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Introduction 
 

Les infections intra-abdominales représentent la seconde cause de sepsis et choc septique après 

les infections respiratoires chez les patients de réanimation. Elles sont associées à une mortalité 

approchant les 50 %.1 Elles peuvent prendre différentes formes allant de l’abcès à la péritonite 

purulente généralisée. La péritonite représente une catégorie à part en lien avec sa présentation 

clinique, sa sévérité et sa prise en charge nécessitant dans la majorité des cas le recours à la 

chirurgie. Elle fera donc l’objet de ce travail de thèse.  Les péritonites sont généralement 

polymicrobiennes, associant bactéries et levures du genre Candida.  La présence de Candida, 

rapportée dans 10 à 30 % des cas,2 s’associe en général à une mortalité augmentée.3 La 

candidose intra-abdominale est actuellement définie par une culture fongique positive à 

Candida (à partir d’un prélèvement intra-abdominal habituellement stérile) et la présence de 

signes et symptômes compatibles avec une infection intra-abdominale.4,5 Sa mortalité peut 

dépasser 60 % en cas de retard et/ou échec du contrôle de la source.6 Parmi les espèces de 

Candida isolées dans la majorité des infections, C. albicans est le plus fréquemment 

rencontré7,8 et fera donc l’objet de l’étude expérimentale de ce travail.  

La prise en charge actuelle des candidoses intra-abdominales repose sur un diagnostic précoce 

(détection de Candida), un rapide contrôle de la source et une introduction le plus tôt possible 

d’un traitement antifongique à bonne posologie.9 La détection précoce de Candida représente 

un enjeu majeur car les méthodes classiques souffrent d’une mauvaise sensibilité (examen 

direct) et/ou d’un délai important pour obtenir un résultat (culture).10 Afin de réduire ce délai, 

de nombreuses méthodes dites « non basées sur la culture » ont été proposées ces dernières 

années.10 Parmi ces dernières, la recherche du 1,3 beta-D-glucan, un composant de la paroi 

fongique, mesuré dans le sang11–14 ou le liquide péritonéal15–18 a été la plus étudiée dans le 

contexte de réanimation avec un signal intéressant pour écarter la présence de Candida. La 

littérature actuelle ne permet pas de statuer définitivement sur l’intérêt actuel de son dosage 

dans le liquide péritonéal chez ces patients en raison des effectifs inclus, souvent de petite taille 

et hétérogènes, ainsi que de la faible prévalence de la candidose intra-abdominale < 25 % dans 

les études citées. De plus, toutes ces études ont utilisé une seule et même technique de dosage 

du 1,3 beta-D-glucan. Au cours de ce travail, nous avons émis l’hypothèse que l’inclusion d’une 

cohorte homogène de patients suffisamment conséquente pour avoir une prévalence de la 

candidose intra-abdominale > 30% et l’utilisation d’une nouvelle technique de mesure plus 

adaptée au milieu spécifique représenté par le liquide péritonéal permettraient de valider ou 
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non cette méthode de diagnostique microbiologique. Par ailleurs, il n’existe pas à ce jour de 

méthode robuste pour détecter précocement la présence de Candida. Une nouvelle approche 

utilisant la microcalorimétrie indirecte pour détecter la présence de microorganismes a fait son 

apparition ces dernières années. Cette technologie, principalement étudiée en bactériologie et 

réputée pour sa sensibilité, pourrait également être intéressante pour la détection de Candida. 

Au cours de ce travail, nous avons évalué les performances diagnostiques de l’appareil 

calScreenerTM (SYMCEL®, Solna, Suède), qui utilise cette approche, dans le liquide 

péritonéal. 

Le deuxième élément clé concernant la prise en charge des candidoses intra-abdominales est 

l’introduction précoce d’un traitement antifongique adapté. Comme recommandé par la 

dernière Surviving Sepsis Campaign,19 l’optimisation des posologies et concentrations des 

traitements anti-infectieux doit être la règle afin de garantir des concentrations efficaces dans 

le sang et au niveau du site infectieux. La majorité des données actuelles concerne 

l’antibiothérapie. Il n’existait pas de revue ciblant spécifiquement antifongique et candidose 

intra-abdominale. Une revue sur les modifications pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques propres à la candidose intra-abdominale semble pertinent afin de 

proposer des recommandations de posologies pour les traitements antifongiques en 

réanimation. L’optimisation pharmacocinétique et pharmacodynamique est d’autant plus 

importante que les résistances aux antifongiques sont en augmentation, notamment pour les 

échinocandines,20 classe la plus utilisée en réanimation. Cela s’intègre désormais dans le cadre 

du bon usage des antifongiques ou « antifungal stewardship ». A ce jour, il n’existe pas de 

« cahier des charges » pour un programme de bon usage dans le cas particulier de la candidose 

intra-abdominale. Or cette pathologie semble particulièrement correspondre aux critères exigés 

par ces programmes. Au cours de ce travail, les éléments clés de ce type de programme seront 

déclinés pour la candidose intra-abdominale. 

Enfin, quels patients de réanimation ayant une infection intra-abdominale et une culture 

positive à Candida doivent absolument recevoir un antifongique ? Cette question fondamentale 

est soulevée par une littérature clinique rapportant différents effets des traitements 

antifongiques sur la mortalité en réanimation, allant d’une augmentation de la survie à 

l’absence d’effet sur la mortalité.21 Ces résultats contradictoires suggèreraient une 

pathogénicité variable de Candida, qui pourrait dépendre de la situation clinique et/ou des 

comorbidités du patient (notamment son statut immunitaire). En effet, Candida est un 

microorganisme commensal du tube digestif. Il fait partie du microbiote intestinal et est souvent 

considéré comme un colonisant « inoffensif ».  Si l’on se réfère aux autres candidoses 
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invasives, la pathogénicité de Candida est généralement liée à ses capacités d’adhésion et 

d’invasion, notamment dans le cadre des candidémies où les mécanismes sont bien décrits.22 

Dans le cas des candidoses intra-abdominales, la présence de Candida dans le liquide 

péritonéal est secondaire à une perforation digestive, un lâchage d’anastomose ou une nécrose 

ischémique de la paroi digestive. A ce jour, il n’existe pas de preuve de l’expression de 

virulence chez Candida dans le liquide péritonéal chez l’homme.23 C’est pourquoi certains 

auteurs ne considèrent pas Candida pathogène dans le liquide péritonéal. Pour la partie 

expérimentale de ce travail, l’hypothèse principale de recherche est que Candida passe d’un 

statut de colonisant inoffensif à un pathogène virulent du fait d’un stress environnemental 

représenté par son passage du tube digestif dans le liquide péritonéal, la présence de bactéries 

et l’immunité. Ce travail s’est donc attaché à démontrer la virulence de Candida dans le liquide 

péritonéal. La seconde hypothèse est que l’expression de cette virulence est variable et pourrait 

expliquer, en partie, le résultat des études cliniques évaluant l’efficacité d’un traitement 

antifongique. Le rôle de l’immunité sera étudié par une revue exhaustive de la littérature afin 

de mieux appréhender de futures études. 

 

Les objectifs de ce travail sont donc : 

 Chapitre 1 : identifier de nouveaux outils diagnostiques pour confirmer ou écarter la 

présence de Candida dans le liquide péritonéal afin d’optimiser le diagnostic de la 

candidose intra-abdominale. 

 Chapitre 2 : utiliser une approche pharmacologique intégrant un programme de bon 

usage des antifongiques afin d’optimiser le traitement antifongique.  

 Chapitre 3 : mieux comprendre la pathogénicité de Candida dans le liquide péritonéal 

afin de pouvoir mieux cibler les patients de réanimation qui relèveraient d’un traitement 

antifongique. 
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Chapitre 1 : Comment optimiser le diagnostic de la 

candidose intra-abdominale ? 
 

La candidose intra-abdominale (CIA) fait partie des infections intra-abdominales (IIA) et 

répond à une définition précise. Ces deux entités, IIA et CIA, ont des caractéristiques propres 

à connaitre afin de mieux comprendre les résultats de la littérature et surtout envisager les 

critères d’inclusion de futures études. En effet, toute étude s’attachant à évaluer les 

performances diagnostiques d’un test doit commencer par sélectionner les patients les plus à 

risque d’être atteints de la pathologie concernée afin d’avoir une prévalence suffisante. Cette 

première partie a donc pour objectif :  

 De préciser les définitions et critères des IIA et CIA afin de mieux cibler les patients 

d’intérêts. 

 De détailler les méthodes diagnostiques actuelles pour détecter ou écarter la présence 

de Candida au sein du liquide péritonéal.  

 

1. Définition des infections intra-abdominales 
L’IIA est un terme générique rassemblant plusieurs entités qui peuvent être classées24 selon :  

 La présentation clinique : de la forme non compliquée au choc septique fulminant, 

 Le type d’atteinte : de l’atteinte d’organe (ou abcès localisé) à la péritonite généralisée, 

 Le/les microorganisme(s) impliqué(s) : bactéries et/ou levures, 

 Le contrôle de la source : éradication (lavage de la cavité péritonéale), contrôle de la 

contamination (retrait de la cause), correction des modifications anatomiques (remise 

en continuité digestive) 

 

Concernant le type d’atteinte, seule la péritonite, du fait de sa gravité potentielle et des 

spécificités de sa prise en charge sera étudiée au cours de cette thèse. On en distingue 

principalement trois types : primaire (pas de rupture d’organe comme dans la péritonite 

secondaire à la dialyse péritonéale et l’infection du liquide d’ascite), secondaire (ouverture du 

tube digestif) et tertiaire (persistance de collection malgré une prise en charge de la source et 

un traitement anti-infectieux adapté).  
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Concernant les microorganismes impliqués, différencier colonisation et infection mais 

également le caractère inoffensif ou virulent peut s’avérer difficile avec les méthodes 

microbiologiques actuelles. En effet, ces dernières sont centrées sur la présence ou l’absence 

du microorganisme.25 C’est particulièrement le cas pour Candida.  

Ainsi, à cause de cette hétérogénéité de présentation, les IIA sont difficiles à étudier.21 

Récemment en 2019, les experts de la société européenne de réanimation (ESICM) ont proposé 

une nouvelle classification des IIA retenant trois phénotypes.24 L’objectif était d’intégrer les 

principaux aspects de la pathologie à savoir : la complexité du contrôle de la source, la sévérité 

clinique et les microorganismes identifiés. Les IIA étaient classées selon : 

 Le lieu d’acquisition de l’IIA (communautaire, associée aux soins) impactant l’écologie 

microbienne. 

 La présence d’une rupture anatomique associée à une péritonite localisée ou généralisée 

impactant la complexité du contrôle de la source. 

 L’expression de la maladie (infection, sepsis, choc septique). 

Cette classification a été utilisée dans une cohorte de 2621 patients et les trois éléments (lieu 

d’acquisition, rupture anatomique et sévérité) étaient associés au pronostic des patients. La 

présence d’une péritonite généralisée, acquise au cours d’un séjour hospitalier long et la 

présence d’un choc septique étaient les principaux facteurs associés à la mortalité qui atteignait 

50 % lorsque les trois facteurs étaient associés. Un autre élément intéressant de cette importante 

cohorte était la répartition équilibrée entre Candida et bactéries résistantes entre les infections 

communautaires et associées aux soins. Ainsi, à l’image des autres types d’infections, la 

présence des germes dits résistants ou moins « classiques » comme les levures ne concerne 

plus uniquement les patients hospitalisés. Cela souligne d’autant plus l’importance d’un 

diagnostic microbiologique précoce afin de cibler le plus rapidement possible les 

microorganismes d’intérêt.  

 

2. Le cas particulier de la péritonite post-opératoire 
La péritonite post-opératoire (PPO) est la principale cause d’IIA compliquée en réanimation.26 

Elle présente trois caractéristiques principales : 

 Une mortalité élevée pouvant atteindre 40 %27 qui s’explique par l’infection en elle-

même, mais aussi par les complications inhérentes à la chirurgie, 
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 Un risque plus élevé de bactéries résistantes et/ou de levures, notamment du fait d’une 

exposition antibiotique plus importante et des comorbidités plus lourdes des patients 

atteints, ce risque étant proportionnel au nombre de chirurgie, 

 Des difficultés diagnostiques allongeant le délai de contrôle de la source. 

Candida est particulièrement rencontré dans les PPO. En effet, les résultats de l’étude 

EUCANDICU (Candidemia/intra-abdominal candidiasis in European ICU project) 2 focalisant 

sur les CIA en réanimation rapportent que 62 % des patients concernés sont des patients 

chirurgicaux. De plus, la récurrence de perforation gastro-intestinale (OR = 13.9) et le lâchage 

de suture anastomotique (OR = 6.6) étaient identifiés comme facteur de risque de CIA.  

Habituellement, le diagnostic de péritonite est basé sur le jugement clinique : la présence d’une 

douleur abdominale avec de la fièvre (ou hypothermie) associée à une hyperleucocytose 

suggèrent le diagnostic.26 Dans le contexte post-opératoire, identifier la survenue d’une IIA est 

plus complexe car le jugement clinique est moins sensible. Dans une cohorte de 191 patients 

traités pour une PPO, Bensignor et al. rapportaient que la douleur abdominale était présente 

dans 82 % des cas, l’iléus post-opératoire dans 6 %, la fièvre dans 49 % et les signes d’irritation 

péritonéal dans 55 % des cas.28  

Enfin, d’un point de vue physiopathologique, il existe un état d’immunosuppression secondaire 

à la première chirurgie. Il se définit, entre autres, par une réduction de l’expression de l’HLA-

DR monocytaire, un dysfonctionnement des lymphocytes T et une suppression de la réponse 

cytokinique pro-inflammatoire.29,30 

Ainsi, du fait de ses caractéristiques propres, les PPO doivent être étudiées séparément des 

autres IIA ou au minimum être analysées en sous-groupe.  

 

3. La candidose intra-abdominale 
La candidose invasive est la principale cause d’infection fongique en réanimation.7 Elle 

comporte la candidémie et la candidose profonde. Cette dernière est causée par la dissémination 

hématogène ou par inoculation directe de Candida dans un site habituellement stérile.31 

Comme la cavité péritonéale est considérée comme un espace stérile, l’inoculation de Candida 

après rupture de la continuité digestive conduit au diagnostic de candidose profonde dite 

abdominale. La CIA est définie par : une culture du liquide péritonéal positive à Candida 

(ponction directe ou prélèvement chirurgical ou issu d’un drain abdominal < 24h) et des signes 

cliniques d’infection abdominale.5  
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Contrairement aux autres candidoses invasives où les mécanismes à l’origine de la virulence 

de Candida et les indications à un traitement antifongique (ATF) sont bien connus dans la 

littérature,22,31 la pathogénicité de Candida dans le liquide péritonéal est mal connue.32,33 Cet 

aspect sera décrit dans le chapitre 3 de la thèse. 

Contrairement aux autres IIA, l’origine anatomique de la CIA impacte sa prévalence et son 

pronostic, tout comme les facteurs d’hôte.34 Candida est principalement présent dans le tube 

digestif proximal (œsophage, estomac) où sa prévalence atteint 41 %, moins dans l’intestin 

grêle (35 %) et encore moins dans le colon (12 %).35,36 Vergidis et al. ont proposé une 

classification basée sur le type d’infection (abcès vs péritonite) et l’origine anatomique (gastro-

intestinale vs hépatobiliaire et pancréatique).6 Ces auteurs ont rapporté au sein d’une cohorte 

de 163 patients atteints de CIA que la mortalité à J100 était plus élevée en cas de péritonite (40 

% vs 17 % en cas d’abcès) et en cas d’origine hépatobiliaire ou pancréatique (75 %). 

Concernant l’origine hépatobiliaire ou pancréatique, la sévérité des patients concernés, les 

chirurgies répétées et le manque de limites claires et identifiables de l’infection expliquent 

probablement cette surmortalité.  

Ainsi le choix de la population à inclure conditionne la prévalence de la CIA et la mortalité 

rapportée du fait de sévérité variable. De même, la définition de la CIA dans les études est un 

autre paramètre d’importance afin notamment d’éviter une surestimation de la prévalence en 

incluant des patients avec une culture positive sans signes d’infection ou à partir de drains 

gardés plus de 24 heures. Le projet Fungal Infections Definitions in Intensive Care Unit 

(FUNDICU)37 a récemment publié38 une définition standardisée pour la CIA probable et 

confirmée en réinsistant sur les critères cliniques et mycologiques. Parmi les critères 

mycologiques, le délai de pousse selon le délai du contrôle de la source (< ou > 24h) doit être 

pris en compte pour différencier colonisation et infection.   

