampling recommendations are correctly followed), blood cultures remain the gold standard
for diagnosing candidemia [6] and are recommended in most guidelines.[6, 7] Blood cultures
are also proposed for the monitoring of the infection; which implies the collection of at least
one blood sample per day until obtaining a negative culture.[6, 8] This monitoring procedure
is important because systemic antifungal therapy (SAT) should be maintained 14 days after
the last positive blood culture and because an early switch from the first line echinocandin to
an azole therapy is recommended in stable patients with negative blood cultures.[6-8]

Currently, only an automated validated blood culture system is promoted and the
guidelines provide no clear recommendations about the most efficient blood culture sampling
protocol.[6] Also, it is not clear whether the use of a fungal selective medium is beneficial.
Contrarily to a non-selective medium, a selective medium contains antibiotics and lytic agents
that enhance the positivity rate. This is true for C. glabrata and for polymicrobial (bacterial
and yeast) infections.[9-11] Contrarily to this selective medium, non-selective aerobic and
anaerobic media contain adsorbing agents (resins or charcoal) that capture circulating
antimicrobial compounds. It is now well-known that the presence of antimicrobial compounds
in blood culture bottles alters the growth of the pathogens and thus their detection by the
automated system. Within the context of yeast detection, studies based on artificially spiked
blood cultures showed somewhat conflicting results depending on the type of automated
system and the in vitro protocol.[12] Recent studies have shown that the presence of
antifungal agents (more specifically fungicidal agents such as echinocandins) in spiked blood
culture bottles without adsorbing agents may affect significantly the positivity rate as well as
the time to positivity (TTP) of the cultures.[13, 14] Because empirical or preemptive SAT
with echinocandins is increasingly prescribed to patients with suspected candidemia, this SAT
may have a direct impact on the time to diagnosis and to initiation of a targeted antifungal
therapy. In patients with documented candidemia, antifungal treatment may also change the
follow-up strategy that is currently based on repeated blood cultures and affect the time to
step-down or end therapy.

Assessing the diagnostic value of candidemia for one type of blood culture bottle is

challenging because of the lack of comparative studies in real clinical situations. Because
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candidemia is still a rare event in patients with sepsis, clinicians prescribe frequently tests in
non-selective aerobic and anaerobic resin bottles before adding selective non-resin fungal
bottles. In the meantime, some patients may have already received SAT, which may
complicate the interpretation of blood culture results. This raises the following questions: 1)
does SAT alter the detection and the time to detection in blood culture bottles and, if so, does
this effect vary according to the presence of resins? 2) What is the added value of each type of
blood culture bottle in the clinical setting of candidemia in presence and absence of SAT? In
this study, we addressed these two questions in real clinical conditions by investigating the
ability of selective non-resin fungal (Mycosis) and non-selective aerobic and anaerobic resin
bottles (Aerobic and Anaerobic) to detect candidemia knowing the patients' status regarding
SAT.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

This retrospective study was conducted from July 2010 to March 2014 at Grenoble University
Hospital, France. It included all patients experiencing candidemia defined as at least one
blood culture bottle positive for Candida species. Patients receiving SAT and admitted to the
intensive care units (ICUs) were subject to sub-group analyses.

Blood culture systems

The Bactec Mycosis IC/F (Mycosis) (BD Diagnostics, Sparks, USA) bottle is a selective
medium developed to improve the recovery of fungi from blood. It contains antibiotic and
Iytic agents with no adsorbing resins.[15] The Bactec Plus Aerobic/F (Aerobic) and the
Bactec plus Anaerobic/ F (Anaerobic) (BD Diagnostics) bottles contain nonionic adsorbing
resins to neutralize antibiotics. For each bottle, the volume recommended for inoculation was
8 to 10 mL of blood. All blood culture bottles were incubated in an automated system
BACTEC FX (BD Diagnostics). The maximum incubation time was 5 days for Aerobic or
Anaerobic bottles and 6 days for Mycosis bottles.[16] All blood cultures positive for yeasts
were sub-cultured, and the strains identified using assimilation tests (api-ID32C, bioMérieux
Marcy I’Etoile, France), rapid identification tests (Glabrata RTT, Bichro-Latex Albicans,
Krusei Color; Fumouze Diagnostics, Levallois-Perret, France) or mass spectrometry using
MALDI-TOF technology (BRUKER DALTONIK GmbH, Bremen, Germany).

The present analysis considered the use of all three blood culture bottles available at

the hospital (Aerobic, Anaerobic, and Mycosis).

Data collection

Throughout the study, the sampling date, the type of blood culture bottle, the time to
positivity (TTP), and species identification were collected using the BD EpiCenter software
(BD Diagnostics) and the Laboratory Information System (Synergie Software, Technidata,
Meylan, France).

For each patient with candidemia, information about SAT was collected. It included
the date and duration of each treatment and the antifungal class including azoles (regarded as
fungistatic), echinocandins or polyens (regarded as fungicidal).

Finally, laboratory data were confronted with pharmacological data to determine
whether antifungal compounds are present in the blood at the time of blood sampling.
Besides, the following clinical data were collected: Charlson score, hospital unit, age, sex,
broad spectrum antibacterial therapy, catheterization, invasive mechanical ventilation,

abdominal surgery, severe sepsis. The SAPS Il score was available only for ICU patients.
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Statistical analysis

Positivity rate analysis

The positivity rate (PR) was determined for resin bottles (Aerobic and Anaerobic grouped
together) and non-resin ones (Mycosis). After the first positive blood culture, each bottle
collected was considered within a 5-day interval. This 5-day interval was chosen because the
positive and negative bottles during this period could belong to the same episode of
candidemia. A negative blood culture bottle was considered as a false negative whenever one
of the two other bottles (of the set of 3 with the same blood sample) was positive. A
multivariate hierarchical model was used to identify the factors associated with an increase or
a decrease in the probability of having a positive result within this period. Finally, a

sensitivity analysis was performed by considering only Aerobic and Mycosis bottles.

Timeto positivity analysis

For the time to positivity, we considered only the sampling days with at least one positive
blood culture. To assess the effect of SAT on the time to positivity (TTP), we considered that
when a patient had a candidemia diagnosis based on at least one positive blood culture bottle,
the negative bottles collected the same day were considered having a TTP equal to the
maximum incubation time in the study; i.e., 144 hours.

