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Introduction

Le service d’oncohématologie pédiatrique de I’hdpital du CHU de Nancy, centre de
référence d’oncologie pédiatrique de Lorraine, et centre de recours interrégional, accueille et
traite les pathologies cancéreuses chez I’enfant.

Les hémopathies malignes et les différentes cures de chimiothérapies sont a 1’origine
d’une immunodépression qui favorise le développement d’agents infectieux fongiques
notamment du genre Candida ou Aspergillus nécessitant ’utilisation de différentes classes
d’antifongiques. Ces infections fongiques peuvent constituer une cause d’aggravation
importante de I’état du patient. La prise en charge de ces infections peut étre préventive,
probabiliste ou bien curative selon le diagnostic et la documentation de 1’espece.

Les infections fongiques ont vu leur incidence évoluer et leurs localisations se sont
diversifiées. Nous allons ainsi distinguer les infections a levures (du genre candidose et
cryptococcose), les infections a Aspergillus pulmonaire ou systémiques. D’autres infections
rencontrées dans le service d’oncohématologie pédiatrique du CHU de Nancy sont a 1’origine
d’une morbidité et d’une mortalité élevée, c’est le cas des fusarioses et des mucormycoses.

Les recommandations de traitement préventif, probabiliste et curatif de ces infections
fongiques ¢élaborées depuis quelques années ne sont pas toujours adaptées a la population
pédiatrique et a toutes les situations infectieuses. Le but de ce travail est de vérifier dans
quelles mesures ces recommandations sont appliquées a travers notre ¢tude menée une
période de trois ans. Les pratiques de prescription du service d’oncohématologie ainsi que
I’efficacité des traitements sur 1’incidence des infections et leur toxicité seront comparées aux
résultats de la littérature.

La premicre étape du travail a consisté en une analyse rétrospective de toutes les
prescriptions du service de juin 2010 jusqu'a mars 2013 ; afin de déterminer les cas de
prescriptions d’antifongiques ainsi que les molécules et les dosages utilisés.

Dans une seconde étape a été réalisée une analyse des dossiers patients, afin de relever les
infections fongiques rencontrées, I’efficacité des traitements, 1’évolution de I’état des patients
et les éventuels effets indésirables. Cette étape a requis une connaissance des
recommandations officielles des autorités de santé.

Finalement, apres avoir développé les molécules ayant I’AMM en pédiatrie, les pratiques
du service seront comparées aux recommandations ECIL4, référence de la prise en charge des
infections fongiques dans le service d’oncohématologie pédiatrique.



PARTIE I : LES INFECTIONS
FONGIQUES EN
ONCOHEMATOLOGIE PEDIATRIQUE



1. Les facteurs de risques d’infections fongiques

1.1. L’hote, I’age et les antécédents

L’un des facteurs le plus important du développement des infections fongiques est celui
li¢ a I’hote. Plusieurs facteurs de risques sont responsables d’infections invasives a I’origine
de morbidité et ou de mortalit¢ importante chez I’'immunodéprimé. L’age et la fragilité des
patients pédiatriques en font une population d’autant plus a risque. La présence d’antécédents
d’infections fongiques chez un patient augmente la probabilit¢ d’infection invasive et
nécessite une surveillance accrue et I’utilisation d’un traitement prophylactique secondaire
approprié.

1.2. Neutropénie

L’un des facteurs de risque le mieux documenté dans le cadre d’une infection invasive est
celui de la neutropénie, en particulier lorsque le taux de PNN (polynucléaires neutrophiles) est
inférieur a 500/mm’. La durée de la neutropénie est également un critére important, plus elle
est longue et plus le risque d’infection fongique est important.

Il existe une corrélation entre le risque infectieux et la durée et la profondeur de la
neutropénie : lorsque le taux de PNN est inférieur a 500/mm’, le risque d’infection fongique
est multiplié par 2,5 ; et lorsque le taux est inférieur a 100/mm°, ce risque est multiplié par 10

(1).