 

3.1. Épidémiologie des candidoses intra-abdominales 

Les résultats de l’étude EUCANDICU publiée en 2019 a inclus 23 réanimations de neuf pays 

européens, rassemblant 570 candidoses invasives acquises en réanimation : ils rapportent une 

incidence de 7,07/1000 admissions en réanimation dont 1,84/1000 admissions pour la CIA. La 

prévalence des CIA est variable pour les raisons développées précédemment et varie entre 10 

% (patients sans facteurs de risque spécifiques de candidose) et 33 % (patients avec infections 

intra-abdominales compliquées, PPO).16,36,39,40 Concernant les espèces de Candida, C. 

albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis et C. krusei sont les plus rencontrés au 

cours des CIA.8,17,31,41 La Figure 1 issue de Soulountski et al. décrit la répartition des espèces 
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de Candida au cours des candidoses invasives en réanimation au cours des 20 dernières années. 

Les CIA sont polymicrobiennes dans 20 à 70 % des cas.36,42,43 En revanche, la candidémie 

survient dans moins de 5% des cas.7,16,17 

 

Figure 1 : Espèces de Candida isolées parmi les candidoses invasives en réanimation sur la 

période 2000 – 2020 (figure issue du manuscrit de Soulountsi et al.41). 

 
 

Le Tableau 1 résume les facteurs de risque de survenue d’une candidose invasive, d’une CIA, 

ainsi que les facteurs pronostiques en cas de CIA selon plusieurs études.2,6,24,31,34,42,43 Les 

principaux facteurs de risque de survenue d’un CIA sont les laparotomies répétées, la 

perforation gastro-intestinale et la péritonite généralisée. Concernant la mortalité, le délai de 

prise en charge (contrôle de la source, introduction de l’ATF) est l’élément déterminant. 

La mortalité globale de la CIA varie entre 20 et 60 %.2,7,8,42 Elle dépend de la qualité de prise 

en charge (contrôle de la source), de l’origine anatomique et son degré d’extension (péritonite 

généralisée) et du patient (comorbidité). Par exemple, la mortalité peut atteindre 60 % chez le 

patient immunodéprimé ou en cas de CIA compliquée de candidémie.8 La plus haute mortalité 

concerne les CIA causées par une péritonite primaire (88 %) ou une péritonite secondaire 

d’origine hépatobiliaire ou pancréatique (78 %).6 
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Tableau 1 : Facteurs de risque et facteurs associés à la mortalité au cours des candidoses intra-

abdominales.2,6,24,31,34,42–44 

Survenue d’une candidose intra-
abdominale 

Mortalité 

Facteurs d’hôte 
Chirurgie abdominale* 

Pancréatite aiguë nécrosante* 
Hémopathie* 

Transplantation d’organe solide* 
Tumeur solide* 

Colonisation à Candida * 

Age avancé 
Dénutrition 

Facteurs liés à l’infection intra-abdominale 
Péritonite généralisée 

Perforation gastro-intestinale  
Lâchage d’anastomose 
Laparotomies répétées 

Présence d’une péritonite 
Péritonite biliaire ou pancréatique 

Péritonite gastro-intestinale 
Laparotomies répétées  

Choc septique 
Facteurs liés à la prise en charge 

Administration ATF retardée (≥ 7 jours) 
Exposition antibiotique (≥ 7 jours) 

Présence d’un cathéter veineux central* 
Nutrition parentérale* 

Hémodialyse* 
Corticoïdes ou chimiothérapie pour cancer* 

Contrôle de la source approprié 
ATF approprié 

Légende : * Facteurs de risque généraux d’infection à Candida. 

 

3.2. Diagnostic de la candidose intra-abdominale 

3.2.1. Méthode de référence 

Comme décrit précédemment, la confirmation diagnostique repose sur une culture standard 

positive à Candida. C’est la seule méthode validée à ce jour permettant d’obtenir un 

antifongigramme. Son inconvénient repose sur le délai de culture qui peut varier de 1 à 8 jours, 

selon l’importance de l’inoculum.10 De plus, la sensibilité de la culture n’est pas de 100 % et 

peut être faussement négative.45  

Le délai d’identification de la levure une fois une culture détectée est aujourd’hui raccourci à 

15 minutes grâce à la spectrométrie de masse.46–48 Si le coût d’un appareil de spectrométrie de 

masse (type MALDI-TOF) reste élevé, une fois acquise, cette technologie ne nécessite ni 

consommables coûteux, ni personnel ultra-qualifié.47  

Ainsi, l’enjeu actuel réside dans la détection précoce de la présence de Candida dans le liquide 

péritonéal afin de décider de l’introduction d’un traitement ATF ou non. En effet, compte tenu 

des délais pour l’antifongigramme (24 heures à compter de la culture positive) et sachant qu’il 

n’existe pas à ce jour de méthode moléculaire pour prédire la résistance en routine, le traitement 
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débuté sera généralement une échinocandine. D’un point de vue du bon usage des ATF, 

l’objectif est surtout d’éviter une exposition inutile. 

 

3.2.2. Détection de Candida dans le liquide péritonéal avec les méthodes 

conventionnelles. 

Il est important tout d’abord de préciser que la détection de Candida (et tout autre 

microorganisme) dans le liquide péritonéal est difficile49 car : 

 L’inoculum est faible, 

 La distribution des cellules viables est inégale au sein de l’échantillon, 

 La consistance du liquide est variable et peut compliquer certaines analyses (techniques 

microscopiques, colorimétriques ou turbidimétriques notamment), 

 Le volume de l’échantillon peut être petit. 

Le protocole actuel comporte une première étape d’examen direct du liquide péritonéal 

idéalement réalisé par un mycologue ou un technicien formé en mycologie. Le liquide est 

ensuite ensemencé dans un milieu favorable aux levures (Sabouraud ou milieu chromogène 

dédié à la mycologie). Une étude rétrospective évaluant 152 IIA a rapporté une sensibilité de 

35 % et une valeur prédictive négative de 78 % pour l’examen direct (bactérie et levure) du 

liquide péritonéal.50 Les auteurs soulignaient que la performance diagnostique étaient 

dépendante de l’expérience du lecteur.  

Ainsi, la faible sensibilité de l’examen direct et les contraintes de temps de la culture standard 

ont favorisé le développement de méthodes dites « non basées sur la culture ».  

 

3.2.3. Intérêt des méthodes « non basées » sur la culture dans le liquide péritonéal 

A ce jour, il existe deux méthodes décrites dans la littérature pour détecter la présence de 

Candida dans le liquide péritonéal : la PCR Candida et le 1,3 beta-D-glucan (BDG). 

 

3.2.3.1. Technique de biologie moléculaire (PCR) 

La première expérience de PCR Candida dans le liquide péritonéal a été rapportée par Corrales 

et al. en 2015.45 Les auteurs avaient évalué rétrospectivement une technique PCR (CLART 

STIs B) sur 161 liquides péritonéaux issus de 27 patients avec une péritonite. Cette PCR 

permettait la détection de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. 

guillermondi et C. dubliniensis.  Elle avait un seuil de détection de 100 UFC / 5 µL. Le 

comparateur était une technique de culture automatisée en flacons d’hémocultures (BACTEC 
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FX, BD).  La PCR permettait de détecter la présence de Candida au sein de 29 échantillons de 

liquide péritonéal (18 %). La sensibilité était de 93,5 % et la concordance avec la culture était 

satisfaisante (κ = 0.79). Parmi les 17 cas avec une culture positive du liquide péritonéal, la PCR 

était associée à 9 faux négatifs et 8 faux positifs parmi les contrôles.   

Une seconde étude rétrospective monocentrique a été publiée en 2022 comparant PCR Candida 

(extraction ADN utilisant le kit DNA Mini Kit (QIAGE Company, Allemagne) et les primers 

ciblaient ITS-1 et 4) et culture standard.51 L’étude incluait 83 patients de réanimation 

chirurgicale avec un risque élevé de CIA. La prévalence de CIA était de 20,5 % (n = 17). Les 

performances diagnostiques étaient : sensibilité (Se) 64,7 %, spécificité (Sp) 89,4 %, valeur 

prédictive positive (VPP) 61,1 % et valeur prédictive négative (VPN) 90,8 %. La courbe ROC 

avait une aire sous la courbe (ASC) de 0,77 (IC 95 % : 0.63 – 0.91). La concordance avec la 

culture était correcte (κ = 0.53).  

Ensemble, ces deux études rapportaient une VPN satisfaisante pour exclure la présence de 

Candida. Il faut néanmoins préciser que dans ces deux études, la prévalence de la CIA était 

faible ∼20%. De plus, la première étude n’utilisait pas les standards pour définir la CIA (un 

prélèvement positif suffisait) et la seconde considérait les prélèvements issus de drains 

abdominaux laissés en place > 24h. 

De plus, avant d’utiliser la PCR en routine, certains points doivent être résolus : 

 Identifier un kit PCR applicable et validé pour le liquide péritonéal (éviter les PCR 

« maison » avec des amorces différentes limitant la comparabilité inter-études), 

 Optimiser l’extraction d’ADN dans le liquide péritonéal, notamment en cas de faible 

charge fongique. 

Ainsi, à ce jour, il n’existe pas d’étude prospective ayant évalué une PCR capable de détecter 

la présence de liquide fongique.    

L’étude “Impact of Rapid Molecular Diagnostic Method on Antibiotics Exposure Duration in 

ICU Patients With Postoperative Peritonitis (DIRECTABDO)” (NCT04925388) sera la 

première étude prospective à évaluer la PCR Unyvero IAI chez des patients de réanimation 

avec une IIA grave post-opératoire. Cette étude a démarré fin 2022 et devrait inclure 184 

patients. La PCR Unyvero IAI (Curetis GmbH, Holzgerlingen, Allemagne) est une PCR 

multiplex ciblant l’ADN validée dans le liquide péritonéal qui permet la détection de 

différentes bactéries et espèces de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis et C. 

krusei).52  
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Le Tableau 2 résume les performances diagnostiques de l’examen direct et des méthodes PCR 

dans le liquide péritonéal.45,50,51  

 

Tableau 2 : Performances diagnostiques, avantages et inconvénients de l’examen direct et des 

techniques de PCR pour la détection de Candida dans le liquide péritonéal. 

 
Technique Se Sp VPP VPN Avantages Inconvénients 

Examen direct 35 99 94 78 Coût  
Disponibilité  

Recul 
d’utilisation 

Performance  
inoculum, expérience du 

lecteur 

PCR 65 89 61 91 VPN Coût 
Manque de méthode 

standardisée 
Manque d’étude robuste 

Légende : Se : Sensibilité, Sp : Spécificité ; VPN : valeur prédictive négative ; VPP : valeur 

prédictive positive. 

 

3.2.3.2. Le 1,3 beta-D-glucan 

Le 1,3 beta-D-glucan (BDG) est un polysaccharide hydrophile servant au maintien de la paroi 

fongique de l’ensemble des champignons à l’exception des Mucorales.53,54 Le BDG est 

synthétisé chez les bactéries, les champignons, les algues et les plantes.55 En revanche, il n’est 

pas produit chez les mammifères où il est reconnu par les macrophages et cellules dendritiques 

activant la défense immunitaire antifongique.56,57  

 

 Détection du BDG par les méthodes actuelles : 

Sa détection suit le même processus que la détection du lipopolysaccharide bactérien (LPS) par 

la cascade LAL (Limulus amebocyte lysate).58,59 En effet, la cascade LAL peut être activée par 

voies indépendantes : l’endotoxine bactérienne (utilisant le facteur C) et le BDG (via la 

protéine G). La voie finale est commune et passe par une phase de coagulation (Figure 2).  
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Figure 2 : Activation de la cascade LAL permettant la détection du 1,3 beta-D-glucan (figure 

issue de Finkelman et al. 60).  

 
 

Les kits actuellement commercialisés ne comportent que la voie de la protéine G. Ainsi, une 

réaction positive témoigne de la présence de BDG dans l’échantillon. La révélation des 

résultats utilise une méthode photométrique permettant de détecter différent seuils61, qui diffère 

selon les fabricants (colorimétrie ou turbidimétrie). 

Les deux tests les plus utilisés en Europe sont : le « β-glucan test » fabriqué par Fugifilm Wako 

Chemicals Europe (41468 Neuss, Allemagne), distribué en France par la société Sobioda® 

(38330 Montbonnot-Saint-Martin, France) et le « Fungitell Assay » fabriqué par Associates of 

Cape Cod (East Falmouth, Etats-Unis). Les deux kits utilisent la cascade LAL mais possèdent 

un prétraitement et des méthodes de quantification différents conduisant à des seuils de 

détection propres.62 Le rôle du prétraitement est de désactiver le plus possible des inhibiteurs 

ou activateurs (ex : endotoxine) de la cascade LAL. En se basant sur une étude incluant 165 

patients dont 12 seulement avaient une infection fongique invasive (5 pneumocystoses, 2 

candidémies, 1 CIA et 4 aspergilloses), le β-glucan test® avait des performances diagnostiques 

légèrement supérieures au Fungitell assay® : Se 100 %, Sp 96 %, VPP 65 % et VPN 100 % 

versus Se 64 %, Sp 91 %, VPP 44 % et VPN 100 %.62  

Le BDG est principalement éliminé par le foie. Une augmentation de la demi-vie du BDG a 

été observée dans les insuffisances hépatiques sévères en pré-transplantation notamment.63 

Enfin, il a été observé des différences de concentrations de BDG selon les espèces de Candida. 

C. tropicalis et C. parapsilosis produisent les plus faibles concentrations de BDG.12,64  
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 Sources de BDG circulants : 

Il existe de nombreux facteurs susceptibles de positiver les tests de BDG : 

o Les infections bactériennes : certaines bactéries produisent du BDG comme 

Pseudomonas aeruginosa et certains streptocoques. Dans d’autres cas comme les 

entérocoques, l’augmentation du BDG circulant est secondaire à une augmentation 

du passage transmembranaire intestinal d’espèces produisant du BDG du fait du 

sepsis à entérocoque.   

o Certaines thérapeutiques : éponges/drains chirurgicaux, supplémentation en 

albumine, la nutrition parentérale et certains antibiotiques (beta-lactamines). 

o La chirurgie : Szyszkowitz et al. ont montré une élévation du BDG en per- et post-

opératoire de chirurgie digestive (jusque J5) sans preuve de candidose invasive.65 

o Certains terrains ou pathologies : grands brûlés, insuffisance rénale chronique, 

mucoviscidose et le lupus érythémateux disséminé.  

Les membranes de dialyse ont longtemps été considérées comme une source de faux positif de 

BDG sanguin, notamment les anciennes membranes. Une étude rétrospective brésilienne 

publiée en août 2023 montrait que l’utilisation des nouvelles générations de membrane de 

dialyse n’étaient pas associés à une élévation du BDG sanguin.66 

 

3.2.3.3. Utilisation du BDG dans le liquide péritonéal 

Du fait des nombreuses sources de faux positifs dans le sérum, l’idée de mesurer sa 

concentration dans le liquide péritonéal pouvait être séduisante. En effet, la plupart des facteurs 

confondants diffusent peu dans le liquide péritonéal, ou de façon retardée, après que le 

prélèvement péritonéal soit réalisé par le chirurgien.  

Nous avons conduit la première étude ayant évalué l’intérêt de son dosage par le test « Fungitell 

Assay » dans le liquide péritonéal.15 Il s’agissait d’une étude rétrospective et monocentrique 

ayant inclus 33 patients de réanimation avec une infection intra-abdominale dont sept CIA. La 

moitié des patients était immunodéprimée et 42 % avaient une PPO. Dans le groupe « CIA », 

le BDG médian [Quartile 1 – Quartile 3] était de 1461 [325-5000] pg/ml versus 224 [68-1357] 

pg/ml dans le groupe témoin, (P = 0.03). L’ASC ROC pour différencier CIA et non CIA était 

de 0.76 (IC 95 % (0.593-0.929), (P = 0.036). La VPN était de 100% pour un BDG ≤ 310 pg/ml. 