In patients with more than one positive blood culture bottle, the TTP of each bottle
was considered independently. Among the resin bottles, only the bottle (Aerobic or
Anaerobic) with the shorter TTP was considered. Firstly, a univariate analysis was performed
using the non-parametric Kruskall-Wallis test to compare the raw TTPs according to the SAT
administration and the type of blood culture bottle. Secondly, a three-level hierarchical model
for patient, sampling days and blood culture bottles was used to study patient variability and
the multiple sampling dates. A negative binomial distribution was used to identify the factors
associated with an extended TTP. Finally, because SAT and the bottle type (resin versus non-
resin) are both assumed to influence TTP, an interaction term between SAT and the bottle
type was introduced into the model.

Two sub-groups analyses for PR and TTP were designed by focusing specifically on:
1) ICU patients, which allowed including the severity of illness (SAPS II) as a factor in the
model 2) only SAT-treated patients to study both the impact of SAT type (fungistatic versus

fungicidal) and the time elapsed from SAT initiation to positivity.
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Agreement between resin and non-resin bottles
In a first analysis, only patients with a pair of blood culture bottles constituted by one resin
(Aerobic or Anaerobic) and one non-resin (Mycosis) bottle collected the same day were
considered. A concordant result was defined as positive resin and positive non-resin bottles
for the same species. In a second analysis the results of Aerobic, Anaerobic, and Mycosis
bottles collected the same day from the same patient were independently considered.
Univariate analyses were performed to assess the concordance between bottles using: 1)
McNemar test for the concordance between resin and non-resin; and 2) A Cochran Q test for
the concordance between the three bottles followed by McNemar post-hoc tests with a
Bonferroni correction. In addition, to identify the factors significantly associated with
concordance, a multivariate mixed model included all variables with p value < 0.20 in the
univariate analyses.

A normal distribution of the residuals was considered for the validity of each model. A
p value of 0.05 was considered for statistical significance unless otherwise stated. All
statistical analyses were carried out with SAS v9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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RESULTS

Patient and blood culture bottle characteristics

The study included 125 patients with candidemia of whom 72 were males (57.6%). The
patients' median age was 61.5 years (Interquartile range, IQR: 48-74) and the median
Charlson score was 6 (IQR: 4; 9). At candidemia diagnosis, 64 patients (51.2%) were already
admitted to ICU with a median SAPS 1l score of 47 (IQR: 42-55). Among all patients, 37
(29.6%) have underwent abdominal surgery and 43 (34.7%) have developed severe sepsis.
Candida albicans was the main species identified (44.5%) followed by C. glabrata (24.2%),
C. tropicalis (10.2%), and other species (10.1%) A more detailed presentation of the clinical
conditions is given in Table 1.

Positivity rate

Overall, 586 blood culture bottles were considered within a 5-day interval after the first
positive culture. The overall positivity rate was 55% in the absence of SAT (229 positive
results out of 418 bottles) and there was no significant difference according to the type of
bottle (51% in Mycosis and 57% in resin bottles, p=0.24). In the presence of SAT, the overall
positivity rate was 27% (45 positive results out of 168 bottles) and there also was no
significant difference according to the type of bottle (25% in Mycosis and 29% in resin
bottles, p=0.60). The overall PR was significantly higher in the absence than the presence of
SAT (p<0.01) (Figure 1).

The multivariate analysis showed that the PR was significantly associated with SAT, previous
abdominal surgery, and hemodialysis which all decreased the probability of blood culture
positivity (Table 2). Indeed, regardless of the type of bottle (resin versus non-resin), the use of
SAT decreased significantly the PR by a factor of 0.16 (95% CI. [0.08; 0.32]), which
corresponds to a 6-fold increase in the number of false negative blood culture bottles. Finally,
there was a trend, although not significant, towards an increase in the PR in resin bottles
(Aerobic and Anaerobic grouped together) as compared to non-resin bottles (Mycosis) (OR:
1.14; 95% CI: [0.72; 1.79]) (Table 2). These results were confirmed by the sensitivity analysis
where only Aerobic and Mycosis bottles were compared: the same three factors (SAT,
abdominal surgery, and hemodialysis) remained significantly associated with a reduction of
the PR (Table E1).

Concerning the sub-group analysis in ICU patients only, only the SAT decreased significantly

the PR. In the sub-group of SAT-treated patients only, the effect of SAT effect on positivity
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was independent of the type of antifungal treatment (fungicidal or fungistatic) and of the time

elapsed from SAT initiation to positivity (Table E1).

Culturetimeto positivity

Overall, 380 bottles were studied: 216 resin (56.8%) and 164 non-resin (43.2%). C. albicans
was the main species identified (37.4%) followed by C. glabrata (23%), and other fungal
species (39.6%) (Table 3). The SAT was initiated before sampling in 101 bottles (26.6%).
SAT was mainly echinocandins (n=47, 12.3%) followed by azoles (n=39, 10.2%) and
polyenes (n=15, 3.9%) (Table 3).

The median TTP was 26 hours (IQR: 16-46) in the absence of SAT and there was no
significant difference between the types of blood culture bottle (23h (IQR: 15-38) in Mycosis
and 28h (IQR: 17.5-49) in resin bottles; p=0.20). In the presence of SAT, the median TTP was
41h (IQR: 23-83) and there was also no significant difference between the types of blood
culture bottle (39.5h (IQR: 21-144) in Mycosis and 41h (IQR: 23-69) in resin bottles;
p=0.50). The median TTP was significantly higher in the bottles of patients with than in those
of patients without SAT. (p <0.01) (Figure 2).

In the multivariate analysis, the impact of SAT on the TTP was confirmed; the SAT increased
the TTP of all bottles (resin and non-resin) by a factor of 1.76 (95%CI: [1.30; 2.40]; p<0.01).
The impact of SAT on TTP was more important in non-resin (Mycosis) than in resin bottles
(Aerobic and Anaerobic) (Table 4). Regardless of SAT, the TTP was slightly extended by a
factor of 1.15 (95%CI: [0.93; 1.42]) in resin bottles vs. non-resin bottles; however, this trend
did not reach statistical significance (p = 0.19; Table 4). With resin bottles, the TTP was
significantly extended by a factor of 1.23 (95% CI; [1.01; 1.49]; p=0.04) in Aerobic and 3.17
(95% CI: [2.58; 3.91] in Anaerobic bottles; p<0.01), each type being independently compared
with the non-resin bottles (data not shown). The TTP was significantly higher for C. albicans
and C. glabrata versus other species (p=0.02, RR=1.38 95% CI: [1.06; 1.79] for C. albicans
and p = 0.05, RR=1.37 95% CI: [1.00; 1.87] for C. glabrata) (Table 4).