1.3. Néoplasie sous-jacente

Les hémopathies touchant les lymphocytes B provoquent un déficit de I’immunité
humorale. Les leucémies aigu€s provoquent par envahissement médullaire une atteinte de la
fonction phagocytaire macrophagique et des polynucléaires. Une immunodépression de type
cellulaire s’observe au cours des lymphomes hodgkiniens ou non (2).

Par ailleurs le statut de la maladie sous-jacente est important, les infections arrivant
d’autant plus facilement que le patient n’est pas encore en rémission de la maladie.

L’aspergillose invasive est I’une des pathologies les plus séveres chez I’immunodéprimé.
Son incidence varie selon la pathologie des patients. La porte d’entrée via les voies aériennes
supérieures explique la grande fréquence des atteintes pulmonaires. L’incidence de cette
pathologie varie en fonction du type d’immunodéficience.

L’incidence est la plus élevée dans les allogreffes de moelle puis dans les leucémies
aigués. Elle est plus faible dans le cas de I’autogreftfe de moelle (3).



1.4. Chimiothérapie anticancéreuse

L’arsenal chimio thérapeutique utilisé¢ en hémato-oncologie présente un double facteur de
risque de développement d’infections fongiques. Cette chimiothérapie provoque une
diminution de la phagocytose et du chimiotactisme des polynucléaires d’une part et peut
présenter une toxicité de la molécule elle-méme d’autre part.

1.5. Greffe de cellules souches hématopoiétiques (GSH)

Les complications infectieuses sont plus graves et plus fréquentes dans le cas des
allogreffes de moelle osseuse que des autogreffes. Ces allogreffes se caractérisent par la
succession de trois phases distinctes de complication immunologique spécifique et par
conséquent un risque infectieux précis (2).

La premiere phase est marquée par une aplasie médullaire et les risques infectieux sont
liés & une neutropénie profonde (inférieure 4 100/mm?®) et prolongée (supérieure a 20 jours) et
a I'utilisation quasi constante d’antibiotiques. Le risque infectieux fongique est directement
corrélé a la profondeur, a la durée de cette neutropénie et a I’efficacit¢ d’un traitement
antifongique préventif. De plus le déficit de la fonction phagocytaire et macrophagique se
prolonge au-dela de cette premicre phase d’aplasie.

La deuxiéme phase est caractérisée par une immunodépression de type cellulaire, liée a
I’utilisation d’immunosuppresseurs a hautes doses (ciclosporine, méthotrexate, et corticoides)
afin de prévenir et traiter la maladie du greffon contre I’hdte. Sa durée de 2 a 6 mois favorise
le développement d’infections notamment respiratoires a Aspergillus.

La derniére phase peut étre marquée par la survenue de la maladie du greffon contre
I’hote chronique nécessitant 1’'utilisation d’immunosuppresseurs au long cours a ’origine
d’infections opportunistes.

Les allogreffes non apparentées, se caractérisent également par un risque de rejet qui
aggrave le risque infectieux.

Afin de prévenir et de diminuer la survenue de ces pathologies infectieuses opportunistes
lors des greffes, un traitement prophylactique antifongique est prescrit a cette population de
patients a haut risque. Nous étudierons dans la partie consacrée aux pratiques dans le service,
quels sont les traitements utilisés pour cette prévention ainsi que leur adéquation avec les
recommandations les plus récentes.



1.6. Corticothérapie

Les corticoides font partie intégrante de 1’arsenal chimiothérapique en hémato-oncologie.
Cependant, ils possedent des effets indésirables propres qui s’ajoutent a ceux des molécules
utilisées dans les protocoles, et augmentent le risque d’infections fongiques invasives.

Les corticoides ont pour conséquence une atteinte de la fonction phagocytaire, qui est la
premiére ligne de défense des infections fongiques. Ils contribuent également a une atteinte de
I’immunodéficience cellulaire. Donc la corticothérapie, et a fortiori a haute dose, est un
facteur favorisant la survenue d’infections opportunistes.