Pour cette étude, le doctorant était l’investigateur principal et il avait encadré une étudiant de 

3ième cycle dans le cadre de son mémoire de spécialité.  
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Une deuxième étude était publiée quatre ans plus tard.16 Il s’agissait d’une étude prospective 

monocentrique ayant inclus 65 patients de réanimation avec une infection intra-abdominale 

compliquée. Il s’agissait principalement de péritonite généralisée (73%). La prévalence de la 

CIA était de 29%. Dans le groupe « CIA », le BDG médian [Q1-Q3] était de 2890 [942-12326] 

pg/ml versus 1202 [317-4223] pg/ml dans le groupe témoin, (P=0.135). Concernant le BDG 

mesuré dans le sérum, 80% des patients du groupe « CIA » avaient une concentration > 80 

pg/ml à deux reprises versus 58% dans le groupe témoin, (P=0.13). Les ASC ROC des BDG 

péritonéaux et sanguins pour différencier CIA d’une autre IIA étaient respectivement de 0.62 

(IC 95% (0.491-0.739), P=0.11) et 0.52 (IC 95% (0.394-0.649), P=0.77). Il existait un 

important « overlap », pour les concentrations de BDG sanguines et péritonéales, entre les deux 

groupes qui étaient mesurées par le « Fungitell Assay » test. 

La troisième étude ayant évalué le BDG péritonéal dans les CIA a été publiée en mars 2023.17 

Il s’agissait de la première étude multicentrique évaluant une cohorte de 113 patients de 

réanimation (135 échantillons de liquide péritonéal) avec une prévalence de CIA de 25 % (n = 

28).  Dans le groupe « CIA », le BDG médian [Q1-Q3] était de 8100 [3000-15000] pg/ml 

versus 1901 [332-10650] pg/ml dans le groupe témoin, (P = 0.002). Les auteurs reconnaissaient 

avoir été contraints de diluer 95 (sur les 135) échantillons du fait de valeurs de BDG dépassant 

la limite supérieure du test (« Fungitell Assay ») tout en respectant les recommandations du 

fabricant. L’ASC ROC du BDG péritonéal pour différencier CIA d’une autre IIA était de 0.691 

(IC 95% (0.606-0.767), P < 0.002). Une VPN de 100 % pour écarter la présence d’une IAC 

était obtenue avec le seuil de 125 pg/ml.  

A ce stade de la littérature, deux études étaient positives et une négative. Un important 

« overlap » était constaté pour les concentrations de BDG entre les cas et les témoins, que ce 

soit pour le BDG péritonéal et sanguin. Les études manquaient de puissance (monocentrique 

pour deux d’entre elles) et la prévalence de CIA était basse, < 30%. De plus, toutes les études 

avaient utilisé le test « Fungitell Assay ». 

Dans ce contexte nous avons conduit67 et publié18 l’étude pBDG2 (Prospective evaluation of 

the peritoneal 1,3 beta-D-glucan in critically ill patients with intra-abdominal candidiasis). 

Le Tableau 3 résume les études ayant évalué le BDG péritonéal en réanimation. 
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Tableau 3 : Principales caractéristiques des études ayant évalué le BDG péritonéal pour le 

diagnostic de la candidose intra-abdominale en réanimation. 

Auteur, 
année  

Type d’étude BDG test Population CIA 
prévalence 

BDG 
CIA+ 

BDG 
CIA- 

ASC 
ROC 

Novy, 
201815 

Monocentrique 
Rétrospective  

Fungitell® N=33 
Péritonites 
secondaires 

nosocomiales 

20%  
(n=7) 

1461* 
pg/ml 

224 
pg/ml 

0.76 

Dupont, 
202216 

Monocentrique 
Prospective 

Fungitell® N=65 
Péritonites 
secondaires 

nosocomiales 

30% 
(n=19) 

2890 
pg/ml 

1202 
pg/ml 

0.62 

Nourry, 
202317 

Multicentrique 
Prospective 

Fungitell® N=113 
Péritonites 
secondaires 

25% 
(n=28) 

8100* 
pg/ml 

1961 
pg/ml 

0.69 

Novy,  
202318 

Multicentrique 
Prospective 

Wako® N=199 
Péritonites 
secondaires 

44% 
(n=87) 

447.7* 
pg/ml 

133.1 
pg/ml 

0.63 

Légende : Les valeurs de BDG reportées correspondent à la médiane. 

* La différence de concentration de BDG péritonéal entre les deux groupes (CIA vs contrôles) 

était statistiquement significative. 

 

3.2.3.4. Étude pBDG2 

 Rôle du doctorant 

Le doctorant était l’investigateur principal de cette étude depuis sa conception jusqu’à la 

publication des résultats. Pour cette étude, il avait obtenu une bourse de recherche du 

laboratoire MSD® afin de financer la mise en place d’un cahier de recueil informatique et 

l’entretien de la base de données ainsi que le financement des dosages de BDG péritonéaux en 

tant que prélèvement recherche. Cette étude ayant été menée hors programme de recherche 

clinique (PHRC), le doctorant a dû assurer la formation des centres participants, le suivi de 

l’étude (formation de nouveaux investigateurs, newsletter), la constitution et le suivi de la 

collection biologique. Il a également dû négocier avec les partenaire industriels (Associate of 

Cape Cod® puis Wako Fujifilm® via la société Sobioda®) pour l’obtention d’un tarif 

préférentiel sur les kits de BDG. Il s’est entouré d’un interne de spécialité qui en a fait sa thèse 

de docteur en médecine (Dr Jérémie Rivière) et d’un assistant des hôpitaux (Dr François-Xavier 

Laithier) qu’il a tous les deux formés à la recherche clinique.  

 Valorisation scientifique de l’étude : 

Les résultats intermédiaires de l’étude ont été présentés au congrès national de la Société 

Française d’Anesthésie-Réanimation (SFAR) en 2021 (Annexe 1). L’étude a permis la 

publication de deux articles : le protocole67 (Annexe 2) et les résultats de l’étude (Article 
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Combination of peritoneal and serum 1.3 beta-d-glucan can rule out intra-abdominal 

candidiasis in the surgical critically ill patient18). Les résultats de l’étude seront présentés lors 

du congrès de l’ESCMID (European Society of Clinical, Microbiology and Infectious Disease) 

en avril 2024 (Annexe 3). 

 Résumé des caractéristiques de l’étude :

Il s’agissait d’une étude prospective multicentrique (Dijon, Metz, Nancy, Strasbourg) non 

interventionnelle conduite de janvier 2020 à décembre 2022. 

Était inclus tout patient adulte admis en réanimation pour une infection intra-abdominale à haut 

risque d’infection à Candida et nécessitant une prise en charge chirurgicale. 

En se basant sur une prévalence a priori de 30%, l’inclusion de 200 patients permettait 

d’estimer la prévalence de la CIA avec une précision absolue de 6.5%. Chaque patient 

bénéficiait d’un dosage du BDG sanguin à J1 et J3 (dans chaque centre). Les liquides 

péritonéaux étaient conservés après analyse de routine (collection biologique) puis la mesure 

du BDG péritonéal était réalisée à la fin de l’étude à Nancy. 

Le critère de jugement principal était la prévalence de la CIA et les critères de jugement 

secondaire étaient : la comparaison du BDG péritonéal et sanguin entre CIA et témoin, les 

performances diagnostiques du BDG péritonéal, du BDG sanguin et du score clinique 

(Peritonitis score) utilisés seuls et combinés.  

 Avantages de l’étude par rapport aux études précédents :

Il s’agissait de la cohorte ayant inclus le plus grand nombre de patients avec une CIA à ce jour. 

Les critères d’inclusion étaient stricts quant à la définition de la CIA (culture positive et signes 

d’IIA) et la volonté d’inclure des patients à très haut risque de CIA afin d’obtenir une 

prévalence suffisante, élément indispensable à l’évaluation d’un test diagnostique. 

Il s’agissait de la première étude à utiliser le « β-glucan test » fabriqué par Fugifilm Wako 

Chemicals Europe (41468 Neuss, Allemagne), l’hypothèse étant que le principe de détection 

du test était plus adapté à une matrice complexe telle que le liquide péritonéal. 

L’étude réalisait un recueil exhaustif des facteurs confondants du BDG et les détails de la 

culture fongique (notamment le délai de positivité) afin de pouvoir expliquer les performances 

diagnostiques. 

 Principaux résultats :

Principales caractéristiques de la population incluse : 

Il s’agissait principalement d’hommes (63 %) avec un âge médian de 66 [54-72] ans. Un tiers 

des infections intra-abdominales avaient une origine communautaire. Deux tiers des patients 
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étaient admis en réanimation pour une urgence chirurgicale. Le type d’infection intra-

abdominale était une péritonite secondaire dans 96 % des cas.  Une immunodépression était 

rapportée chez 61% des patients, majoritairement en rapport avec l’existence d’une tumeur 

solide (67 %). Chez les patients atteints de CIA, étaient statistiquement plus rapportés une 

exposition antibiotique au cours des 72 dernières heures (P=0.003) et un Peritonitis score ≥ 3 

(P=0.03). L’exposition antérieure aux antibiotiques était le facteur de risque le plus 

fréquemment rencontré dans les CIA selon une méta-analyse récente.68 

Critère de jugement principal : prévalence CIA 44 % (n = 87) avec un intervalle de confiance 

à 95 % de [37-51]. 

Critères de jugement secondaire : 

o Concentration médiane [Q1-Q3] BDG péritonéal CIA versus témoin : 447.7 [107.5-

1578.0] pg/ml vs 133.1 [16.0-831.0] pg/ml, (P=0.03). 

o Performance diagnostique BDG péritonéal seuil ≥ 45 pg/ml : Se 89.5%, Sp 38.2%, 

VPP 53.1% et VPN 82.3%. 

o Performance diagnostique BDG sanguin seuil ≥ 3.3 pg/ml : Se 70.6 %, Sp 88.0 %, 

VPP 66.7 % et VPN 79.2 %. 

o Performance diagnostique BDG péritonéal (< 45 pg/ml) avec BDG sanguin J1 (< 

3.3 pg/ml) et peritonitis score < 3 : Se 100 % et VPN 100 %. 

 Perspectives : 

Le BDG péritonéal, comme le BDG sanguin, ne doivent pas être utilisés seuls pour différencier 

CIA versus les autres IIA. Pour le BDG sanguin, nous avons également observé l’intérêt d’un 

seuil plus bas (< 3.3 pg/ml) versus 7 pg/ml (initialement identifié dans les premières études de 

validation). Une étude prospective récente incluant 174 patients de réanimation suspects de 

candidose invasive montrait également l’intérêt d’abaisser le seuil en dessous de 4 pg/ml pour 

améliorer la VPN avec le « β-glucan test ».69 

Nous avons mis en évidence l’intérêt d’une approche combinée associant les biomarqueurs 

comme recommandée par les sociétés savantes.70 Cette stratégie doit désormais être testée dans 

une cohorte de validation externe, prospective. Pour cela le doctorant a soumis l’étude ESPIAC 

(Early stop of antifungal using serum and peritoneal 1.3 beta-d-glucan in critically ill patient 

with suspected intra-abdominal candidiasis, Annexe 4) aux PHRC interrégionaux 2024.  
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Combination of serum and peritoneal 
1.3‑beta‑d‑glucan can rule out intra‑abdominal 
candidiasis in surgical critically ill patients: 
a multicenter prospective study
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Amandine Luc13, Julien Birckener1, Marie‑Claire Machouart2,11 and Philippe Guerci1,10 

Abstract 

Background  Intra-abdominal candidiasis (IAC) is difficult to predict in critically ill patients with intra-abdominal infec‑
tion, leading to the overuse of antifungal treatments. Serum and peritoneal 1.3-beta-d-glucan (sBDG and pBDG) have 
been proposed to confirm or invalidate the diagnosis of IAC, but clinical studies have reported inconsistent results, 
notably because of heterogeneous populations with a low IAC prevalence. This study aimed to identify a high-risk IAC 
population and evaluate pBDG and sBDG in diagnosing IAC.

Methods  This prospective multicenter noninterventional French study included consecutive critically ill patients 
undergoing abdominal surgery for abdominal sepsis. The primary objective was to establish the IAC prevalence. The 
secondary objective was to explore whether sBDG and pBDG could be used to diagnose IAC. Wako® beta-glucan test 
(WT, Fujifilm Wako Chemicals Europe, Neuss, Germany) was used for pBDG measurements. WT and Fungitell® beta-
d-glucan assay (FA, Associate of Cape Cod, East Falmouth, USA) were used for sBDG measurements.

Results  Between 1 January 2020 and 31 December 2022, 199 patients were included. Patients were predominantly 
male (63%), with a median age of 66 [54–72] years. The IAC prevalence was 44% (87/199). The main IAC type was sec‑
ondary peritonitis. Septic shock occurred in 63% of cases. After multivariate analysis, a nosocomial origin was associ‑
ated with more IAC cases (P = 0.0399). The median pBDG level was significantly elevated in IAC (448 [107.5–1578.0] 
pg/ml) compared to non-IAC patients (133 [16.0–831.0] pg/ml), P = 0.0021. For a pBDG threshold of 45 pg/ml, the neg‑
ative predictive value in assessing IAC was 82.3%. The median sBDG level with WT (n = 42) at day 1 was higher in IAC (5 
[3.0–9.0] pg/ml) than in non-IAC patients (3 [3.0–3.0] pg/ml), P = 0.012. Similarly, median sBDG level with FA (n = 140) 
at day 1 was higher in IAC (104 [38.0–211.0] pg/ml) than in non-IAC patients (50 [23.0–141.0] pg/ml), P = 0.009. Com‑
bining a peritonitis score < 3, sBDG < 3.3 pg/ml (WT) and pBDG < 45 pg/ml (WT) yielded a negative predictive value 
of 100%.
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Conclusion  In critically ill patients with intra-abdominal infection requiring surgery, the IAC prevalence was 44%. 
Combining low sBDG and pBDG with a low peritonitis score effectively excluded IAC and could limit unnecessary 
antifungal agent exposure.

Trial registration: The study was registered with ClinicalTrials.gov (ID number 03997929, first registered on June 24, 
2019).

Keywords  Intra-abdominal candidiasis, Candida, Beta-d-glucan, Diagnostic, Critically ill patient

Graphical abstract

Take‑home message

• Critically ill patients with nosocomial secondary
peritonitis and a peritonitis score ≥3 are a population
of interest for intra-abdominal candidiasis studies,
with a prevalence of 44%.

• The combination of serum and peritoneal 1.3-beta-
d-glucan with the peritonitis score emerged as a
potent strategy for effectively excluding intra-abdom-
inal candidiasis and thereby minimizing unnecessary
exposure to antifungal agents.

Introduction
Intra-abdominal candidiasis (IAC) is defined by the 
detection of Candida in peritoneal fluid obtained 
through direct puncture, intraoperative sampling, or 
drainage from an intra-abdominal drain inserted in the 
past 24 h, along with compatible signs and symptoms of 

intra-abdominal infection [1, 2]. The definitive diagnosis 
of IAC relies on the isolation of Candida species through 
conventional mycological culture. IAC carries a cumula-
tive incidence of 1.84 cases per 1000 intensive care unit 
(ICU) admissions [3] and is associated with a mortality 
rate of up to 60% [4].

IAC is difficult to predict in critically ill patients with 
intra-abdominal infection and could lead to delayed [4] 
or excessive use of antifungal treatments [5]. Indeed, con-
ventional culture could take several days to yield results 
[6]. Considering the worse prognosis of patients with 
delayed introduction, antifungals are usually introduced 
before the results of the culture are obtained, based on 
clinical scores or context. However, none of the current 
clinical scores are able to identify patients at risk for IAC, 
leading to antifungal overuse [5, 7]. Unnecessary antifun-
gal exposure has been associated with increased antifun-
gal resistance, including against echinocandins, the first 
class used for IAC treatment [8].
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To optimize the diagnosis of IAC, the measurement of 
1.3-beta-d-glucan (BDG) in the serum (sBDG) and peri-
toneal fluid (pBDG) has gained interest [9–12]. BDG is a 
crucial constituent of the cell wall of various fungal spe-
cies, including Candida. In IAC, sBDG is associated with 
a negative predictive value (NPV) ranging from 70 to 90% 
[13, 14], and two measurements in 48 h are needed. For 
pBDG, three studies have reported higher concentrations 
in IAC patients than in non-IAC individuals [10–12]. 
However, the statistical significance of these differences 
in pBDG concentrations has not been consistently estab-
lished. In addition, the actual prevalence of IAC in these 
studies was < 30%. Thus, the literature does not provide 
a definitive conclusion regarding the utility of pBDG in 
confirming or excluding IAC.