In the sub-group analyses, focusing on ICU patients only, SAT remained significantly
associated with an increase of the TTP. The impact of SAT remained significantly higher in
Mycosis bottles than in Aerobic and Anaerobic bottles (interaction terms), however Aerobic
and Anaerobic bottles grouped together were still associated with an increase of the TTP in
comparison with non-resin (Mycosis) bottles. There was no effect of SAPS 1l on TTP (Table

E2). Focusing on SAT-treated patients only, the TTP was not significantly influenced by the
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Candida species, the type of SAT (fungicidal or fungistatic), or the time elapsed from SAT
initiation to positivity (Table E3).

Agreement rate analyses

We considered 133 pairs of blood cultures (133 resin — Aerobic or Anaerobic — and 133 non-
resin bottles) from 82 patients (Figure 3). Agreements between resin and non-resin bottles
were observed in 61 pairs (63%) in untreated patients and for 15 (42%) in patients receiving
SAT. In concordant results, resin and non-resin bottles had close median TTPs in SAT-treated
patients (45 hours, IQR: 26.5-79.5 and 44 hours, 1QR: 25.5-144, respectively, p = 0.80), and
untreated patients (30 hours, IQR: 19-67.5 and 25 hours IQR: 19-42, respectively, p = 0.66).
In the absence of SAT, only 16 (16%) blood cultures with resin and 20 (21%) non-resin
bottles were positive. In the presence of SAT, 13 (36%) resin bottles and 8 (22%) non-resin
bottles were positive (Figure 3).

In the multivariate analysis, the use of SAT was significantly associated with a decrease in the
agreement rate (OR: 0.29, 95% CI: [0.12; 0.68], p<0.01). When the three bottles were
considered independently, some candidemia diagnoses were achieved with only one bottle
(Figure E1). The analysis of the results of the pairs showed that the Aerobic-Mycosis bottle
combination reached the best positivity rate with all species in presence (PR = 88%) or
absence (PR =99%) of SAT. Only C. glabrata was better detected by the Anaerobic-Mycosis
bottle combination with a 100% positivity rate (Table E4 and E5).
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DISCUSSION

We conducted a study based on routine clinical and biological data to evaluate the impact of
systemic antifungal therapy on the performance of different types of blood culture bottles in
patients with candidemia. To the best of our knowledge, this is one of the first studies to
analyze the agreement rate between resin non-selective (Aerobic and Anaerobic) and non-
resin fungal selective (Mycosis) bottles in the presence or absence of SAT. We showed that
the concomitant use of resin bottles and non-resin bottles is important for patient’s care
regardless of SAT and that the benefit is even greater for patients receiving SAT. We noticed
that the SAT influences the PR of blood cultures independently of the bottle type (resin or
non-resin). Regarding the TTP, though the impact of SAT on non-resin bottle results was
more important than on resin bottle results, the TTP remained comparable between resin
grouped together and non-resin bottles. Knowing that up to 75% of in ICU patients receive
empirical SAT for invasive candidiasis, our results support the recommendation of blood
culture on both resin and non-resin bottles and, whenever possible, before SAT.[17, 18]

In case of suspected candidemia, blood culture should be done daily. The use of a
supplementary bottle involves blood depletion and costs.[6] Despite a high amount of
published data regarding the performance of currently available blood culture-automated
systems, the benefit from using all Aerobic/Anaerobic resin bottles and Mycosis non-resin
bottles within the context of candidemia remains unclear to many clinicians.[9, 11, 13, 19-23]
Recent results on in vitro simulated blood cultures suggest that follow-up should be
performed with non-selective media containing an adsorbent system rather than with selective
media without adsorbing resins.[13, 14] In the present study, we could not confirm that resin
bottles were more efficient, especially in the presence of fungicidal agents such as
echinocandins.[14] On the contrary, we showed that, in real clinical settings, the use of resin
and non-resin bottles favors candidemia detection, especially when SAT is ongoing. This
discrepancy may be due to the fact that, in real clinical settings, blood cultures are not carried
out at the maximal concentration (Cmax) of the SAT. Thus, the antifungal concentration may
be subject to variations. A difference between the in vivo and in vitro metabolism of
echinocandins may be involved too.

We found that there was no difference in terms of PR between Aerobic/Anaerobic
resin bottles and Mycosis non-resin bottles. Because the collection of their results is generally
made simultaneously, we have chosen to compile positive results from both Aerobic and
Anaerobic bottles. Under these conditions, we could not confirm the superiority of non-resin

bottles in detecting a higher number of culture with C. glabrata. This may be because positive
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results in Aerobic and Anaerobic bottles were combined under resin bottle results or simply
because previous conclusions were mostly those of in vitro simulated blood cultures that may
not reflect real C. glabrata bloodstream infections. The SAT was significantly associated with
a decrease in the probability of blood culture positivity but this was not related to the presence
or absence of resins in the bottle. Thus, in the present study, the performance of resin and
non-resin bottles were found equivalent in terms of positivity rate with or without SAT.

TTP is an important parameter because it can lead to quicker targeted SAT initiation,
which is beneficial for the patients [24]. In our study, 27% of the bottles (corresponding to
9.6% of patients) contained SAT at the time of blood culture and we showed that the presence
of SAT extended the TTP by a factor of 1.76 ([1.30; 2.40]; p<0.01). TTP of Candida blood
culture has been also proposed to help species differentiation, especially regarding C.
glabrata whose growth is relatively slow.[25, 26] Here, the TTP was significantly increased
with C. glabrata and C. albicans vs. other species. TTP was also found significantly higher
with Anaerobic than with Aerobic or non-resin bottles, except for C. glabrata (data not
shown). This is a classical case because aerobic conditions are normally needed for yeast
growth. Others have suggested that the TTP may be used to predict clinical outcomes.[27, 28]
Kim et al. showed that the mortality rate at 6 weeks was sigficantly higher in a group with
TTPs <24 h than in the group with TTPs >24h.[28] In their cohort, 8% of the patients received
SAT prior to a positive blood culture but the proportion of bottles with SAT and the influence
of SAT were unknown.