Plusieurs études montrent que méme lors d’un syndrome de Cushing ou un syndrome
d’hypersécrétion d’hormones adréno-corticotropiques, 1’hypercortisolisme est souvent associé
a une infection fongique. Une étude réalisée dans différents services d’hémato-oncologie
pédiatrique en France, a montré que la survenue d’une infection mucormycose touchait
principalement les enfants atteints de leucémie aigu€. L’autre point important a relever est que
tous ces enfants traités pour cette infection ont recu des corticoides dans leur protocole de
chimiothérapie (4). Les corticoides augmentent le risque de survenue de mucormycoses et
d’infections fongiques en général. Ils représentent de véritables « engrais a levures » en créant
de véritables conditions de déficit immunitaire chez les patients.

2. Microbiologie habituellement retrouvée

Différentes especes sont a I’origine d’infections fongiques dans le service d’hémato-
oncologie pédiatrique. Ces espéces se distinguent par des morphologies et un mode
d’infection différent.

2.1. Les infections a levures

Les levures correspondent & un stade unicellulaire de champignons ascomycétes ou
basidiomycetes avec un thalle unicellulaire qui donne naissance a une cellule fille par
bourgeonnement a partir d’une cellule mere (le blastopore).

L’examen direct des colonies montre un aspect le plus souvent crémeux, et de coloration
caractéristique de chaque espece.

2.2. Les candidoses

De nombreuses especes appartiennent au genre Candida, cette définition étant
uniquement basée sur 1’aspect morphologique que prennent les différentes espéces en milieu



de culture. Cependant 1’espéce Candida albicans représente plus de 60% des levures isolées
chez ’homme.

Les candidoses sont I’une des infections les plus fréquentes en hémato-oncologie. Leur
gravit¢ dépend du site d’infection (cathéter) et de sa dissémination hépatique, splénique,
rénale, ophtalmique, pulmonaire ou ostéo-articulaire. L’émergence d’espeéces nouvelles
(Candida glabrata et krusei) peut aggraver le pronostic. 11 est donc nécessaire de
diagnostiquer rapidement cette infection du fait de I’inconstance de candidémie et ceci méme
dans les formes disséminées. La mortalit¢ & un mois des malades candidémiques peut
atteindre 40% surtout si certains facteurs de risques sont présents (cathéter veineux central,
age, allogreffe, absence de prophylaxie).

La mortalité globale des candidoses invasives est proche des 60%, dont 15 a 38% est
attribuable a I’espece Candida (3).

Ces infections sont soit localisées (candidose buccale par exemple) soit invasives et on
parlera de candidoses systémiques (5). Le genre Candida albicans est commensal des voies
digestives chez ’Homme. Par contre il est pathogéne lorsqu’il est présent sur la peau. On
parle de « levure opportuniste » car elle peut devenir pathogeéne en cas de facteurs favorisants
liés a I’hote : immunodépression, hémopathie, tumeur maligne, cathéters, traumatisme, sujet
agé, femme enceinte, ou bien liés aux facteurs externes : antibiothérapie a large spectre,
corticothérapie, immunosuppresseurs, chirurgie.

2.2.1. Epidémiologie

Nous avons vu que certains parameétres sont liés a ’apparition et au pronostic des
d’infections fongiques (profondeur et durée de la neutropénie, age, antécédents). D’autres
parameétres peuvent aggraver ce pronostic notamment [’agressivité du germe en cause et sa
dissémination dans 1’organisme.

Les candidoses systémiques se situent au quatrieme rang des infections nosocomiales
avec un pourcentage de 10 a 15 % de I’ensemble des septicémies nosocomiales (6).