Furthermore, all these studies employed the Fungitell® 
beta-d-glucan assay (FA, Associate of Cape Cod, East 
Falmouth, Inc., United States of America) for pBDG 
measurement. The Wako® beta-glucan test (WT, Fuji-
film Wako Chemicals Europe, Neuss, Germany) has not 
been assessed in this context before. The WT has been 
validated for both serum and plasma matrices. This BDG 
test is technically less complex to operate than the FA 
(Fungitell assay) and is simpler to execute and interpret 
[15]. Therefore, it is plausible that the WT would be more 
suitable for the medium represented by peritoneal fluid.

The present study sought to identify a high risk of IAC 
in critically ill patients and to evaluate pBDG measure-
ments using the beta-glucan test from Wako® for the 
diagnosis of IAC. This study aimed to address some of 
the limitations of prior research, such as patient popula-
tion heterogeneity and insufficient confirmed IAC cases, 
which can introduce bias and ambiguity into the results 
[16].

Material and methods
Study design: setting
This was a French prospective multicenter noninterven-
tional study conducted at four tertiary teaching hospitals 
(Dijon, Metz, Nancy and Strasbourg). The protocol for 
the pBDG2 study has been previously published [17] and 
summarized in the Fig. 1.

The initial recruitment period spanned from Janu-
ary 1st, 2020, to December 31st, 2021. However, due to 
the COVID-19 outbreak, this period was subsequently 
extended by 1 year. The management of patients and 
their anti-infective strategies were left to the discretion 
of the attending physicians but were required to adhere 
to the current guidelines for the management of invasive 
candidiasis [18, 19].

Participants
Critically ill adult patients with an intra-abdominal infec-
tion that necessitated surgical intervention and risk fac-
tors IAC [19–22] were included consecutively (Fig. 1).

The primary focus of the study was the diagnostic 
assessment of pBDG, and consequently, patient follow-
up was limited to their duration of stay in the ICU.

Gold standard test for the diagnosis of IAC
The definition of IAC relied on positive culture findings 
of peritoneal fluid collected under sterile conditions for 
Candida species. The assessment of Candida growth was 
conducted using Sabouraud chloramphenicol medium 
(BioMerieux, Craponne, France) at a temperature of 
35 ± 2  °C. Additional species identification was carried 
out employing mass spectrometry, and the cultures were 
retained for a period of up to 8 days.

Serum and peritoneal BDG.
Serum (sBDG) concentrations were collected on Day 

1 and Day 3 following abdominal surgery, aligning with 
established expert guidelines [24] (see Additional file  1 
for details of the test used).

For pBDG, any residual peritoneal fluid after routine 
analysis was preserved at each center using BDG-free 
containers at a temperature of − 20 °C until the conclu-
sion of the recruitment period. Subsequently, all these 
samples were shipped to the Nancy Center, where BDG 
measurements using the WT were conducted between 
May and June 2023.

Objectives
The primary objective was to estimate the prevalence of 
IAC in the studied population. The secondary objectives 
were (1) to compare the pBDG concentrations between 
patients with and without IAC, (2) to identify the risk 
factors associated with the development of IAC, (3) to 
assess the diagnostic accuracy of pBDG for the early 
detection of IAC, using Candida culture as the reference 
standard, and (4) to assess the diagnostic performances 
of pBDG, both alone and in combination with sBDG and 
the peritonitis score, to assess the presence of IAC. sBDG 
results were considered negative (indicating a low risk of 
IAC) when levels were less than 80 pg/ml (using FA) or 
less than 3.3 pg/ml (using WT) on two consecutive meas-
urements, according to the literature [25, 26].

Data collection
We collected data on demographics, comorbidities, type 
of intra-abdominal infection, and IAC management 
from electronic medical records during patients’ ICU 
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stays (see Additional file 1 for details). Previous Candida 
colonization was defined as the isolation of Candida in 
cultures obtained from ≥ 2 of the following sources: res-
piratory tract secretions, stool, skin, wound sites, urines, 
and drains that have been in place for 24 h or less [1].

Statistical analysis
According to the literature, the prevalence of IAC in 
severe intra-abdominal infection is estimated to be 
between 20 and 40% [10, 27]. The expected prevalence of 
IAC in our sample was 30%, based on our previous study 
[10]. The inclusion of 200 patients enabled us to estimate 
this expected prevalence with an absolute precision of 
6.5%.

Descriptive statistics were used to summarize the 
baseline characteristics of the study population, includ-
ing counts and percentages for categorical variables and 
the mean ± standard deviation or median [interquartile 
range/IQR] for continuous variables, depending on the 
data distribution. Statistical tests such as the chi-squared 
or Fisher’s exact tests were employed to compare categor-
ical variables, while the nonparametric Mann‒Whitney 
U test and Kruskal‒Wallis test were used for continuous 
variables. The prevalence of IAC was calculated based on 
Candida culture results, along with the 95% confidence 
interval.

Regarding the secondary objectives, initial sBDG and 
pBDG concentrations were compared using the Wil-
coxon test. Risk factors for IAC were identified through 
bivariate logistic regression. Factors with a signifi-
cance threshold of 0.10 were considered candidates in a 

multivariable regression model, with significance defined 
as a P value of < 0.05 in two-sided tests.

To assess the diagnostic performance of pBDG, a 
receiver operating characteristic (ROC) curve analysis 
was conducted, and a new cutoff value was determined, 
considering the highest Youden index (sensitivity + speci-
ficity − 1). For sBDG, analyses were performed based on 
the test used and previously published thresholds [25]. 
All statistical analyses were carried out by an independ-
ent biostatistician using SAS v9.4 (SAS Institute, Inc., 
Cary, NC), with a significance level of P < 0.05.

Results
Demographic and characteristics
Figure 2 illustrates the study’s flow chart.

Table 1 presents the clinical characteristics of the 199 
patients included in the analysis. Patients were predomi-
nantly male (63%), with a median age of 66 [54–72] years. 
Intra-abdominal infections were community-acquired in 
27% of cases (n = 54).

Antibiotic exposure for more than 72  h prior to sur-
gery and a peritonitis score ≥ 3 were significantly more 
common in the IAC group (P = 0.003 and P = 0.03, 
respectively). One-third of the cohort was considered 
immunocompromised, mainly due to active solid tumors 
(n = 52/77). Two-thirds of the patients were admitted to 
the ICU for urgent intra-abdominal infection, with sec-
ondary peritonitis accounting for 96% of cases (n = 192), 
originating primarily from the colon (n = 71/36%) and 
small bowel (n = 67/33%). Surgery was predominantly 
performed by laparotomy (n = 184/92%). Approximately 

Fig. 1  Study design and inclusion criteria. Abbreviations: BDG: 1.3 beta-d-glucan; IAC: intra-abdominal infection; IAI: intra-abdominal infection. Risk 
factors according to [19–22], Peritonitis score according to [23]



Page 5 of 12Novy et al. Critical Care          (2023) 27:470 	

64% (n = 123) of cases received antibiotic therapy before 
surgical incision. Eight patients received antifungal treat-
ment before surgery.

During and after surgery, an antifungal treatment 
was started for 127 patients (64%) primarily empiri-
cally (74% of cases). In the IAC group, 30 patients 
(35%) received antifungal treatment after Candida 
documentation. Regarding the non-IAC group, 42 
patients (37%) received unnecessary antifungal ther-
apy. All patients received an echinocandin as empirical 
therapy, which was de-escalated to fluconazole in 47% 
of cases. The overall median duration of antifungal 
therapy was 8 [8] days in the IAC group versus 5 [3–8] 
days in the non-IAC group (P < 0.0001). The median 
ICU length of stay was 8 [4–14] days, and the ICU 
mortality rate was 14% (n = 27).

Primary objective
The prevalence of IAC was 44% (n = 87/199; 95% CI 
[37–51]). There was no statistically significant differ-
ence in Candida risk factors between the two groups 
except for prior antibiotic exposure longer than 72  h 
(Table 1). A total of 101 Candida-positive species were 
recovered from the 87 PF samples: 65 C. albicans, 
19 C. glabrata, 7 C. tropicalis, 4 C. kefyr, 3 C. krusei, 
and 2 C. parapsilosis. The IAC was polymicrobial in 
72% (n = 63) of cases. The most encountered bacteria 
were Escherichia coli and Enterococcus faecalis (see 

Additional file 1: Table S1 for the whole bacterial doc-
umentation). Direct examination for yeast was positive 
for 34 patients (17%). There were only 3 cases of can-
didemia (3%).

Secondary objectives
Peritoneal BDG
pBDG results (Fig.  3A) were obtained for 196 PF sam-
ples, among which 72 (36%) displayed values higher than 
600 pg/ml (the upper limit of the calibration curve). The 
median pBDG concentration was significantly higher in 
patients with IAC (448 [107.5–1578.0] pg/ml) than in 
those without IAC (133 [16.0–831.0] pg/ml) (P = 0.0021). 
The median pBDG levels depending on the results of the 
peritoneal fluid culture (bacteria, sterile) are provided in 
aDditional file 1: Fig. S1. Among the risk factors for IAC, 
after multivariate analysis, a pBDG level ≥ 284 pg/ml and 
the nosocomial origin of the patient were significantly 
associated with the presence of IAC (OR 2.5 [1.3–4.5]; 
P = 0.003) and OR 2.1 [1.2–3.9]; P = 0.014), respectively 
(see Additional file 1: Tables S3/S4).

Serum BDG
Using the WT (n = 42, Fig.  3B), in IAC patients, the 
median sBDG concentration was significantly higher 
than that in non-IAC patients, measuring 5 [3.0–9.0] 
pg/ml versus 3 [3.0–3.0] pg/ml, P = 0.012. Patients with 
sBDG < 3.3 pg/ml had a significantly lower occurrence of 
IAC (P = 0.004).

Fig. 2  Flow chart of the study
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Table 1  Critically ill patients clinical characteristics

Results expressed as n (%) and median [IQR]

COPD chronic obstructive pulmonary disease, IAC intra-abdominal candidiasis, ICU intensive care unit, RRT​ renal replacement therapy, SAPS II Simplified Acute 
Physiological Score, SOFA Sequential Organ Failure Assessment score
a Knaus score [28]: class A (Normal health status)—B (Moderate activity limitation)—C (Severe activity limitation due to chronic disease)—D (Bedridden patient).
b McCabe score [29]: class 1 (Nonfatal disease)—2 (Ultimately fatal disease)—3 (Rapidly fatal disease)
c Chronic renal insufficiency: defined as an estimated glomerular filtration rate < 60 mL/min/1.73 m2

Variables IAC (n = 87) No IAC (n = 112) P value

Age (years) 67 [59–72] 64 [53–72] 0.26

Male sex 54 (62) 72 (64) 0.75

Body mass index (kg/m2) 26.2 [23.2–32.0] 25.9 [21.6–31.0] 0.38

Knaus scorea 0.26

 A 16 (18) 12 (11)

 B 51 (59) 68 (61)

 C 20 (23) 32 (28)

McCabe scoreb 0.58

 1 47 (54) 53 (47)

 2 34 (39) 52 (46)

 3 6 (7) 7 (6)

Comorbidities

 Cardiovascular 14 (16) 17 (15) 0.86

 COPD 13 (15) 16 (14) 0.40

 Chronic renal insufficiencyc 19 (22) 15 (13) 0.13

 Cirrhosis 4 (5) 11 (10) 0.17

 Diabetes 17 (19) 29 (26) 0.29

 Peptic ulcer 8 (9) 18 (16) 0.15

Malnutritiond 60 (69) 65 (58) 0.11

Immunocompromisede 34 (39) 43 (38) 0.92

ICU data

 Admission SAPS II score 49 [35–62] 50 [35–60] 0.91

 IAC diagnosis SOFA score 6.5 [4–9] 6 [4–9] 0.66

 Septic shock (Sepsis 3) 56 (64) 68 (61) 0.60

 Norepinephrine infusion 70 (80) 82 (73) 0.19

 Invasive mechanical ventilation > 48 h 36 (51) 47 (42) 0.93

 Renal replacement therapy 23 (41) 19 (26) 0.08

 ICU mortality 14 (16) 13 (12) 0.36

Peritonitis data

 Peritonitis score ≥ 3 54 (62) 52 (46) 0.03

 Post-operative peritonitis 50 (57) 54 (48) 0.19

 Site of origin 0.73

  Infra mesocolic 48 (55) 59 (53)

  Supra mesocolic 39 (45) 53 (47)

 Mechanism 0.10

  Perforation 47 (54) 65 (59)

  Necrosis 13 (15) 25 (22)

  Anastomosis leakage 27 (31) 21 (19)

 Generalized peritonitis 45 (52) 45 (41) 0.11

 Presence of bacteria 63 (72) 76 (68) 0.49

Confounding factors

 Antibiotic > 72 h prior to surgery 41 (47) 30 (27) 0.003

 Albumin perfusion prior to surgery 15 (17) 13 (12) 0.26

 Transfusion prior to surgery 18 (21) 23 (21) 0.98

 Candida colonisationf prior to surgery 8 (9) 8 (7) 0.60
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Using the FA (n = 140, Fig.  3C), in IAC patients, the 
median sBDG concentration was significantly higher 
than that in non-IAC patients, measuring 104 [38.0–
211.0] pg/ml versus 50 [23.0–141.0] pg/ml, P = 0.0094. 
Patients with sBDG < 80  pg/ml had a significantly lower 
occurrence of IAC (P = 0.087).

The Additional file 1: Fig. S2 shows the distribution of 
sBDG on Day 1 and 3 in both groups.

Diagnostic performance
The diagnostic performance of pBDG, sBDG, and the 
peritonitis score is reported in Table 2. Combining diag-
nostic tests was the best approach to obtain an NPV of 
90% (sBDG measured with the FA) and 100% (sBDG 
measured with the WT) for ruling out IAC.

The ROC curve for the diagnostic performance of 
pBDG and sBDG in the diagnosis of IAC is shown in 
Fig.  4. Using a cutoff value of 45  pg/ml (determined by 
the highest Youden index), the NPV was 82.3%. With this 
threshold, 9 cases of IAC would have been missed. The 
time to positivity of the Candida culture in these 9 cases 
was 4 days.

Discussion
In this large cohort of critically ill patients who had 
undergone urgent abdominal surgery for intra-abdominal 
infection, the prevalence of IAC was 44%. The study’s 
findings revealed that a pBDG threshold of 45  pg/ml 
exhibited an NPV of 82.3% (area under the curve (AUC) 
of 0.63). When combining peritoneal BDG < 45  pg/ml 
and low serum BDG with a peritonitis score < 3, the nega-
tive predictive value reached an impressive 100%.