Here, we considered that neither the results on PR nor those on TTP were sufficient to
show a clear benefit of using a single bottle at the patient level. We looked forward to the
agreement rate between the different types of bottles (Figure 2) and showed that both resin
and non-resin bottles bring an added value to candidemia diagnosis. Choosing between the
two would lead to a loss of information for candidemia management. For example, the
selection of Aerobic and Anaerobic bottles in the presence of SAT results in a loss of 13
positive bottles; i.e., 36%. There may be several hypotheses to explain the discordant results
between the types of bottles. First, the growth of Candida species can be different according
to the culture medium but, in our study, the discordances were not significantly related to the
species. The multivariate analysis showed a significant increase in discordant results in SAT
patients. This suggests that the collection of both resin and non-resin bottles is required in
patients under SAT. Finally, in cases of an extremely low inoculum concentration,
discordance may result simply from the growth of yeasts in only one bottle. However, this is

unlikely because a blood concentration of 1 CFU/mL is sufficient to provide a positive
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aerobic or selective medium.[12, 29] In Patel et al., a higher rate of bacteremia was detected
with 30 mL of blood versus 20 mL of blood, but this strategy did not enhance the rate of
Candida identification.[30]

In contrast to studies focusing on bacteremia, we found no evidence of microbial or
clinical determinant of TTP.[31] Only abdominal surgery and hemodialysis patients correlated
with low positivity rates. For abdominal surgery, this may be the consequence of a low rate of
circulating yeast in the context of abdominal candidiasis. Hemodialysis is commonly
associated with an increased risk of candidemia [32] but our study showed a lower number of
positive bottles during the candidemic episode. This cannot be explained without further
studies.

The present study has several limitations. First, it was a retrospective study carried out
in a single university hospital and the number of patients with candidemia was rather small.
Second, although local guidelines for blood culture should be respected, we could not monitor
the filling of each blood culture bottle. This parameter can influence blood culture results.[33]
Monitoring systems that measure blood volume in the blood culture will probably become of
paramount importance in the management of candidemia.[33] Third, the antifungal
susceptibility of the strains was not collected; this may have led to potential biases in the
analysis of the impact of SAT. However, three patients with C. glabrata (13 bottles) did not
receive fluconazole and no patient with C. parapsilosis received echinocandins; this suggests
a small impact of the intrinsic resistance on our results. Finally, the sub-group analyses of
SAT-treated patients are certainly under-powered due to the small sample size. These specific
issues should be soon assessed on a larger population. A comparative multicentric study
would be also necessary to address definitively the benefit of using both resin and non-resin

bottles to diagnose candidemia in the presence or absence of SAT.
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CONCLUSION

Constant evaluation of blood culture performances is important because the incidence and
mortality from candidemia are still growing despite new antifungals and guidelines.[34]
Using a practical clinical approach, we demonstrated that SAT prescription influences
significantly the results of blood cultures regardless of the presence of resins in the blood
culture bottle. This should encourage clinicians to use only pertinent empirical SAT
prescription and start blood cultures before SAT initiation. We demonstrated also that using
both Aerobic/Anaerobic resin and Mycosis non-resin bottles have a clear added value because
blood culture results obtained in these bottles are often discordant. This added value is even
more significant when the patients are under SAT. Thus, a systematic use of both non-resin
and resin bottles may not only improve the primary diagnosis but also shorten the time before
reducing or ending therapy. When the species are identified, the association Aerobic-Mycosis
is the best for all Candida species, except C. glabrata with which the Anaerobic-Mycosis
association gives the best positivity rate. The recommendations on candidemia diagnosis and
follow-up should soon be clarified to help clinicians in their everyday practice.
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Table 1 - Clinical characteristics of candidemia patients (N=125).

Characteristic N (%)
Age (median, IQR) 61.5 [48; 74]
Gender (male) 72 (57.6)
Broad spectrum antibacterial therapy 92 (73.6)
Presence of catheter 66 (52.8)
Intensive care unit 64 (51.2)
SAPS Il Score* (median, IQR) 47 [42; 55]
IMV on blood sample day 29 (23.4)
Abdominal surgery 37 (29.6)
Pancreatitis 4(3.2)
Severe sepsis 43 (34.7)
Charlson score (median, IQR) 6 [4; 9]
Anticancer chemotherapy 40 (32.3)
Hemodialysis 14 (11.2)
Stem cell transplant 7 (5.6)
Solid organ transplant 8 (6.5)
Neutropenia 16 (12.9)
Diabetes 14 (11.3)
Diabetes organ damage 5(4)
Myocardial infarction 9(7.3)
Congestive_heart_failure 22 (17.7)
Cerebrovascular disease 10 (8.1)
Chronic pulmonary disease 32 (25.8)
Corticosteroid therapy 22 (17.6)
Moderate severe renal disease 15 (12.1)
Non-metastatic tumor 29 (23.4)
Metastatic solid tumor 23 (18.5)
Moderate severe liver disease 22 (17.7)
AIDS 2 (1.6)
Identified fungal species
C. albicans 57 (44.5)
C. glabrata 29 (24.2)
C. tropicalis 13 (10.2)
C. kefyr 6 (4.7)
C. lusitaniae 6 (4.7)
C. parapsilosis 5(3.9)
Other Candida species’ 6 (4.7)
Other fungal species® 4(3.1)

* SAPS Il score: available only for ICU patients.

" Other Candida species: C.dublinensis (N=2), C. krusei (N=2), C. holmii (N=1), C. lipolytica

(N=1)

Other fungal species: Cryptococcus neoformans (N=1), Geotrichum capitatum (N=1),
Sacchaeomyces cerevisiae (N=2) - IMV: invasive mechanical ventilation.
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Table 2 - Results of the multivariate mixed model for positivity.

Variable

OR [95% CI]

P value

Abdominal surgery
Broad spectrum antibacterial therapy
Hemodialysis
Hospital unit: ICU
Presence of a catheter
Corticosteroid therapy
Candida species
C. albicans
C. glabrata
Other
Systemic antifungal treatment
Resin bottles (Aerobic or Anaerobic)*
Interaction term: Resin bottles x SAT

0.420.23; 0.77]
0.57 [0.29; 1.12]
0.37 [0.16; 0.85]
1.18 [0.64; 2.18]
0.79 [0.45; 1.41]
1.46 [0.71; 3.00]

0.86 [0.45; 1.63]
1.55 [0.71; 3.38]

0.16 [0.08; 0.32]
1.14[0.72; 1.79]
0.97 [0.41; 2.32]

0.01
0.10
0.02
0.59
0.43
0.31

0.64
0.28

<0.01
0.58
0.95

OR>1 in favor of positivity
*Mycosis was taken as reference.
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Table 3 - Characteristics and time to positivity of blood culture bottles of the 125 patients
with candidemia.