Depuis le début des années 1990, les données des études épidémiologiques montrent
que Candida sp. se classe entre le 3° et le 5° rang des agents infectieux responsables
d'infections nosocomiales dans la population générale hospitalisée en réanimation. (7)

En Europe, I’incidence de la candidose invasive chez les patients admis en
réanimation, ayant eu une intervention ou bien traités en hémato-oncologie a été estimée entre
1 et 10 pour 1000 patients. Une étude importante réalisée par la Confédération Européenne de
Mycologie Médicale sur 2089 cas documentés en provenance de 106 établissements de pays
européens, a rapporté 0,2 a 0,38 candidémie pour 1000 admissions et 3 a 4,4 cas pour 100 000
jours-patients (8).

Il faut cependant relativiser ces données car la candidose invasive reste trés rare méme
dans les services d’hémato-oncologie pédiatrique alors que la colonisation par Candida est



quant a elle trés fréquente. Une étude réalisée sur 58 patients 4gés en moyenne de 5 ans, ayant
recu une greffe de moelle, montre que 5 enfants ont été infectés par une candidose invasive et
que 4 d’entre eux (soit 7%) ont été suspectés de développer cette infection (9). Ce tableau
reprend les incidences des candidoses en fonction des espeéces dans cette population
pédiatrique.

Tableau I : épidémiologie pédiatrique des espéces de Candida (10)

enfants
C. albicans 41%
C. glabrata 13%
C. parapsilosis 24%
C. krusei 7%
C. tropicalis 9%
autres 6%

Aujourd’hui Candida albicans reste majoritairement responsable de ces infections
invasives. Cependant on observe une augmentation de 1’isolement des souches non albicans
dans le diagnostic des candidoses invasives. C. glabrata et C. krusei ont vu leur fréquence
augmenter. L hypothése avancée est attribuée a [’utilisation de certaines familles d’azolés
notamment le fluconazole en prophylaxie. Dans I’étude menée par ’ECCM (European
Confederation of Medical Mycology) en 2004, des souches de Candida non Albicans ont été
identifiées dans 43% des cas. Ces souches ont été pour la plupart isolées chez les patients
atteints d’hémopathies malignes (65%) et I’espéce la plus isolée était le C.glabrata (8).

L’apparition d’espéces non albicans peut s’expliquer par [utilisation de
chimiothérapies de plus en plus toxiques et par [’'utilisation inadéquate de molécules
antifongiques.

2.2.2. Principaux signes cliniques

Les candidoses superficielles peuvent étre a 1’origine d’une infection systémique chez
les patients a haut risque. Nous pouvons distinguer ainsi les candidoses digestives (candidoses
buccales, candidose cesophagiennes et candidoses anales), les candidoses génito-urinaires
(candidoses urinaires et vulvo-vaginites) et les candidoses cutanées et unguéales.

Les candidoses invasives sont des affections fongiques graves associées a ’altération
de I’état clinique du patient. La contamination peut étre soit exogeéne a partir d’une voie
veineuse centrale, soit endogéne a partir d’une candidose digestive par exemple. La
candidémie correspond alors a I’isolement de 1’espéce Candida a partir d’une hémoculture ce
qui implique une dissémination hématogene. Cette dissémination aura pour conséquences des
localisations profondes viscérales multiples : cardiaques (endocardites), neurologiques,
pulmonaires, rénales, oculaires, ostéo-articulaires et cutanées. La candidose chronique ou
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candidose hépato splénique est une manifestation souvent trouvée chez les patients
neutropéniques.

2.2.3. Diagnostic mycologique

L’espéce Candida se caractérise par son polymorphisme en fonction des milieux de
culture dans lesquels elle est cultivée. Elle se présente ainsi sous forme de blastopore, de
pseudo filament ou de filament vrai. Ce sont ces structures qui seront mises en évidence lors
d’un examen direct.

Le diagnostic mycologique s’inscrit dans le cadre de la démarche -classique
d’identification d’un micro organisme.

2.2.3.1. Les prélévements

Il existe des méthodes de diagnostic systémiques et d’autres méthodes
immunologiques. Dans tous les cas le prélevement doit présenter une qualité et une quantité
suffisante pour pouvoir étre utilisé.

Les prélévements doivent étre réalisés avant tout traitement antifongique, de fagon
stérile et transportés le plus rapidement possible au laboratoire pour limiter toute
multiplication des levures (6).