No demographic data or Candida risk factors emerged 
as predictors for IAC in our study, consistent with previ-
ous research [7]. Only the nosocomial origin was associ-
ated with more IAC occurrences. This could be explained 
by the high rate of postoperative infection and prior 
antibiotic exposure in the cohort, two recognized risk 
factors for IAC [20]. Interestingly, we did not observe a 
higher rate of supramesocolic origin in the IAC group. 
This could be attributed to a lower prevalence of gas-
trointestinal origin (16%) and more colorectal origin. 
De Ruiter et  al. reported high rates of Candida during 
the initial week of intra-abdominal infection originating 
from colorectal origin [31], aligning with the timeframe 
of post-operative peritonitis. Additionally, we noted a 

d Malnutrition: based on phenotype and etiology criteria from the ESPEN GLIM recommendations [30]
e Immunocompromised: active cancer (solid tumour or haematological malignancy), organ transplant or bone marrow transplant, systemic and/or immune disease 
requiring immunosuppressed therapy, receiving one or more immunosuppressed therapy(ies) more than three months.
f Candida colonization: isolation of Candida in cultures obtained from ≥ 2 of the following: respiratory tract secretions, stool, skin, wound sites, urines, and drains that 
have been in place ≤ 24 h [1]

Table 1  (continued)

Fig. 3  Serum and peritoneal 1.3 beta-d-glucan concentrations in IAC patients versus non-IAC. A Box and whiskers with median, 10 and 90% 
percentile of peritoneal BDG between confirmed IAC and non-IAC patients (Wako® beta-glucan test, Fujifilm Wako Chemicals Europe, Neuss, 
Germany). Dotted line represents the threshold of 45 pg/ml. B Box and whiskers with median, 10 and 90% percentile of serum BDG measured 
with the Wako® beta-glucan test (Fujifilm Wako Chemicals Europe, Neuss, Germany) at Day 1 between confirmed IAC and non-IAC patients. 
Dotted line represents the threshold of 3.3 pg/ml (WT). C Box and whiskers with median, 10 and 90% percentile of serum BDG measured 
with the Fungitell® beta-d-glucan assay (FA, Associate of Cape Cod, East Falmouth, Inc., United States of America) at Day 1 between confirmed IAC 
and non-IAC patients. Dotted line represents the threshold of 80 pg/ml (FA). Abbreviations: IAC: intra-abdominal candidiasis; BDG: 1.3 beta-d-glucan; 
WT: Wako® beta-glucan test (Fujifilm Wako Chemicals Europe, Neuss, Germany); FA: Fungitell® beta- d-glucan assay (Associate of Cape Cod, East 
Falmouth, Inc., United States of America)
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balanced distribution of community origin between IAC 
and non-IAC patients, consistent with previous find-
ings [12, 31, 32]. This underscores the importance of 
considering community origin when contemplating the 
initiation of empirical antifungal therapy, particularly 
in the presence of immunosuppression [19] and/or sep-
tic shock [22]. Additionally, because we only included 
patients with intra-abdominal infection requiring sur-
gery, the prevalence of IAC increased. Indeed, Dupont 
et al. reported a 30% prevalence of IAC in a population 
with complicated intra-abdominal infection requiring 
surgery [11]. In contrast, Nourry et al. included patients 

with intra-abdominal infection managed by radiology 
and reported a prevalence of 21% [12]. Recent literature 
consistently supports the idea of focusing on selected 
ICU populations when evaluating the diagnostic perfor-
mance of biomarkers for IAC such as pBDG [1, 9, 21]. 
Consequently, studying ICU populations that necessitate 
surgical source control emerges as a promising approach 
for assessing biomarkers for IAC.

Two studies with an IAC prevalence of 21% reported 
promising results when measuring pBDG in critically ill 
patients to rule out IAC [10, 12]. In the first retrospec-
tive study including 33 nosocomial secondary peritonitis 

Table 2  Diagnostic performance of tests used alone and combined considering the Candida culture of peritoneal samples

Results expressed as % [95% confidence interval]. The results of serum BDG that were considered was Day 1. Serum BDG with FA test: n = 140 (61 IAC+ /79 IAC−) with 
WT: n = 42 (17 IAC+ /25 IAC−).

BDG: 1.3 beta-d-glucan; FA: Fungitell® beta-d-glucan assay (Associate of Cape Cod, East Falmouth, Inc., United States of America); WT: Wako® beta-glucan test (Fujifilm 
Wako Chemicals Europe, Neuss, Germany)

Test Number of patients 
above the threshold

Sensitivity Specificity Positive predictive value Negative predictive value

Peritonitis score ≥ 3 106/199 62.1 [51.6–71.5] 53.6 [44.4–62.5] 50.9 [41.6–60.3] 64.5 [54.4–73.5]

Serum BDG (FA) ≥ 80 pg/ml 65/140 59.0 [46.5–70.5] 63.3 [52.3–73.1] 55.4 [43.3–66.8] 66.7 [55.4–76.3]

Serum BDG (WT) ≥ 3.3 pg/ml 18/42 70.6 [46.9–86.7] 76.0 [56.6–88.5] 66.7 [43.7–83.7] 79.2 [59.5–90.8]

Peritoneal BDG (WT) ≥ 45 pg/ml 145/196 89.5 [81.3–94.4] 38.2 [29.6–47.5] 53.1 [45.0–61.0] 82.3 [69.7–90.4]

Peritoneal BDG (WT) ≥ 45 pg/ml 
or serum BDG (FA) ≥ 80 pg/ml 
or peritonitis score ≥ 3

130/140 98.5 [92.2–99.7] 11.1 [5.1–18.3] 48.6 [40.4–56.8] 90.0 [59.6–98.2]

Peritoneal BDG (WT) ≥ 45 pg/ml 
or serum BDG (WT) ≥ 3.3 pg/ml 
or peritonitis score ≥ 3

35/42 100.0 28.0 [14.3–47.6] 48.6 [33.0–64.4] 100.0

Fig. 4  Peritoneal and serum 1.3 beta-d-glucan to rule out intra-abdominal candidiasis in secondary peritonitis. Receiver operating characteristic 
curve of peritoneal and serum 1.3 beta-d-glucan for identification of intra-abdominal candidiasis (A—peritoneal BDG (n = 196)/B—serum BDG 
at Day 1 according to the test used (Wako test® N = 42 and Fungitell® beta-d-glucan assay N = 140). Abbreviations: FA: Fungitell® beta-d-glucan 
assay (Associate of Cape Cod, East Falmouth, Inc., United States of America); pBDG: peritoneal 1.3 beta-d-glucan; sBDG: serum 1.3 beta-d-glucan; WT: 
Wako® beta-glucan test (Fujifilm Wako Chemicals Europe, Neuss, Germany)
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cases, the authors reported a 98% NPV [10]. Recently, 
Nourry et  al. conducted a prospective study with 113 
patients and reported a 100% NPV [12]. In our study 
using the WT, the NPV of pBDG was notably lower, at 
82.3%. First, as the NPV depends on the prevalence of the 
disease, its value decreases with increasing prevalence. 
Additionally, it is important to consider that in previous 
studies, the actual number of patients with IAC whose 
pBDG concentrations fell below the obtained threshold 
was low, at 3 patients in the first study and 12 patients 
in the second study. Furthermore, in the study by Nourry 
et  al., the authors acknowledged that 21 samples had 
been exposed to antifungal treatment, which could lead 
to negative fungal culture results and/or reduced yeast 
quantities [12]. In our study, using pBDG alone with a 
threshold of 42  pg/ml would have led to nine missed 
cases. Notably, the mean time to positivity of the Can-
dida culture in these nine cases was four days, suggesting 
a low inoculum. Thus, the quantity of yeast present might 
have influenced the diagnostic performance of pBDG.

The pBDG levels were higher in cases of polymicro-
bial IAC and lower in negative samples, which is consist-
ent with previous findings [10, 12]. Similarly to previous 
study [4, 31], we reported a high bacterial documenta-
tion of 72%. Bacteria, especially gram-negative and ente-
rococci are known to be associated with false-positive 
results for BDG [33], which could explain the high rate 
of false-positive peritoneal BDG results observed in our 
study. With a threshold of ≥ 45 pg/ml, 68 patients would 
have received unnecessary antifungal treatment.

Thus, we reaffirmed the limited positive predictive per-
formance of both peritoneal and serum BDG. In the ICU 
setting, numerous confounding factors for sBDG exist, 
including antibiotics, albumin infusion, and transfusions, 
among others, which are known to be associated with 
false-positive results [33]. Additionally, Szyszkowitz et al. 
highlighted increased levels of sBDG in the peri- and 
post-operative period, diminishing the significance of its 
positive value [34]. Conversely, the risk of false-negative 
values is less likely to occur, particularly in the peritoneal 
fluid. False negatives are typically caused by a low inocu-
lum or prior exposure to antifungals [35]. In the case of 
IAC, clinical studies have reported a low rate of antifun-
gal initiation before surgical incision [5], and the perito-
neal diffusion of antifungals has been demonstrated to be 
low (approximately 30%) [36].

The results of our study regarding sBDG differed from 
previously published data [11]. In the study by Dupont 
et al., the sBDG determined with the FA showed an AUC 
of 0.52, P = 0.77, indicating poor diagnostic performance. 
In our study, both tests demonstrated significantly lower 
levels of sBDG in non-IAC cases, with reported AUCs of 

0.63 and 0.72 for the FA and WT, respectively. Previously, 
sensitivity values of approximately 70% have been docu-
mented for both tests in ICU patients with IAC and no 
concurrent candidemia [25]. Interestingly, the diagnos-
tic performance of the WT alone and combined with the 
other markers was superior to that of the FA in our study. 
Additionally, our study confirmed the superior sensitivity 
of the WT when using a lower cutoff of 3.3 pg/ml com-
pared to 7 pg/ml, as demonstrated previously in critically 
ill patients with noncandidemic IAC [25].

While our study has highlighted the limitations of 
using serum and pBDG and the Peritonitis score as 
standalone markers for initiating antifungal therapy, it 
has also emphasized the importance of combining tests 
to rule out IAC [9, 37]. Specifically, the combination of 
low pBDG and sBDG with a peritonitis score < 3 dem-
onstrated a sensitivity and NPV of 100% and could be 
used for discontinuing unnecessary treatment in patients 
with IAC. In our study, we corroborated the limited per-
formance of the peritonitis score when used on its own 
[11, 12, 38]. However, its combination with BDG dem-
onstrated the potential to enhance diagnostic efficacy 
(Additional file 1: Table S6). This assessment tool is not 
only easy-to-use at the bedside but also cost-effective and 
globally accessible. Furthermore, the current BDG tests 
(WT or Fungitell STAT assay®) permit individual patient 
testing with a swift turnaround time (less than 90  min) 
[15]. Consequently, an algorithm grounded in the perito-
nitis score and individual BDG tests could swiftly exclude 
IAC within two days, averting unnecessary antifungal 
exposure linked to escalating antifungal resistance and 
elevated costs [39]. It is noteworthy that this timeframe 
necessitates further clinical validation in real-life ICU 
conditions.

The major strengths of our study include its sample 
size, multicenter nature, and high number of consecu-
tively included patients with pBDG results, allowing for a 
high prevalence of IAC. Certainly, there are some limita-
tions to consider. Firstly, there is a risk of misclassifica-
tion between IAC and non-IAC due to the sensitivity of 
the peritoneal culture. However, all participating centers 
followed a local protocol that recommended direct inoc-
ulation of the peritoneal sample into a favorable culture 
medium and storage of all cultures for up to 8  days to 
detect delayed positivity, which helps mitigate this risk to 
some extent. Secondly, the COVID-19 outbreak affected 
our study, and we had to extend the inclusion period. 
However, the management of IAC remained consist-
ent during this time, which should minimize any poten-
tial impact on our results. Thirdly, the peritonitis score 
was the exclusive scoring system employed in this non-
interventional study, aligning with the standard practice 
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across all participating centers and in accordance with 
the French guidelines [19]. Consequently, the assessment 
of alternative Candida risk factor scores was precluded 
due to the prevailing routine in the involved centers.

Last, our study did not evaluate patient survival but 
rather focused on surrogate markers to optimize the 
detection of Candida in peritoneal fluid. The role of 
Candida as a true pathogen in IAC is still debated [40, 
41], and the effectiveness of antifungal treatment in IAC 
remains inconclusive in previous studies [4, 42, 43].

Conclusion
In critically ill patients with secondary peritonitis, the 
IAC prevalence was 44%. Our study advocates for a com-
prehensive strategy involving a peritoneal BDG measure-
ment below 45 pg/ml (Wako® beta-glucan test), coupled 
with a Peritonitis score below 3 and low serum BDG 
levels on day 1, to effectively exclude Candida infection 
within a span of two days. Nonetheless, further clinical 
validation in ICU real-life is warranted.
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3.2.3.5. L’approche métabolique 

La PCR Candida et le BDG péritonéal ont l’avantage d’une bonne sensibilité et VPN pour 

écarter la présence de Candida et ainsi éviter une exposition aux ATF inutile. En revanche, ces 

deux techniques avaient une très mauvaise spécificité et VPP. 

Comme la mortalité des patients atteints de CIA est directement corrélée au délai diagnostique, 

la détection précoce de Candida dans le liquide péritonéal reste une priorité.  

Au cours de cette thèse, le doctorant a collaboré avec l’entreprise SYMCEL® (Solna, Suède) 

afin d’évaluer l’intérêt d’une approche métabolique pour détecter Candida. Cette étude a 

permis au doctorant de mettre en place un partenariat de recherche avec une entreprise 

étrangère. Une fois les premiers contacts pris avec SYMCEL®, le doctorant a écrit un projet 

de recherche soumis à la direction de la recherche du CHRU de Nancy nommé ICCA (early 

Identification of Candida in Critically ill patients with intra-Abdominal candidiasis, Annexe 4). 

L’étude a été référencée sur la plateforme Clinicaltrial.gov sous le numéro d’identification 

NCT 05264571). Pour cette étude, le doctorant a encadré une interne de spécialité dans le cadre 

de sa thèse de docteur en médecine (Dr Marie Collot). 

 La technologie calScreenerTM : 

Il s’agit d’un appareil utilisant la microcalorimétrie indirecte qui permet de mesurer la 

production de chaleur de cellules vivantes, en direct, au sein d’un échantillon biologique, 

tissulaire ou liquide (Annexe 5).71 La production de chaleur dépend du microorganisme et de 

son activité (phase stationnaire ou en croissance). Par exemple, la présence d’un biofilm et de 

cellules dormantes a été corrélée avec une activité métabolique moindre.72 Ainsi, analyser 

l’activité métabolique permet d’identifier certains processus demandeurs en énergie (virulence) 

et de différencier les étapes de croissance d’un microorganisme.73   

La technologie fonctionne théoriquement pour tout type de microorganisme sachant que les 

données publiées au moment de l’étude concernaient uniquement les bactéries.73,74  L’appareil 

fournit les résultats en temps réel pendant une durée calibrée allant de quelques heures à 

plusieurs jours. L’analyse nécessite un logiciel dédié, le calView®. De façon simplifiée, après 

une phase de stabilisation du signal, un plateau survient avant que l’activité métabolique 

augmente, atteigne un pic puis décroisse. Ainsi, différents paramètres peuvent être déduits de 

la courbe comme le temps de détection de l’activité métabolique, le délai d’atteinte du pic 

d’activité, l’ASC, ou le temps de décroissance. De plus, il est possible de calculer la production 

totale de chaleur. Chaque pathogène produit un signal métabolique qui lui est propre et permet 

sa détermination dans des conditions déterminées (milieu favorable).  
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La technologie calScreenerTM utilise des plaques de croissance (calPlate®, 48 trous accueillant 

des puits en titane réutilisables) permettant l’analyse de 32 échantillons, les 16 restants servant 

de référence interne thermodynamique. 

Toute expérience utilisant le calScreenerTM nécessite des étapes préalables : 

1) Préparer les échantillons afin d’assurer la comparabilité (culture « overnight » d’un 

inoculum standardisé 1-3.106 UFC / mL de Candida spp. incubé pendant 24 h à 37°C), 

2) Stériliser les plaques et les puits en titane par autoclavage, 

3) Préparer les puits avec 200 µL d’échantillons (tests et contrôles), 

4) Fermer les puits en utilisant un tournevis dédié délivrant une force de 40 Newtons, 

5) Insérer la plaque dans le calScreenerTM en respectant deux paliers de stabilisation de 

signal. 

Au cours de cette étude nous avons été assistés par SYMCEL® en visioconférence pour chaque 

étape de manipulation du calScreenerTM ainsi que pour l’interprétation des résultats. 

 Objectifs de l’étude : 

L’étude ICCA devait tester la faisabilité, la reproductibilité et les performances diagnostiques 

de la technologie calScreenerTM pour détecter différentes espèces de Candida au sein de 

liquides péritonéaux issus de la collection biologique de l’étude pBDG2. L’appareil était 

disponible de fin février 2022 à début juin 2022. 

Deux étapes étaient programmées : 

1) Configuration de l’appareil : obtention des courbes de différentes espèces de Candida 

à différents inoculums afin de permettre leur identification, comparaison de souches 

cliniques et de référence, échantillon mono Candida versus polymicrobien, test de 

différents milieux (Sabouraud, liquide d’ascite, liquide péritonéal). 

2) Passer les échantillons positifs à Candida de la collection biologique de l’étude pBDG2 

et comparer les délais diagnostiques avec la culture fongique (technique de référence). 

 

 Résultats principaux : 

L’utilisation d’échantillons contrôlés (inoculum standardisé 1-3.106 UFC / ml) montrait une 

bonne reproductibilité et faisabilité (Figure 3). Le calScreenerTM était notamment 

suffisamment sensible pour identifier les trois espèces de Candida utilisées (C. albicans, C. 

glabrata, C. guillermondi), à dilutions décroissantes (1/10 – 1/100 – 1/1000) et dans différents 

milieux (Sabouraud, ascite, liquide péritonéal).  
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Figure 3 : Activité métabolique de Candida en fonction de l’inoculum et du milieu en utilisant 

la technologie calScreenerTM (SYMCEL®, Solna, Suède), adaptée de Novy et al.75). 