Aerobic/Anaerobic Mycosis
N (%) TTP N (%) TTP
Number of bottles 216 30 [19; 52] 164 26 [16; 60]
Anaerobic bottles 15 33.5[17; 53]
Aerobic bottles 201 30[19;52]
Candida species
C. albicans 82 (38.0) 31.5[21; 69] 65 (39.6) 25 [15; 40]
C. glabrata 52 (24.1) 45 [27; 66] 38 (23.2) 40 [21; 86]
C. tropicalis 23 (10.7) 20 [10; 33] 20 (12.2) 20.75 [10; 39.5]
C. lusitaniae 15 (6.9) 21[10; 30.5] 8 (4.9) 25 [16; 89]
C. kefyr 13 (6.0) 20 [17; 31] 7(4.3) 14 110; 20]
C. krusel 11 (5.1) 32 [20; 144] 9 (5.5) 144 [32; 144]
C. parapsilosis 6 (2.8) 20.5[19; 22] 6 (3.4) 19.5[16; 21]
Other Candida* 3(1.9) 144 [144; 144] 4 (2.4) 30.5[19; 62]
Other! 11 (5.1) 26.5 [12; 46] 7 (4.3) 23 [13; 27]
Antifungal treatment 55 (25.5) 46 (28.1)
Azoles 18 (8.4) 21 (12.8)
Candins 29 (13.4) 18 (11.0)
Polyenes 8 (3.7) 7 (4.3)

Aerobic: Bactec Plus Aerobic/F; Anaerobic: Bactec plus Anaerobic/ F; Mycosis: Bactec Mycosis IC/F
Data are expressed as N = number of strains (%) or median and interquartile range for TTP

TTP: Time to positivity (median, IQR)

*QOther Candida: C. dubliniensis (N=2), C. holmii (N=1) and C. lipolytica (N=1 in Mycosis bottles).
"Other: Cryptococcus neoformans, Geotrichum capitum and Saccharomyces cerevisiae,
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Table 4: Results of the hierarchical model for time to positivity.

Variable Relative risk [95% CI] P value
Abdominal surgery 0.98 [0.76; 1.27] 0.88
Broad spectrum antibacterial therapy 1.10 [0.85; 1.44] 0.46
Severe sepsis 1.05 [0.82; 1.34] 0.71
Invasive mechanical ventilation 1.38 [1.06; 1.78] 0.02
Presence of a catheter 1.09 [0.86; 1.38] 0.48
Charlson score
0-4 1.13[0.85; 1.49] 0.41
5-7 1.10[0.84; 1.45] 0.50
8-16 Ref
Delay from 1% positive result (days)
0 1.13[0.89; 1.44] 0.31
1 0.56 [0.41; 0.76] <.01
>2 Ref
Fungal species
C. albicans 1.38 [1.06; 1.79] 0.02
C. glabrata 1.37 [1.00; 1.87] 0.05
Other Ref
Type of blood culture bottle
Aerobic and Anaerobic bottles 1.15]0.93; 1.42] 0.19
Mycosis bottles Ref
Antifungal treatment 1.76 [1.25; 2.5] <.01
Interaction: SAT*Resin bottles 0.66 [0.45; 0.99] 0.04
Interaction: SAT*Non-resin bottles Ref

RR>1: increase of the TTP. RR<1: decrease of the TTP.




Figure 1 - Positivity rate: flow chart
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Figure 2 - Time to positivity: flow chart
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Figure 3 - Positive results for pairs composed of resin bottles and Mycosis.
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Venn diagrams showing the agreement rate analysis for the pairs composed of one fungal
selective bottle (Mycosis) and one couple of resin bottles (Aerobic and Anaerobic). Mycosis
zone corresponds to the number of cases with only one positive mycosis bottle. Resin bottles
zone corresponds to the number of cases with only one positive resin bottle. The number in
the crossing zone corresponds to the number of cases with positive Mycosis and positive resin

bottles. SAT: Systemic antifungal therapy.
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Supplément électronique
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Table E1: Results of the multivariate mixed model for positivity in sub-group analyses (Aerobicvs Mycosis bottles, | CU patientsonly or
SAT treated patientsonly).

Aerobic vs Mycosis ICU Patients SAT Treated patients
N bottles = 584 N bottles = 338 N bottles = 168
OR [95% CI] P value OR [95% CI] P value OR [95% CI] P value

Abdominal surgery 0.42[0.24; 0.76] <.01 0.53[0.25; 1.16] 0.11 0.56 [0.15; 2.12] 0.4
Broad spectrum antibacterial
therapy 0.54[0.28 ; 1.06] 0.07 0.48 [0.16; 1.42] 0.19 0.54[0.12; 2.40] 0.42
Hemodialysis 0.36[0.16 ; 0.82] 0.02 0.42[0.17; 1.05] 0.07 0.42 [0.05; 3.26] 0.41
Hospital unit: ICU 1.37[0.75; 2.51] 0.30 - -
Presence of a catheter 0.78[0.44 ; 1.37] 0.39 1.00 [0.45; 2.23] 1 0.69 [0.22; 2.16] 0.53
Corticosteroid therapy 1.5[0.74 ; 3.05] 0.27 1.74[0.69; 4.41] 0.25 2.41[0.62; 9.46] 0.21
Candida species

C. albicans 0.93[0.49; 1.75] 0.82 0.81 [0.36; 1.83] 0.62 0.33[0.09; 1.19] 0.1

C. glabrata 1.41[0.66 ; 3.05] 0.38 2.03[0.70; 5.87] 0.19 0.46 [0.10; 2.09] 0.32

Other ref ref
Systemic antifungal treatment 0.18[0.09; 0.37] <.01 0.19 [0.07; 0.52] <.01 - -
Aerobic bottles 0.96 [0.61 ; 1.51] 0.86 1.05[0.60; 1.82] 0.87 1.06 [0.47; 2.37] 0.88
Interaction term: Aerobic x SAT 0.94 [0.39; 2.25] 0.89 0.95[0.28; 3.28] 0.94 - -
SAPS Il score - - - -

0 - - 0.53[0.22; 1.27] 0.16 - -

1 - - 0.42 [0.15; 1.18] 0.1 - -

ref - - ref - -
Type of SAT (Azole vs Fungicids) - - - - 0.74 [0.25; 2.22] 0.59
Interval from SAT initiation (days) - - - -

[1; 2] - - - - 0.51[0.14; 1.83] 0.31

[3; 5] - - - - 0.24 [0.06; 0.98] 0.05

>5 - - - - Ref

OR>1 favor of positivity ; SAT: Systemic antifungal therapy

63



Table E2 Results of the hierarchical model for sub-group analyses of time to positivity

(ICU patientsonly).