* Le prélevement sanguin est réalis€ en premicre intention, le sang est
ensemencé directement sur un milieu de culture (Sabouraud liquide ou autre
milieu).

D’autres prélevements peuvent étre réalisés en vue du diagnostic :

* Des prélevements aux portes d’entrée (cathéters, sondes, valves)

* Des prélevements de divers liquides biologiques (liquide céphalorachidien,
broncho alvéolaire, urines).

* Des fragments de biopsies (cutanée, hépatique, pulmonaire...) qui sont réalisées
selon des arguments cliniques et radiologiques. La biopsie doit étre partagée en
deux fragments : un fragment, fixé dans du liquide de Bouin ou du formol, sera
destin¢ a Il'examen histopathologique. L'autre, placé dans du sérum
physiologique stérile, permettra I'examen mycologique.

La détermination de /'index de colonisation tel que défini par Pittet est le rapport entre le
nombre de sites positifs et le nombre total de sites prélevés (11). Cet index constitue une sorte
d’alarme et a fait ses preuves chez les patients adultes en réanimation. La détermination de cet
index nécessite des prélevements réguliers d'au moins cinq sites (nasal, auriculaire, buccal,
anal, et vulvo-vaginal) et un prélévement urinaire sur un flacon stérile, par patient et cela deux
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fois par semaine. Chaque échantillon sera ensuite ensemencé sur un milieu chromogene et
incubé a 37°C, ce qui permettra 1’identification des souches et le traitement précoce des
patients a haut risque. Les prélévements a pratiquer sont :

 Ecouvillonnage anal ou selles ;

 Ecouvillonnage endobuccal ;

* Sécrétions trachéales (aspiration) ;

* Tout liquide de drainage (estomac, cavité péritonéale, voies biliaires...) ;
* Urines.

Le traitement antifongique est mis en place dés que cet index de colonisation atteint ou
dépasse 0,5.

2.2.3.2. Examen direct

Certains prélévements doivent subir un traitement avant tout examen direct. Les
liquides sont homogénéisés voire centrifugés avant de subir une dilution pour quantification
(cas des selles et des urines). Ils peuvent étre concentrés par centrifugation (10 min a 1500) ou
par filtration sur membrane de porosité 0,45 micron.

Les crachats ou les LBA (lavages broncho-alvéolaires) visqueux sont fluidifiés
préalablement. Les biopsies et tissus sont broyés mécaniquement a 1’aide du Potter sous hotte.
Les prélévements sont réalisés et ceci avant tout traitement local ou général.

Rapide, cet examen constitue la premiére étape de diagnostic car il permet d’orienter
le diagnostic dans les plus brefs délais et de commencer un traitement. L’examen direct des
prélevements superficiels (squames et fragments unguéaux) est réalisé entre lame et lamelle
dans une solution de potasse KOH a 30 ou 40% ou de chloralchloral lactophénol permettant
I’éclaircissement préalable de ce prélévement. Leur paroi fongique est ensuite colorée a I’aide
de produits tels que : lugol a 2 %, bleu de toluidine, bleu au lactophénol, noir chlorazole ou
rouge Congo (MycetColor”™, sr2b). L’utilisation de blanc de calcofluor (Sigma), le
Blankophor® (Bayer) & 0,1 % ou encore le MycetFluo® (sr2b) permet une plus grande
sensibilité sur un microscope a fluorescence.

Les prélevements profonds (LBA, liquide pleural, articulaire, biopsies tissulaires)
permettent la réalisation d’étalements, des appositions sur lames ainsi que des spots de cyto-
centrifugation. Les frottis sont fixés a la chaleur ou a 1’alcool, puis colorés par le May-
Griinwald-Giemsa (MGG), ou traités par imprégnation argentique (techniques de Gomori-
Grocott ou de Musto) (12).
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2.2.3.3. Culture

Cette étape du diagnostic mycologique est importante puisqu’elle permet :

e L’augmentation de 