 

 
Légende : A Comparaison de l’activité métabolique de C. albicans et C. glabrata selon 

l’inoculum (103 – 106 UFC/mL) dans le milieu Sabouraud et l’ascite. B Comparaison de 

l’activité métabolique de C. albicans et C. glabrata selon l’inoculum (105 – 106 UFC/mL) dans 

le liquide péritonéal. 

Abréviations : LA : liquide d’ascite ; LP : liquide péritonéal. 
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L’ajout d’un inoculum contrôlé de différentes bactéries révélait des courbes d’activité 

métabolique différentes, dépendant des bactéries et des milieux (Figure 4). 

 

Figure 4 : Activité métabolique de Candida en présence de bactéries dans différents liquides 

péritonéaux en utilisant la technologie calScreenerTM (Solna, Suède), adaptée de adaptée de 

Novy et al.75 

 

 
Légende : CA : C. albicans ; CG : C. glabrata ; LP : liquide péritonéal. 

 

La détection de Candida au sein de ces échantillons contrôlés était particulièrement rapide, <3 

heures.  

En revanche, les échantillons cliniques de liquides péritonéaux positifs à Candida avaient un 

signal métabolique indétectable probablement du fait du faible inoculum. Cet aspect a été 

discuté avec les ingénieurs de SYMCEL® et l’ajout de nutriments favorisant la croissance de 

Candida aurait pu stimuler l’activité métabolique. Nous n’avons pas été en mesure de tester 

cette stratégie dans la période dédiée. En effet, l’utilisation de l’appareil nous a demandé une 
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période d’apprentissage. Il a fallu maitriser l’insertion de la plaque pour éviter toute 

contamination du signal. Il existe par exemple un risque d’artéfact du signal métabolique en 

cas de mal positionnement des échantillons ou de mauvaise fermeture des puits en titane. 

Depuis la réalisation de notre étude, un article présentant l’ensemble des manipulations avec le 

calScreenerTM avec les causes d’erreurs possibles et des propositions pour les résoudre a été 

publié.73 

Ainsi, nous avons vite remarqué que l’objectif de tester une collection biologique de liquides 

péritonéaux afin de détecter Candida était impossible à ce stade. En effet, indépendamment de 

l’aspect inoculum, chaque échantillon produit une seule courbe métabolique qui résulte de la 

fusion des activités métaboliques de l’ensemble des microorganismes contenus. Ainsi, il 

faudrait commencer par produire les courbes de l’ensemble des combinaisons bactéries / 

Candida, ce qui était infaisable dans le temps imparti. C’est pourquoi, lors des dernières 

expériences, nous avons utilisé l’appareil pour étudier la virulence de Candida, aspect 

développé dans le chapitre 3 de la thèse.  

Les résultats de cette étude ont été publiés75 et l’article se trouve en Annexe 6. 

  

3.2.4. Intérêt des méthodes « non basées sur la culture » dans le sérum 

De nombreux biomarqueurs mesurés dans le sérum ont été développés ces dernières années 

pour anticiper le diagnostic de candidose invasive avant les résultats de la culture fongique. Il 

faut d’emblée préciser que la plupart de ces biomarqueurs ont été développés pour détecter les 

candidémies et non les candidoses profondes « non candidémiques » comme la CIA. Étant 

donné la faible prévalence des candidémies dans les CIA, ces biomarqueurs seront abordés 

brièvement. 

 

 La détection des antigènes mannanes, anticorps anti-mannanes et C. albicans Germ 

tube Antibody (GACTA) : 

Les mannanes sont également des composants de la paroi fongique. La détection combinée des 

antigènes et anticorps anti-mannanes a une Se de 83% et une Sp de 86% pour le diagnostic de 

candidémie.76,77 Leur utilisation permet d’anticiper les résultats des hémocultures. Leur 

sensibilité dépend également des espèces de Candida, elle est par exemple plus faible pour C. 

parapsilosis et C. krusei.78 Les GACTA (C. albicans Germ tube Antibody) sont des anticorps 

capable de détecter la présence d’une protéine impliquée dans la filamentation  de C. albicans 

produite lors de la transformation en hyphe ou la formation de biofilm. Ce test renseigne 
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théoriquement sur le caractère invasif de la levure.  Sa sensibilité et spécificité varient entre 

53-73% et 54-80% respectivement pour la CIA.  

 

 Le BDG sanguin : 

De nombreuses études ont étudié les performances diagnostiques du BDG sanguin pour 

diverses infections fongiques invasives.79 La Se et Sp cumulées étaient de 75-80% et 60-80% 

respectivement,80 sachant que les résultats d’une méta-analyse étaient biaisés par les études 

incluant des candidémies.  

Dans la CIA, les Se et Sp cumulées du test « Fungitell assay® » étaient de 65 % et 75 %, 

respectivement.13,79 Sa VPN et VPP étaient respectivement de 77-96 % et 17-68 %.13,79,81 Le 

seuil recommandé (par l’utilisation du « Fungitell Assay® ») pour exclure une candidose 

invasive est < 80 pg/ml.82 La performance diagnostique du BDG mesuré dans le sérum est 

meilleure si on utilise deux valeurs consécutives séparées de 48 heures.81,83,84 Tout comme pour 

les antigènes mannanes/anticorps anti-mannanes et GACTA, l’intérêt principal du BDG 

sanguin est sa VPN pour écarter une candidose invasive et/ou arrêter un traitement ATF 

empirique.25  

Si on se réfère aux trois études ayant mesuré le BDG dans le sérum de patients de réanimation 

avec une CIA, notre étude pBDG218 était la seule à objectiver une différence significative entre 

les cas et les témoins quel que soit le test utilisé (Fungitell® ou Wako®), sachant qu’il n’y avait 

que 3 candidémies. Néanmoins, la VPP dans cette étude était de 79 %. Ainsi, l’utilisation seule 

du BDG sanguin n’est pas suffisante pour décider d’introduire un traitement antifongique 

comme démontré par l’étude randomisée CandiSep comparant stratégie conventionnelle versus 

BDG sérique.14 

 

 Le T2Candida Panel : 

Il s’agit d’une technique d’amplification génique réalisée par résonance magnétique (T2MR) : 

des nanoparticules de fer sont recouvertes de séquences susceptibles de s’hybrider avec l’ADN 

fongique. Cette technique est capable de détecter la présence de C. albicans, C. tropicalis, C. 

glabrata, C. krusei et C. parapsilosis dans le sang avec un délai < 5 heures85,86 avec une Se et 

Sp de respectivement 91 et 98%. Les performances diagnostiques étaient meilleures chez les 

patients recevant un ATF. A ce jour, seules deux études ont rapporté des résultats chez des 

patients avec une CIA.87,88 Dans l’étude de Lamoth,88 la performance diagnostique du 

T2Candida Panel était évaluée dans un population de 48 patients à risque et montrait 

Se/Sp/VPP/VPN de 33/93/74/71 %, respectivement. De façon notable, en couplant T2Candida 
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Panel et BDG sérique, on obtenait 100 % de détection de CIA quand les deux tests étaient 

positifs. Dans l’étude de Krifors,89 134 patients étaient évalués dont 13 avaient une CIA. Les 

Se/Sp/VPP/VPN étaient de 46/97/61/94 %, respectivement. Les auteurs rapportaient également 

de meilleures performances diagnostiques lorsque le T2Candida Panel était combiné au BDG 

sérique. La principale limite actuelle de ce test est sa disponibilité limitée à certains centres.  

 

 PCR Candida : 

En se basant sur une méta-analyse de 2011, les Se et Sp cumulées étaient respectivement de 95 

and 92% pour les candidoses invasives prouvées ou possibles (principalement candidémie).90 

Dans la CIA, la Se varie de 96 à 91 % et la Sp de 33 à 97 %.91 Les difficultés pour les techniques 

de PCR concernent les limites de détection, la variabilité dans les méthodes de mesures, et 

l’impossibilité de différencier colonisation et infection. 

 

3.2.5. Les scores cliniques 

Pour la CIA, le score clinique le plus utilisé et actuellement intégré dans les recommandations 

françaises de la SFAR92 est le Peritonitis score.93 Dans l’étude princeps, 57 patients de 

réanimation ayant des signes de péritonite et une culture fongique positive à Candida étaient 

évalués. Chez les patients avec un score ≥ 3 sur 4, Se/Sp/VPN/ VPP étaient respectivement 

84/50/67/72 %. Récemment, l’intérêt général des scores cliniques, dont le Peritonitis score, a 

été remis en cause pour décider de l’introduction d’un ATF.94 Dans l’étude de Nourry,17 6 

patients avec une CIA avaient un Peritonitis score ≥ 3 (/28, 21 %) versus 17 (/107, 16 %) parmi 

les témoins, (P=0.489). Dans notre étude pBDG2,18 un Peritonitis score ≥ 3 était 

significativement plus fréquent chez les cas (n = 54/62 %) que chez les témoins (n = 52/46 %), 

(P=0.03) mais sa VPN était faible, calculée à 64,5 %.  

Ainsi, comme pour les biomarqueurs, l’intérêt des scores cliniques réside dans leur association 

avec d’autres marqueurs. 

 

Le Tableau 4 résume les performances diagnostiques de ces différentes méthodes et du 

Peritonitis score. 

 

 

 

 



 

 50 

Tableau 4: Performances diagnostiques des biomarqueurs sanguins utilisés seuls et du 

Peritonitis score dans la candidose intra-abdominale13,79,83,87,88,93,95 

 
Méthode  Se Sp VPP VPN 

Ag/Ac mannanes positifs 83 86 89 17 
CAGCTA 42-96 54-100 53 83 

BDG 56-77 57-83 17-68 77-96 
PCR  86-91 33-97 27-71 74-88 

T2Candida 33-46 93-97 61-71 74-97 
Peritonitis score 84 50 67 72 

Légende : BDG : 1,3 beta-D-glucan sanguin ; CAGTA : C. albicans Germ Tube Antibody ; 

Se : Sensibilité, Sp : Spécificité ; VPN : valeur prédictive négative ; VPP : valeur prédictive 

positive. 

 

4. Messages clés concernant l’épidémiologie et le diagnostic des 

candidoses intra-abdominales 

Les candidoses intra-abdominales doivent être étudiées séparément des autres candidoses 

invasives notamment les candidémies, 

La péritonite post-opératoire semble particulièrement intéressante pour étudier la candidose 

intra-abdominale, 

La prévalence actuelle des candidoses intra-abdominales est estimée à ∼ 20-45% selon les 

populations incluses (sélectionnée à haut risque versus non sélectionnée), 

Deux principaux facteurs de risque : les laparotomies répétées et la perforation gastro-

intestinale, 

Deux principaux facteurs associés à la mortalité : le délai du contrôle de la source et de 

l’introduction d’un ATF adapté, eux même directement liés au délai de détection de Candida 

dans le liquide péritonéal, 

L’optimisation diagnostique pourrait passer par un algorithme combinant score clinique et 

biomarqueurs afin d’atteindre des performances diagnostiques compatibles avec une efficacité 

et une sécurité pour le patient. 
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Chapitre 2 : Comment optimiser le traitement 

antifongique de la candidose intra-abdominale ? 
 

L’introduction précoce et à la bonne dose d’un traitement antifongique (ATF) est un élément 

majeur dans la prise en charge des CIA.6,9 Une échinocandine est le choix consensuel dans les 

recommandations actuelles comme ATF de première ligne.82,96 En revanche, les doses 

recommandées sont les mêmes que celles pour les patients hors réanimation. Or, le sepsis 

abdominal a des spécificités pharmacocinétiques (PK) et pharmacodynamiques (PD) qui 

exposent les patients de réanimation à des concentrations insuffisantes d’ATF. Ces spécificités 

PK/PD seront détaillées dans ce chapitre. 

La durée du traitement ATF est quant à elle non consensuelle et dépend du type de CIA et de 

l’évolution clinique. Seule la durée en cas de candidémie est fortement recommandée : deux 

semaines après la première hémoculture négative. Dans le cas de la CIA, la durée est 

habituellement de deux à trois semaines. Une revue de la littérature sur la durée de traitement 

de la CIA sera détaillée dans ce chapitre. 

Choix de l’ATF, optimisation des posologies, durée, patients justifiant d’un traitement ATF sont 

autant de questions qui rentrent dans le cadre d’un programme de bon usage des antifongiques 

(BUA).70,97,98  La littérature au sujet du BUA s’étoffe ces dernières années mais concerne 

majoritairement les candidémies et les patients immunodéprimés.99,100 De par ses spécificités 

comme la sélection des patients et la gestion des ATF, la CIA semble particulièrement 

concernée par ce type de programme.  

 

1. Recommandations actuelles 
1.1. Approche prophylactique dans la candidose intra-abdominale 

Le traitement ATF prophylactique consiste à prescrire un ATF chez les patients à très haut 

risque de candidose invasive, pour prévenir sa survenue. Chez le patient immunocompétent, le 

fluconazole est l’ATF qui a été le plus évalué pour un stratégie prophylactique, notamment 

dans les années 90, début 2000.101,102  Les premières conclusions étaient plutôt encourageantes 

puisque la prescription prophylactique de fluconazole était associée à une réduction de 50 % 

de l’incidence des candidoses invasives, dont les CIA. Cette stratégie était particulièrement 

efficace chez le patient ayant subi une chirurgie abdominale récente ou une perforation gastro-
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intestinale répétée ou un lâchage d’anastomose.103 Cependant, le pourcentage de réduction était 

hautement dépendant de la prévalence de CIA dans la population concernée. Si la prévalence 

était faible (1-2 %), 100 à 200 patients devaient être traités pour obtenir une réduction de 50 % 

versus 10 à 20 patients en cas de prévalence > 10 %. De plus, si la population était mal 

sélectionnée, en plus d’être inefficace, l’exposition inutile au fluconazole pouvait 

s’accompagner de toxicité et favoriser l’émergence de résistance aux ATF. Une étude 

randomisée contrôlée a évalué l’intérêt d’une prophylaxie par caspofungine chez 222 patients 

de réanimation.104 La prescription était basée sur des critères cliniques et le dosage du BDG 

sérique. L’incidence de la candidose invasive était faible dans l’étude et identique entre les 

deux groupes (prophylaxie / contrôle). De façon notable, 88% des patients inclus présentaient 

au moins un effet secondaire associé au traitement. 

Par conséquent, considérant la difficulté de bien sélectionner les patients d’intérêt et les impacts 

négatifs en termes de toxicité et pression de sélection, cette stratégie prophylactique doit être 

discutée d’un point de vue bénéfice / risque. 

Les recommandations82,96 actuelles stipulent : 

Antifongique prophylactique : 

- Fluconazole ou une échinocandine peuvent être utilisés chez les patients à haut risque 

avec une prévalence de candidose invasive > 5% (faible recommandation ; niveau de 

preuve modéré) 

- Définition des patients à haut-risque : lâchage d’anastomose gastro-intestinale, 

transplantation de pancréas, d’intestin grêle ou hépatique. 

 

1.2. Traitement ATF préemptif 

L’approche préemptive consiste à administrer un ATF lorsqu’il existe un ou plusieurs 

biomarqueurs d’infection fongique sans confirmation microbiologique. Les biomarqueurs 

concernés sont les indices de colonisation à Candida et les marqueurs de la paroi fongique 

comme le BDG ou les GACTA. Les indices de colonisation ont été progressivement 

abandonnés du fait des contraintes logistiques et financières. De plus, un large essai randomisé 

contrôlé utilisant la colonisation comme argument pour débuter une échinocandine n’avait pas 

montré de bénéfice sur la survie.105 Concernant les biomarqueurs de la paroi fongique, le plus 

étudié est le BDG. L’essai randomisé contrôlé récent Candisep a évalué l’intérêt d’une stratégie 

préemptive basée sur le dosage du BDG sérique.14 Les auteurs rapportaient que dans le groupe 

« BDG », un ATF était prescrit plus rapidement (1 versus 4 jours) et plus fréquemment 
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conduisant des coûts plus élevés. La mortalité n’était pas différente dans les deux groupes. 