ICU patients
N=338
RR [95% CI] pvalue

Abdominal surgery 0.93[0.71; 1.22] 0.59

Broad spectrum antibacterial therapy 0.87 [0.61; 1.24] 0.45

Severe sepsis 1.03 [0.79; 1.33] 0.84

Invasive mechanical ventilation 1.22 [0.95; 1.56] 0.11

Presence of a catheter 1.09 [0.83; 1.41] 0.54

Charlson score 0.97
0-4 0.96 [0.7; 1.33]

5-7 1[0.74; 1.35]

8-16 Ref
Delay from first positive (days) <.01

0 1.14[0.9; 1.44]

1 0.67 [0.5; 0.9]

>2 ref .

Fungal species 0.07
C. albicans 1.39 [1.05; 1.85]

C. glabrata 1.27[0.9; 1.8]

Other ref .

Type of blood culture bottle <.01
Aerobic bottles 1.15[0.91; 1.45]
Anaerobic bottles 3.43 [2.66; 4.43]

Mycosis bottles ref .
Antifungal treatment 1.92[1.29; 2.85] 0.05
Interaction: SAT*AE 0.65[0.41; 1.03] 0.07
Interaction: SAT*ANA 0.51[0.31; 0.83] <.01
Interaction: SAT*MY Ref
SAPS Il score 0.67

0 1.08 [0.8; 1.47]
1 1.17 [0.82; 1.66]
ref

RR>1: increase of TTP. RR<1 : decrease of TTP

AE:Aerobic; ANA: Anaerobic ; MY: Mycosis bottles
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Table E3 Results of the hierarchical model for sub-group analyses of time to positivity

(SAT treated patientsonly).

SAT treated patients

N=168
RR [95% ClI] pvalue
Abdominal surgery 0.93[0.58; 1.50] 0.77
Broad spectrum antibacterial therapy 1.13[0.68; 1.87] 0.65
Severe sepsis 1.10[0.73; 1.66] 0.65
Invasive mechanical ventilation 1.04[0.62; 1.77] 0.87
Presence of a catheter 1.39[0.89; 2.17] 0.15
Charlson score 0.20
0-4 1.49 [0.94; 2.36]
5-7 1.45[0.88; 2.39]
8-16 ref :
Fungal species 0.20
C. albicans 1.50 [0.93; 2.42]
C. glabrata 1.54[0.92; 2.59]
Other ref
Type of blood culture bottles
Aerobic bottles 0.84[0.63; 1.12] 0.25
Anaerobic bottles 1.95[1.43; 2.66] <.01
Mycaosis bottles ref
Type of SAT (Azole vs Fungicidals) 1.14[0.76; 1.72] 0.53
Interval from SAT initiation (days) 0.28

[1;2]
[3; 5]
>5

0.69 [0.44; 1.09]
0.88 [0.56; 1.39]
Ref

RR>1: increase of TTP. RR<1 : decrease of TTP

SAT: Systemic antifungal therapy
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Figure E1: Description of triplets of Aerobic (AE), Anaerobic (ANA) and Mycosis (MY) flasks.

v v

No SAT N=72 SAT N=26

10 0 10 4 3
MY My MY MY MY
C. Albicans C. Glabrata Other C. Albicans C. Glabrata
N=32 N=14 N=26 N=7 N=10

AE:Aerobic; ANA: Anaerobic ; MY: Mycaosis bottles ; SAT : Systemic antifungal therapy

My

Other
N=9
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Table E4 Description of positivity ratein triplets according to flask combinations.

Species AE MY  AE+ANA AE+MY  ANA+MY  Pvalue
SAT All N=26 15(58) 19(73) 18 (69) 23 (88) 22(85)  0.06
C. albicans N=7 3(43) 6(86) 3 (43) 7 (100) 6(86)  0.01
C. glabrata N=10 4(40)  7(70) 7 (70) 7 (70) 10 (100)  <.01
NoSAT  AlIN=72 50 (68) 66(90) 52 (71) 71 (99) 68 (93) <01
C.albicansN=32  22(69) 28(88)  22(69) 32 (100) 29(91) <01
C.glabrataN=14  12(86) 13(93) 14 (100) 13 (93) 14 (100)  <.01

N: number of positive sample (%) SAT: Systemic Antifungal Treatment — pvalue: Cochran Q test

AE:Aerobic; ANA: Anaerobic ; MY: Mycosis bottles

Table E5: Mcnemar post hoc testsin absence of SAT.

No SAT SAT
AE vs MY <0.01 0.39
AE vs (AE+ANA) 0.50 0.25
AE vs (AE+MY) <.01 <0.01
AE vs (ANA+MY) <.01 0.12
MY vs (AE+ANA) 0.012 1
MY vs (AE+MY) 0.03 0.12
MY vs (ANA+MY) 0.50 0.25
AE+ANA vs (AE+MY) <0.01 0.23
AE+ANA vs (ANA+MY) <0.01 0.39
AE+MY vs (ANA+MY) 0.22 1

Pvalue threshold was 0.0167 after Bonferroni correction.

In presence or in absence of SAT, the combination AE + MY give the best positive rate for all species
(88% for SAT and 99% for NoSAT) and for C. albicans (100%). For C. glabrata, the combination
ANA + MY is more convenient with a positive rate of 100%.

After Bonferroni correction in presence of SAT, only combination AE+MY gave a significant higher
positive rate (88%) than AE vials alone (58%). In the absence of SAT, MY vials alone and
combination of AE+MY and ANA+MY vials have a significantly higher positivity rate than AE vials
alone; combination AE+ANA vials have a significantly higher positivity rate than MY vials alone; and
AE+MY or ANA+MY have a significantly higher positivity rate than the combination of AE+ANA
vials (resin vials).
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Discussion et perspectives
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Dans cette étude nous avons montré que, quel que soit le type de flacon d’hémoculture
utilisé, le traitement antifongique diminue le taux de positivité et augmente le temps de
positivité. Ainsi, la mise en place d’un traitement précoce peut allonger la durée
d’identification de I’espéce fongique, nécessaire a la détermination du traitement adéquat,
mais peut également entrainer un sous-diagnostic de candidémie en cas d’absence de
positivité du flacon. La combinaison de deux types de flacons d’hémoculture, avec et sans
résines, apporte une réelle plus-value dans la détection des souches de Candida spp. Elle
devrait étre privilégiée a la fois pour la confirmation du diagnostic chez un patient a risque
sous traitement antifongique préemptif ou empirique et pour le suivi des patients ayant une

candidose invasive documentée.

Ces résultats ont une importance particuliére dans les services de réanimation qui ont le
taux le plus élevé de patients sous traitement antifongique a la fois a titre preemptif et a titre
curatif. C'est pourquoi les résultats de I'analyse en sous-groupe seront exploités de fagon a
sensibiliser les cliniciens, notamment par une soumission des résultats au congres de la

Société de Réanimation en Langue Francaise (SRLF 2016) et présenté en Annexe 1.

Pour confirmer les résultats observes, il sera nécessaire de mettre en place une étude
multicentrique prospective permettant d'inclure un plus grand nombre de patients et de
prendre compte les différences de pratiques selon les centres. La principale difficulté d'une
telle étude est I'narmonisation des différentes bases de données du fait de I'hétérogénéité des

modes d'enregistrement des informations sur les systemes informatiques.

Enfin, a partir de la connaissance des bases de données disponibles concernant les
candidoses invasives, et de I'exploration de modeles plus complexes, il sera intéressant de

s'intéresser par exemple a l'identification des profils cliniques des patients.

Ces travaux s'appuient sur l'exploitation de bases de données observationnelles
longitudinales du CHU de Grenoble. Nous avons utilisé des modéles hiérarchiques bien
connus des statisticiens et qui présentent peu d'intérét d'un point de vue méthodologique.
Cependant, les biologistes, les pharmaciens ou les cliniciens qui produisent ces données ne
connaissent pas ou peu ces modeles, pourtant trés adaptés a leurs problématiques, et ne
pensent pas a les utiliser a priori.

C'est pourquoi l'interaction entre statisticiens et professionnels de santé est primordiale

afin de mettre en adéquation les méthodes statistiques d'analyse de données et les
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problématiques cliniques. Ceci est d'autant plus vrai dans un environnement ou la quantité de
données recueillies quotidiennement est en constante augmentation et les méthodes de plus en

plus complexes.
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THESE SOUTENUE PAR : Sébastien BAILLY

TITRE : IMPACT DES TRAITEMENTS ANTIFONGIQUES SYSTEMIQUES SUR LE
DIAGNOSTIC ET LE SUIVI DES CANDIDEMIES

CONCLUSION :

Les candidoses invasives sont les principales infections fongiques invasives. Leur diagnostic
reste difficile et tardif, car les signes cliniques ne sont pas spécifiques et les outils biologiques
actuellement disponibles ne sont pas suffisamment performants. En effet, les hémocultures,
qui représentent la méthode de référence, ont une sensibilité qui varie entre 50% et 75%. Le
retard au diagnostic explique en partie la mortalité élevée associée a ces infections malgré un
traitement adapté. Cela conduit a recommander la mise en place d'un traitement antifongique
précoce, en l'absence de preuve de l'infection, chez des patients présentant des risques de
candidose invasive. L’apparition de nouvelles molécules présentant une meilleure tolérance,
notamment les échinocandines, a entrainé un accroissement de la prescription des
antifongiques. Cependant face a la sélection de levures résistantes et a l'augmentation des
colts associés a ces traitements, une réflexion s'est imposée sur une utilisation rationnelle de

ces molécules.

Un des points soulevés par l'utilisation des traitements antifongiques systémiques est leur
impact sur les méthodes de diagnostic des candidoses invasives et tout particulierement les
hémocultures pour le diagnostic des candidémies. Ainsi I’étude présentée ici visait a répondre
a deux questions : 1) I'administration d'un traitement antifongique modifie-t-elle la détection
et le délai de détection des levures dans les hémocultures, et si c'est le cas, le type de flacon
d’hémoculture a-t-il un impact sur cette détection ? et 2) quelle est la réelle valeur ajoutée de
chaque type de flacon d’hémoculture dans des conditions cliniques en présence ou en absence

d'antifongiques ?

Pour cela nous avons exploité des données observationnelles de fagon rétrospective, en
utilisant trois bases de données : le systeme d'information du laboratoire de parasitologie-
mycologie, la base de données de la pharmacie centrale et le systéme d'information
hospitalier. L'analyse statistique est basée sur l'utilisation de modéles hiérarchiques permettant

de prendre en compte les données répétées pour un méme patient.

Les résultats ont montré que la présence d'un traitement antifongique diminue la détection des

levures, quel que soit le type de flacon d’hémoculture utilisé, et augmente le temps de
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détection. De méme, le traitement antifongique regu par le patient impacte davantage le délai
de détection des flacons d'hémocultures sans résine de type Mycosis. Nous avons mis en
évidence que le fait d'exclure l'un ou l'autre des flacons entraine une perte d'information qui
peut étre préjudiciable pour le diagnostic des candidémies ou le suivi des traitements

antifongiques dans le temps.

Bien que nécessitant une confirmation par une approche prospective et multicentrique, les
conclusions de cette étude mettent en évidence l'impact d'un traitement antifongique sur le
diagnostic des candidémies et soulignent la nécessité de réaliser une hémoculture avant la
mise en route d'un traitement systémique. De plus, l'intérét d'associer les deux types de
flacons d'hémocultures doit permettre d'améliorer le diagnostic et le suivi des traitements des

patients avec une candidémie.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER

Grenoble, le : ,63 /03/1’)/

LE DOYEN LE PRESIDENT DE LA THESE
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Introduction

Candidemia has a poor prognosis and is associated with a high mortality in part
because of delayed diagnosis. There is no optimal tool and, despite a rather low
sensitivity, gold standard for candidemia diagnostic and follow-up still relies on blood
cultures. The use of blood culture specific media is not clearly addressed in guidelines.
In vitro studies showed that the presence of an antifungal agent can significantly
modify the rate and the time to positivity of blood culture not containing adsorbing
agents. This can have a direct impact on diagnosis and on candidemia monitoring. Our
objective was to study in clinical practice the impact of systemic antifungal therapy
on the diagnostic performance of each medium and to highlight their added value in
the management of candidemia in intensive care unit patients.

Patients and Methods

All intensive care unit patients experiencing a candidemia in a university hospital, with
at least one blood sample collected, in a four-year period (2010 - 2013) were included
in a retrospective study. The Bactec Plus TM Aerobic/F (Aerobic) and Bactec Plus TM
Anaerobic/F (Anaerobic) bottles, which both contain adsorbing resins, and the non-
resin Bactec Mycosis TM IC/F (Mycosis) bottles were compared. The clinical
characteristics and the presence of systemic antifungal therapy were recorded for
each patient. We analyzed: 1) the positivity rate during candidemia; 2) the time to
positivity, and 3) the agreement between bottles. Univariate analyses and multivariate
hierarchical model for repeated measures were performed.