Malgré une population à haut risque (60 % de chirurgie abdominale récente, 90 % de choc 

septique d’origine abdominale dans 60 % des cas), la prévalence de la candidose invasive était 

basse, de 15 %. Cette étude a renforcé l’idée que le BDG notamment, devait être utilisé pour 

arrêter un ATF plus que pour l’introduire.106 Les recommandations actuelles  ne sont pas en 

faveur d’une stratégie préemptive chez les patients de réanimation.82 

 

1.3. Traitement ATF empirique 

Il est défini par un ATF introduit chez un patient de réanimation ayant un sepsis grave 

possiblement en rapport avec une infection fongique mais sans confirmation microbiologique. 

Cette stratégie combine l’évaluation de facteurs de risque, des biomarqueurs positifs et 

l’absence de preuve pour un sepsis bactérien. 

Les recommandations actuelles pour le patient de réanimation : 

- La stratégie empirique doit être considérée chez le patient avec des facteurs de risque 

de candidose invasive et aucune autre cause de sepsis. Elle doit être basée sur une 

évaluation clinique des facteurs de risque, la présence de marqueurs indirects de 

candidose invasive et/ou une culture fongique positive de site habituellement stérile 

(recommandation forte ; niveau de preuve modéré)96, 

- Uniquement chez le patient en choc septique ou défaillance multiviscérale 

(recommandation forte ; niveau de preuve faible)82, 

- Traitement de première ligne = échinocandine (recommandation forte ; niveau de 

preuve modéré), mais le fluconazole peut être utilisé si le patient n’a pas d’exposition 

récente à un traitement azolé et n’est pas colonisé à une souche résistante aux azolés 

(recommandation forte ; niveau de preuve faible)96, 

Place d’un ATF empirique dans le cadre spécifique des CIA : 

Antifongique empirique :  

- Signes cliniques d’IIA et facteurs de risque de CIA (chirurgie abdominale récente, 

lâchage de suture, pancréatite nécrosante) (recommandation forte ; niveau de preuve 

modéré)96, 

- Examen direct positif du liquide péritonéal (prélevé dans les conditions stériles) à 

Candida92, 

- Peritonitis score ≥ 3 sur 492, 

- Traitement de première ligne = échinocandine. 



 

 54 

2. Désescalade antifongique 
La désescalade d’une échinocandine vers un ATF de la classe des azolés a été évaluée dans 

plusieurs études.107–110 Tous les auteurs rapportaient que la désescalade était faisable sans 

risque de surmortalité dès lors que le patient était stabilisé, le contrôle de la source acquis et 

que l’antifongigramme confirmait la sensibilité de Candida. Néanmoins, il faut souligner 

qu’aucune de ces études n’était randomisée, la plupart étaient une analyse post-hoc d’une étude 

non conçue pour évaluer la désescalade et aucune n’était centrée sur les CIA. 

Les recommandations actuelles soutiennent la désescalade vers fluconazole dès lors que le 

patient est « cliniquement stable et que la souche est sensible au fluconazole »  

(recommandation forte ; niveau de preuve modéré)82. Étant donné son niveau de preuve actuel, 

la question de la désescalade entre parfaitement dans le cadre d’un programme de bon usage 

des ATF afin de prendre en compte l’ensemble des paramètres, y compris l’adéquation du 

traitement probabiliste en termes de posologies et délai d’introduction. 

 

3. Particularités pharmacocinétiques et pharmacodynamiques 
Actuellement, en dehors de la classe à privilégier, il n’existe aucune recommandation 

spécifique pour optimiser les doses d’ATF chez le patient de réanimation.111 Cependant, le 

sepsis abdominal présente des modifications PK et PD exposant au risque de sous-dosage et 

d’échec thérapeutique.  

 Principales modifications pharmacocinétiques : 

Les modifications PK des patients de réanimation sont médiées par deux mécanismes 

principaux : modification du volume de distribution (Vd) et des clairances d’élimination (CL), 

principalement rénale et hépatique.112 Les modifications du Vd sont liées à la fuite capillaire 

secondaire à l’inflammation et les modifications de liaison protéique secondaires à 

l’hypoalbuminémie. Concernant les clairances d’élimination, le phénomène le plus important 

est celui de l’hyperclairance rénale (définie par une CL > 130 ml/min/1.73 m2).113,114 Enfin, les 

assistances extra-corporelles comme l’épuration extra-rénale et l’ECMO contribuent 

également aux modifications PK par différents mécanismes en lien avec le circuit, les 

membranes et la technique elle-même.115,116 Une revue systématique et méta-analyse publiée 

fin 2023 sur ECMO et ATF rapportait que, parmi les ATF utilisés dans la CIA, seuls le 

fluconazole et la micafungine pourraient justifier une augmentation des posologies en lien avec 

une augmentation de leurs Vd sous ECMO.117 

Le sepsis abdominal aggrave ces modifications par plusieurs mécanismes : 
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- L’inflammation secondaire à la chirurgie30,118,119 se surajoute à l’inflammation septique 

particulièrement marquée dans le sepsis abdominal,120 augmentant la fuite capillaire et 

donc le Vd, 

- Le remplissage vasculaire massif de ces patients modifie le Vd,121,122 

- L’anesthésie générale, par les effets vasodilatateurs de drogues sédatives notamment, 

entraine le recours au remplissage vasculaire et/ou l’administration de catécholamines 

qui modifient le Vd,123–125 

- L’altération de la circulation régionale (augmentation des catécholamines endogènes 

en rapport avec le traumatisme chirurgical)126,  

- Les pertes liquidiennes et sanguines pendant la chirurgie qui modifient le Vd, 

- La présence de drains chirurgicaux dont le débit est associé à une augmentation de la 

clairance de certaines drogues.127 

Ainsi, la période opératoire est particulièrement à risque de sous-dosage et nécessite 

probablement d’administrer des doses plus importantes au bloc opératoire. Aucune étude n’a 

évalué les concentrations d’ATF lors de la chirurgie à ce jour. 

 

 Principales modifications pharmacodynamiques :  

La mauvaise pénétration des ATF au site abdominal (ratio de pénétration < 0,4)111,128 entraine 

un risque de sous-dosage susceptible de promouvoir le développement de résistance aux 

ATF.129,130  En effet, des études animales ont montré que le sous dosage des ATF, notamment à 

la phase précoce de l’infection, favorisait le développement de résistance aux ATF.129,130 Une 

seule étude chez l’homme a montré que chez les patients exposés aux échinocandines, la 

prévalence de résistance (notamment les mutations FKS) était plus fréquente et les auteurs 

suggéraient que la cavité péritonéale agissait comme un réservoir « caché » pour Candida.131 

De plus, l’immunité est altérée en lien avec un état d’immunosuppression post-opératoire.29,132 

Sachant que Candida est fréquemment isolé dans les PPO, il existe donc un risque de cumuler 

immunosuppression et concentrations infra-thérapeutiques d’ATF chez ces patients.  

 

 Quelles leçons en tirer ? 

Ainsi il existe un risque théorique important de sous dosage antifongique du fait des 

modifications PK du patient de réanimation,112 de la particularité du sepsis abdominal et de la 

faible diffusion des antifongiques au sein de la cavité abdominale.111,133  
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Lors de l’écriture de la revue sur les particularités PK/PD des CIA nous avons analysé 

l’ensemble des études de population PK ayant rapporté ce type de données dans une population 

d’IIA. Toutes les études concluaient à des concentrations d’antifongiques insuffisantes.133,134  

Il pourrait donc être pertinent d’augmenter les posologies notamment des échinocandines 

puisque ces molécules sont associées à très peu d’effets secondaires. Les études de 

modélisation PK incluant des patients de réanimation décrivaient à plusieurs reprises l’intérêt 

d’augmenter les posologies de caspofungine135,136 et micafungine137,138 pour obtenir une 

meilleure atteinte des objectifs PK/PD. Néanmoins, toutes ces études incluaient des cohortes 

de petite taille (< 35 patients) limitant la variabilité inter-individuelle et toutes comportaient 

des dosages post-opératoires. Or, particulèrement dans les CIA, le moment clé reste la phase 

opératoire, lors du contrôle de la source par la chirurgie. Il n’y a aucune étude ayant mesuré les 

concentrations d’antifongiques au moment de l’incision chirurgicale. De plus, il n’existe 

aucune étude ayant comparé fortes posologies versus posologies standards sur la mortalité.   

Faudrait-il pour autant conduire ces études ? La réponse n’est pas évidente car conduire ces 

études ne s’annonce pas simple. Comme nous l’avons décrit dans le chapitre 1, identifier les 

patients qui auront une CIA parmi ceux avec une infection intra-abdominale grave est difficile. 

La conséquence directe est que peu de patients reçoivent un traitement empirique en pré-

opératoire.8,18 De plus, le délai du contrôle de la source par la chirurgie a un rôle majeur sur le 

devenir. Ainsi il faudrait comparer des patients selon le délai du contrôle de la source et les 

posologies d’antifongique. Il ne parait pas éthique aujourd’hui de conduire de telles études, ce 

d’autant qu’elles impliqueraient un grand nombre de patients. En revanche, mieux caractériser 

la PK/PD des antifongiques au cours de la chirurgie semble pertinent. Dans l’attente, à l’image 

des données avec les antibiotiques, il parait raisonnable de proposer des doses élevées au moins 

à l’instauration du traitement antifongique, surtout si le contrôle de la source est difficile ou 

retardé. En se basant sur les données actuelles de la littérature, nous avons proposé différentes 

posologies pour les principaux ATF utilisés pour le traitement des CIA (Tableau 5). 

 

 Existe-t-il une alternative pharmacologique ?  

Certains auteurs ont proposé de réutiliser d’anciens antifongiques comme l’amphotéricine B 

liposomale.111 Cette molécule possède de nombreux avantages comme un large spectre 

notamment sur Candida, un effet fongicide rapide, un effet post-antifongique et une action 

contre le biofilm.139,140 Elle serait moins susceptible à l’augmentation des résistances de 

Candida en comparaison aux échinocandines. En revanche, à l’instar des études avec les 

antifongiques de première ligne, peu de données existent chez le patient de réanimation et dans 
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le péritoine.111,133 Les études avec la forme non liposomale suggèreraient d’augmenter les doses 

en réanimations. Une récente étude a confirmé la bonne tolérance de la dose de 5 mg/kg (versus 

3 mg/kg) chez les patients de réanimation.141 

 Une place pour de nouveaux antifongiques ? 

Enfin, de nouveaux antifongiques arrivent progressivement sur le marché.142 Parmi ces 

derniers, la rezafungine et l’ibrexafungerp sont les deux molécules les plus étudiées.133,142 

Néanmoins, il n’existe, à ce jour, aucune étude ni clinique, ni pharmacologique, chez les 

patients de réanimation avec une candidose intra-abdominale. La rezafungine, qui possède la 

caractéristique d'avoir une demi-vie très longue autorisant une injection hebdomadaire, a été 

évaluée dans une étude de population PK.143 La modélisation PK proposée par Roepcke et al. 

suggèrerait que la PK de la rezafungine chez le patient de réanimation serait peu modifiée sans 

nécessité de modifier les posologies et l’atteinte des cibles PK/PD serait supérieure à 90% pour 

la plupart des espèces de Candida dont C. glabrata.143 Il faut préciser que cette étude est une 

analyse post-hoc de base de données fusionnées de plusieurs études cliniques et que parmi les 

patients avec une candidose invasive, il s’agissait de candidémie dans > 75 % des cas. D’autres 

études sont donc nécessaires pour mieux appréhender la PK de la rezafungine chez le patient 

de réanimation avec une CIA.  

 

La Figure 5 résume les principales modifications PK/PD lors de la prise en charge des CIA.  

La période per-opératoire est particulièrement à risque de sous dosage et devrait justifier des 

posologies élevées. Une fois le patient transféré en réanimation en post-opératoire les 

conditions PK/PD se modifient. En effet, le champignon a été éliminé ou au moins la charge 

fongique a été diminuée par la chirurgie. Néanmoins, les concentrations d’ATF restent difficiles 

à prédire dans l’attente de la résolution du choc et/ou en cas de recours à des thérapeutiques 

extra-corporelles. Tous les scénarios sont possibles (sous dosage – surdosage – adéquat). Ainsi, 

le dosage des antifongiques devrait avoir toute sa place chez ces patients. Malheureusement, 

l’accès au dosage des ATF est très variable. De plus, si le sous-dosage est fréquemment observé 

en réanimation,144 il n’existe pas d’intervalle de concentrations cibles pour les ATF dont 

l’atteinte (ou pas) serait associée au pronostic des patients.145  
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Figure 5 : Timeline des modifications PK/PD au cours de la prise en charge des candidoses 

intra-abdominales (adaptée de Novy et al.133). 

 
Légende : La figure 5 est divisée deux fois. Verticalement, où la partie de gauche résume les 

modifications PK/PD lors la chirurgie et la partie droite, la période post-opératoire en 

réanimation. Horizontalement, la partie haute résume les modifications pharmacocinétiques et 

la partie basse les modifications pharmacodynamiques. 

ATF : antifongique ; CEC : circulation extra-corporelle ; CL : clairance ; EER : épuration 

extra-rénale ; STP : suivi thérapeutique pharmacologique ; Vd : volume de distribution. 

 

4. Principaux traitements antifongiques utilisés dans les candidoses 

intra-abdominales 
4.1. Fluconazole 

Le fluconazole est un triazolé inhibant la 14-α-demethylase, une enzyme nécessaire à la 

conversion du lanostérol en ergostérol, un composant de la paroi fongique.146 C’est le 

traitement de référence pour la prophylaxie et le traitement des infections à C. albicans.82,96 

C’est un acide faible hydrophile, hautement polarisé, faiblement lié aux protéines et possédant 

un faible poids moléculaire.146 Sa demi-vie est d’environ 25 à 40 heures chez le volontaire sain. 

Ses propriétés physico-chimiques font du fluconazole un ATF aux concentrations extrêmement 

variables chez le patient de réanimation. En effet, sa faible liaison protéique et son caractère 

hydrophile le rendent particulièrement sensible aux modifications du Vd. De plus, comme il 
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est éliminé par voie rénale (par filtration glomérulaire et sécrétion tubulaire)147, il est hautement 

sensible aux situations d’hyperclairance rénale ou en cas de recours à l’épuration extra-rénale. 

Concernant les effets de l’ECMO, les données proviennent principalement d’études 

pédiatriques148,149 et il existe peu de données chez l’adulte.150,151 Au cours de son stage à 

l’international en Australie, le doctorant a travaillé sur une base de données concernant des 

patients adultes traités par ECMO, l’étude ASAP ECMO (Antibiotic and Analgesic 

Pharmacokinetics during Extracorporeal Membrane Oxygenation152). Cette étude 

multicentrique permettait le recueil des données PK de différents médicaments comme les 

antifongiques. L’objectif était d’utiliser une méthode de modélisation PK pour identifier les 

posologies optimales chez ces patients. Le doctorant a travaillé sur le fluconazole (Annexe 7)153. 

Il a mis en évidence que les posologies de fluconazole ne devaient pas être fixes mais calculées 

sur le poids réel chez ces patients. Les recommandations de posologies actuelles étaient 

insuffisantes pour couvrir de façon optimale Candida ayant une CMI > 1 mg/L. Nous avons 

également observé que l’ECMO par elle-même n’avait pas d’impact sur la PK du fluconazole, 

probablement en lien avec ses propriétés physico-chimiques et son caractère hydrophile.  

Le fluconazole est un traitement fongistatique concentration- et temps-dépendant. L’efficacité 

PK/PD est déterminée par le ratio de l’ASC/CMI pendant 24h qui doit être supérieur à 100.154 

Le fluconazole est actif sur la plupart des souches sauvages de Candida à l’exception de C. 

glabrata (sensibilité intermédiaire, dose dépendante) et C. krusei (naturellement résistant). 