Results

A total of 64 patients with candidemia, median age of 61 years (interquartile range: 47
- 74) and a median IGSII score of 47.5 [42 - 57] were considered. Overall, positivity
rate was greater in resin bottles (Aerobic and Anaerobic: 56.6%) than in selective
Mycosis bottles (43.4%). In the presence of systemic antifungal therapy, the
positivity rate decreased significantly (OR: 0.19 (95% confidence interval: [0.07 ;
0.52] p<0.01). This decline was observed with both resin and non-resin Mycosis
bottles. Overall, time to positivity was longer in resin bottles (Aerobic and Anaerobic)
(30 hours; IQR: 19 ; 60) than in Mycosis bottle (27 hours, IQR: 16-78). Systemic
antifungal therapy prolonged time to positivity by a factor 1.92 ([1.29 ; 2.85];
p=0.05). The impact of systemic antifungal therapy on the time to positivity was more
pronounced in the Mycosis bottles than in those with resins (p<0.01), however TTP
remained longer in resin bottles.

91 bottles The agreement study showed that when the sampling
(64 patients) was done the same day, on both resins and Mycosis
blood cultures, in the absence of systemic antifungal

| therapy, 13 (19%) and 15 (22%) bottles were

\L \L positive only on resin or only on Mycosis bottles

- - respectively, and in the presence of systemic

N“‘;QAT SaT lantifungal therapy, 9 (41%) and 5 (23%) bottles were

- ~- positive only on resins or only on Mycosis bottle

v ' respectively (fig. 1). Thus, systemic antifungal

e T therapy decreased the agreement rate between the
e 5 bottles.

Fig. 1: Venn diagrams showing the number of

A g agreement or disagreement result between pairs

composed of one Mycosis bottle (MY) and one resin

13 9 . :
bottle (Aerobic and/or Anaerobic).

Resin Resin

bottles bettles Discussion

Systemic antifungal therapy modifies significantly the
blood culture results independently of the presence of resin in the bottles in intensive
care units patients with candidemia. We also demonstrated that there is a clear gain
in sensitivity to collect concomitantly resin and Mycosis bottles, especially when
systemic antifungal treatment is present. However a comparative multi-centric study
would be necessary to confirm these results.

Conclusion

These results encourage clinicians to use only pertinent empirical SAT prescription and
to sample BC before any SAT initiation. In the presence of SAT, a systematic sampling
of both Mycosis® and resins bottles, may improve not only the primary diagnostic but
also the time needed for the step-down or end of therapy.
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Sébastien BAILLY

IMPACT DES TRAITEMENTS ANTIFONGIQUES SYSTEMIQUES SUR LE DIAGNOSTIC ET LE SUIVI DES
CANDIDEMIES

RESUME : Les objectifs de I'étude étaient d'évaluer, en situation clinique, I'impact d’un traitement
antifongique systémique sur la détection des levures dans les flacons hémocultures et d’analyser les
performances des différents flacons selon la présence d’un traitement antifongique.

Cent vingt-cing patients ayant eu une candidémie au CHU de Grenoble pendant 4 ans (2010 — 2013)
ont été inclus de facon rétrospective. Nous avons comparé les flacons avec résines adsorbantes
(Bactec PlusTM Aérobie et Bactec Anaérobie) avec les flacons sélectifs des levures ne contenant pas
de résines (Mycosis) pour : le taux de positivité, le temps de positivité (TTP) et la concordance des
flacons positifs, en utilisant pour chaque caractéristique une analyse multivariée avec un modéle
hiérarchique a effets mixtes. Le taux de positivité des flacons est diminué par la présence d’'un
traitement antifongique (p<0.01), une chirurgie abdominale (p=0.01) et une hémodialyse (p=0.02). Le
traitement augmente significativement le TTP des deux types de flacons. Méme si I'effet du
traitement antifongique est significativement plus important pour les flacons sans résines, le TTP
reste comparable entre les deux types de flacons. Enfin, le traitement antifongique diminue le taux
d’agrément observé entre les deux types de flacons. Les résultats montrent que le traitement
antifongique modifie le résultat et le temps de détection des deux types de flacons. L'existence d’'un
traitement antifongique doit étre pris en compte lors de I'analyse des résultats biologiques. Cette
étude a démontré I'intérét d’associer deux types de flacons pour optimiser la détection des levures,
notamment en présence de traitement antifongique.

ABSTRACT :Objectives: Candidemia diagnosis and follow-up still rely on blood cultures. Here, we
present a clinical study of the impact of systemic antifungal therapy (SAT) on yeast detection in blood
culture. Methods : Patients (n=125) experiencing candidemia at Grenoble University Hospital
(France) were included in a four-year retrospective study. The Plus Aerobic/F (Aerobic) and Plus
Anaerobic/F (Anaerobic) bottles, which both contain adsorbing resins, and the non-resin Mycosis IC/F
(Mycosis) bottles were compared using multivariate hierarchical models adjusted on clinical
characteristics. Results : The positivity rate (PR) was significantly decreased in patients with SAT
(p<0.01), abdominal surgery (p=0.01), and hemodialysis (p=0.02). In all bottles, the SAT reduced the
PR by a factor of 0.16 (95% Cl: [0.08; 0.32]) and increased the time to positivity (TTP) by a factor of
1.76 ([1.30; 2.40]; p<0.01). The impact of SAT on the TTP was higher in non-resin bottles (Mycosis)
than in resin bottles (Aerobic and Anaerobic grouped together) (RR=1.76, [1.30; 2.40]); however, the
TTPs in non-resin and resin bottles remained comparable. A discordance regarding the PR was
observed with and without SAT (37 and 58%, respectively), but the SAT decreased significantly the
agreement rate by a factor of 0.29 (Cl: [0.12; 0.68]). Conclusion : We showed a significant effect of
SAT on blood culture results and a clear benefit from the concomitant use of resin and non-resin
bottles, especially in patients receiving SAT. Taking into account the presence of SAT in both the
blood culture protocol and the result analysis may improve patient management.

MOTS CLES : Candidémie, antifongiques systémiques, modéles hiérarchiques
ADRESSE : sbailly@chu-grenoble.fr
FILIERE : INNOVATION PHARMACEUTIQUE ET RECHERCHE
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