Enfin, le ratio de diffusion péritonéal de fluconazole varie de 0.5 à 0.9 selon les 

sites anatomiques : 0.5 pour la cavité péritonéale,155,156 0.85 pour l’ascite157 et 0.9 pour le 

pancréas.158 

Concernant la toxicité du fluconazole, comme il inhibe fortement les cytochromes CYP3A4 et 

CYP2C9, de nombreuses interactions médicamenteuses doivent être prise en compte.159 

L’utilisation de molécules métabolisées via les mêmes cytochromes sont à proscrire, 

notamment celles allongeant l’intervalle QT.160 Les interactions à connaitre pour l’anesthésiste-

réanimateur sont : 

o Midazolam : un effet sédatif prolongé a été montré quand les deux médicaments 

sont utilisés en même temps, en lien avec une diminution de la clairance de 

l’hypnotique,161,162 

o Cyclosporine, tacrolimus et sirolimus : risque de surdosage des 

immunosuppresseurs,163 

o Warfarine et rivaroxaban : pour l’anti-vitamine K, un allongement du TP est observé 

lorsque les deux sont co-prescrits.164 Concernant le rivaroxaban, des concentrations 
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plus élevées ont été rapportées en cas de co-prescription, notamment en cas 

d’insuffisance rénale, avec un risque hémorragique augmenté.165 

o Phénytoïne : le fluconazole inhibe son métabolisme via CYP2C exposant à une 

toxicité hépatique et neurologique,166 

o Rifampicine : un sous dosage en fluconazole est observé en cas de co-prescription, 

du fait d’une induction du cytochrome CYP3A par l’antibiotique, exposant à des 

échecs thérapeutiques.167 

A ce jour, il n’existe pas d’intervalle thérapeutique de sécurité pour le fluconazole.145,168 Une 

concentration minimale de 10-15 mg/L a été corrélée au succès clinique et peut servir de base 

pour un suivi thérapeutique personnalisé.169 

 

4.2. Les échinocandines 

Les échinocandines sont des molécules lipopeptidiques cycliques ciblant la paroi fongique en 

inhibant la synthèse du BDG.147 Trois molécules sont les plus étudiées dans le cadre des CIA : 

caspofungine, anidulafungine et micafungine. Ce sont des molécules hydrophiles, hautement 

liées aux protéines (> 90%) qui sont éliminées par dégradation spontanée dans le sang 

(anidulafungine) ou par métabolisation hépatique (micafungine et caspofungine). La 

métabolisation hépatique n’utilise pas le cytochrome P450, limitant ainsi le risque 

d’interactions médicamenteuses. Ce sont des agents fongicides ciblant presque l’ensemble des 

espèces de Candida.170,171   

La littérature PK/PD concernant les échinocandines a remis en cause le concept de posologie 

fixe pour ces molécules, sans nécessité d’ajustement en cas de défaillances d’organes et sans 

nécessité d’augmentation des posologies chez les patients les plus graves.172 Or il a été 

démontré que des posologies augmentées étaient nécessaires chez l’obèse,173,174 tout comme 

les patients avec une hypoalbuminémie du fait d’une augmentation du Vd.128 Concernant les 

circulations extra-corporelles, du fait d’une forte liaison protéique, l’ECMO expose les 

échinocandines à une diminution des concentrations plasmatiques du fait d’une séquestration 

dans le circuit.115,175 

Ces molécules sont concentration-dépendantes, possèdent un effet post-antifongique et sont 

actives contre le biofilm. L’indice PK/PD associé au maximum d’efficacité est 

l’ASC/CMI.176,177 

Concernant la diffusion péritonéale des échinocandines, six études ont été publiées et 

rapportent un ratio de pénétration faible, d’environ 0,3.177–182 
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Enfin, les échinocandines sont des molécules bien tolérées avec un faible risque d’interactions 

médicamenteuses. Les principaux effets indésirables (occurrence ∼1%) sont la leucopénie, 

l’anémie, l’hypokaliémie et une toxicité hépatique.147  

Comme pour le fluconazole, il n’existe pas d’intervalle thérapeutique de toxicité ni 

d’efficacité.145,168 Une concentration minimale de 1 mg/L a été proposée comme cible 

thérapeutique, en se basant sur des études in vitro et animales. 

 

Le Tableau 5 résume les caractéristiques PK/PD du fluconazole et des échinocandines. Il 

propose des posologies et des intervalles de concentrations pour le suivi thérapeutique 

pharmacologique (STP) chez le patient de réanimation. 
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Tableau 5 : Caractéristiques PK/PD et posologies des principaux antifongiques utilisés pour 

le traitement de la candidose intra-abdominale en réanimation (adapté de Novy et al.133). 

 
 Fluconazole Caspofungine Anidulafungine Micafungine 

Volontaire sain 

Posologie 
recommandée, q24h 

800 mg (12 
mg/kg) J1 

Puis 400 mg 
(6 mg/kg) 

70 mg J1 
Puis 50 mg  

(70 si poids total > 
80 kg) 

200 mg J1 
Puis 100 mg 

100 mg 

Liaison protéique (%) 12 92.4 - 96.5 99.0 99.9 
½ vie (h) 25 – 40  9 - 11 40 – 50 11 – 20 
CL (mL/min) 15 – 46 10 – 12 1 12.8 – 14  

Patient de réanimation 

½ vie (h) 30 – 75  18.4 31.2 14.8 
CL (ml/min) 13 – 36  13 17.1 12.2 
Proposition de 
posologie, q24h 

12 mg/kg J1 
Puis 6 mg/kg 

100-140 mg J1 
Puis 50-70 mg 

200 mg J1 
Puis 100 mg 

150 mg J1 
Puis 150 mg 

Défaillance rénale Diminuer la 
dose de 50% 
si CL < 50 

mL/min 

Pas d’ajustement 

Épuration extra-
rénale 

Augmenter la 
dose si 

effluent > 
2L/h 

Ou 300 – 400 
mg x2/j 

Pas d’ajustement 

Défaillance hépatique Données 
insuffisantes 

Child Pugh 7-9, 
diminué la dose 

entretien à 35 mg/j 
Pas d’ajustement Pas 

d’ajustement 

Obésité 12 mg/kg J1 
Puis 6 – 12 

mg/kg 
 

Poids réel 

Augmenter les 
doses de 25 à 50% 
si > 80 – 120 kg 

 
2 mg/kg J1 

Puis 1.25 mg/kg 

Augmenter les 
doses de 25% si > 

140 kg 

Augmenter la 
dose d’entretien 
100 – 300 mg 

selon la CMI si 
> 125 kg 

ECMO Pas de 
données 

Pas d’ajustement Pas d’ajustement Dose de charge 
200 mg et dose 
d’entretien 150 

mg 
Suivi thérapeutique pharmacologique 

Cible PK/PD* fASC24/CMI  
> 100 

ASC24/CMI  
> 250 – 1185 

ASC24/CMI  
> 2000 – 9000 

ASC24/CMI  
> 3000 – 10000 

 ASC cible (mg/h/L) > 400      > 100 110 > 130 
 Cmin cible (mg/L) 10 - 15          > 3 > 3 > 3 

 

Légende : ASC : aire sous la courbe ; CL : clairance ; Cmax : concentration maximale ou pic ; 

Cmin : concentration minimale ou résiduelle ; q24 : toutes les 24 h ; Vd : volume de 

distribution ; * selon l’espèce de Candida. 



 

 63 

L’article « Pharmacokinetic and pharmacodynamic considerations for antifungal therapy 

in the treatment of intra-abdominal candidiasis among critically ill patients »133 détaille 

l’ensemble des modifications PK/PD lors d’une CIA, analyse toutes les études PK/PD ayant 

inclus des patients de réanimation avec une CIA et suggère des propositions thérapeutiques. 

Cette revue a été rédigée par le doctorant lors du stage à l’international en Australie, à Brisbane 

au sein du groupe « Antimicrobial optimisation » du Professeur Jason Roberts de l’université 

du Queensland.  
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Pharmacokinetic and pharmacodynamic 
considerations for antifungal therapy 
optimisation in the treatment 
of intra‑abdominal candidiasis
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Abstract 

Intra-abdominal candidiasis (IAC) is one of the most common of invasive candidiasis observed in critically ill patients. 
It is associated with high mortality, with up to 50% of deaths attributable to delays in source control and/or the intro-
duction of antifungal therapy. Currently, there is no comprehensive guidance on optimising antifungal dosing 
in the treatment of IAC among the critically ill. However, this form of abdominal sepsis presents specific pharma-
cokinetic (PK) alterations and pharmacodynamic (PD) challenges that risk suboptimal antifungal exposure at the site 
of infection in critically ill patients. This review aims to describe the peculiarities of IAC from both PK and PD perspec-
tives, advocating an individualized approach to antifungal dosing. Additionally, all current PK/PD studies relating 
to IAC are reviewed in terms of strength and limitations, so that core elements for the basis of future research can be 
provided.

 Highlights 

•	 Intra-abdominal candidiasis presents specific pharmacokinetic (PK) and  pharmacodynamic (PD) challenges 
where suboptimal antifungal concentrations are likely to occur leading to high risk of treatment failure.

•	 The intra-abdominal cavity has  been highlighted as  a  hidden reservoir for  resistance to  antifungals includ-
ing echinocandins.

•	 To date, all antifungal PK/PD studies in  intra-abdominal candidiasis have enrolled small cohorts and  have 
only provided post-operative antifungal concentrations analysis.

•	 Based on  current evidence, high dosing regimens of  antifungals should be strongly considered, especially 
at the onset of infection.

•	 The place of new antifungals (rezafungin, ibrexafungerp) requires more robust clinical studies including PK/PD 
analysis in critically ill patients.
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Introduction
Intra-abdominal candidiasis (IAC) is defined as the iso-
lation of Candida from a sterile intra-abdominal sample 
along with symptoms of intra-abdominal infection [1, 
2]. Current epidemiological data quantifies IAC hav-
ing a cumulative incidence of 1.84 cases per 1,000 ICU 
admissions and a mortality up to 50% [3, 4]. C. albicans 
accounts for most infections followed by non-albicans 
species such as C. glabrata and C. parapsilosis [5, 6].

The management of IAC requires initiating early and 
adequate source control, and prompt initiation of anti-
fungal therapy [7, 8]. Current guidelines recommend 
echinocandins as the first-line agent for empirical treat-
ment of IAC in critically ill patients [8–10]. Fluconazole 
has been recommended for clinically stable patients with 
no recent exposure to azoles in the setting of flucona-
zole-susceptible pathogens [10, 11]. Second-line agents 
include the liposomal formulation of amphotericin B 
[10, 11] and voriconazole [12]. However, these guidelines 
do not provide any specific recommendations regarding 
alternative dosing regimens in the critically ill [7]. Indeed, 
only standardized antifungal dosing regimens are pro-
posed. Of note, specific guidelines in cases of critically 
ill obese patients or those receiving extracorporeal sup-
port are lacking, even though IAC is common to these 
situations which are associated with difficult-to-predict 
antifungal concentrations [13]. The considerable pharma-
cokinetics (PK) inter-variability of antifungals was high-
lighted in the multinational Defining Antibiotic Levels in 
Intensive care Unit (DALI) study [14].

Most of the studies providing antifungal dosing rec-
ommendations for invasive candidiasis generally include 
more patients with candidemia than IAC [15]. Thus, 
most studies describe antifungal exposure in the central 
compartment (i.e., blood). However, it has been demon-
strated that many antifungals diffuse poorly into intra-
abdominal collections [13, 16]. Therefore, considering 
that critically ill patients may have lower plasma antifun-
gal concentrations compared to other population groups, 
the risk of suboptimal concentrations at the site of infec-
tion may be even higher [17, 18].

This review explores the pharmacokinetic and pharma-
codynamic considerations for antifungal therapy in the 
treatment of IAC among critically ill patients. Addition-
ally, it proposes dose optimisation strategies of the most 
used antifungals in the treatment of IAC.

Pharmacokinetic considerations
Critically ill patients have severe pathophysiological 
changes driven by a change in the volume of distribution 
(Vd) and/or modified renal and/or hepatic clearances 
[19]. Altered Vd is characterized by the expansion of the 
interstitial space secondary to an increase in capillary 

permeability, vascular filling, and change in protein bind-
ing. “Capillary leakage” is caused by systemic inflamma-
tion, a common feature during sepsis that is even more 
pronounced in septic shock. In critically ill patients 
with intra-abdominal infections, sepsis and septic shock 
affect more than 60% and 30% of them, respectively 
[20]. Abdominal sepsis is also associated with a cytokine 
“storm”, further aggravating the patient’s inflammatory 
state compared to sepsis of other origins [21]. Besides, 
abdominal surgery induced-trauma results in post-oper-
ative inflammation [22, 23]. The degree of post-operative 
inflammation depends on the surgical approach [24]. 
Laparotomy, which is the most commonly used [25], is 
more aggressive and thereby highly “inflammatory” com-
pared to laparoscopic surgery. In addition to this “high” 
inflammatory state, abdominal sepsis is characterized by 
severe hypovolemia caused by a high prevalence of fever 
and other sources of fluid loss including anorexia, nau-
sea, and vomiting [26]. Surgery also provides changes in 
extracellular fluid space mostly driven by neuroendocrine 
mechanisms. Indeed, part of the endocrine response to 
surgery involves the increased secretion of antidiuretic 
hormone and aldosterone leading to salt and water reten-
tion [27]. Sequestration of fluids may also occur due to 
large volume of fluids lost into a distended gut or the 
peritoneal cavity [28]. Thus, vascular filling is poten-
tially massive in the sickest of these patients, with up to 
10  L administered during the first days of fluid resus-
citation [17, 29]. An increase in the drug Vd equates to 
insufficient drug concentrations within the central com-
partment (i.e. plasma). Lastly, surgery itself affects drug 
distribution by changes in blood volume (blood and fluid 
losses during laparotomy) and altered regional perfusion 
secondary to an increase in circulating catecholamines 
induced by surgical trauma [28]. Local inflammation 
combined with decreases in regional blood flow contrib-
ute to drug diffusion impairment.

During the post-operative period, interventions that 
utilise extracorporeal circuits such as renal replacement 
therapy (RRT) or extracorporeal membrane oxygena-
tion (ECMO) may also contribute to changes in drug 
clearance depending on the physicochemical proper-
ties of the drug [30, 31]. In addition, alterations of pro-
tein binding are highly frequent in surgical ICU patients 
because of a physiological decrease of pre-albumin and 
albumin in response to an increase of inflammatory 
protein. Hypoalbuminemia is worsened by vascular fill-
ing, malnutrition and a catabolic state, frequent situa-
tions seen in post-operative surgical patients [32]. Lastly, 
indwelling abdominal drains left in  situ post-operatively 
also contribute to an increased elimination of drug [33]. 
Indeed, previous studies have reported that the increase 
in drug clearance is proportional to drainage output [34]. 
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Therefore, critically ill patients with IAC have significant 
drug PK alteration that potentially predisposes them to 
inadequate drug concentrations that can be exacerbated 
by surgical interventions during their ICU admission.

Pharmacokinetic properties of parenteral 
antifungals used in intra‑abdominal candidiasis
Table  1 summarises the PK of antifungal agents used 
in the treatment of intra-abdominal candidiasis. Dos-
ing regimens and therapeutic ranges for therapeutic 
drug monitoring (TDM) are proposed based on current 
evidence.

First‑line agents
Fluconazole
Fluconazole is a triazole which inhibits the 
14-α-demethylase which is an enzyme required for con-
version of lanosterol into ergosterol. It has low plasma 
protein binding of 12% and is a weakly basic, highly 
polar, hydrophilic (LogP 0.5) drug with a small molecu-
lar weight [35]. These physicochemical properties expose 
fluconazole to unpredictable concentrations in the criti-
cally ill patient [36, 37]. Indeed, hydrophilic, low protein-
binding and low molecular weight are highly influenced 
by increased Vd and renal clearance; leading to low drug 
exposure [19].

Fluconazole exhibits concentration- and time-depend-
ent antifungal activity with a prolonged post-antifungal 
effect. The predictive PK/PD index associated with maxi-
mal fungal killing is the ratio of free-drug area under 
the concentration time curve (from 0 to 24  h) to mini-
mum inhibitory concentration of the fungal organism 
(fAUC​0-24/MIC). An fAUC​0-24/MIC of greater than 100 
is associated with optimal fungicidal activity and positive 
outcomes in critically ill patients [38, 39]. Current dos-
ing regimens in critically ill patients with normal renal 
function recommend a loading dose of 12 mg/kg intrave-
nously followed by a maintenance dose of 6—12 mg/kg/
day [40]. Maintenance doses of up to 18 mg/kg per day 
have been proposed [41]. Factors associated with sub-
optimal fluconazole exposure include obesity, high renal 
clearance and patients undergoing continuous RRT [42, 
43]. In obese patients, total body weight has been used 
to calculate doses [44]. In the setting of RRT, adjust-
ing the maintenance dose to 800 mg (400 mg q12h) has 
been suggested [45]. In contrast, ECMO by itself does 
not seem to influence fluconazole PK [31]. Indeed, PK 
alteration under ECMO is mostly related to lipophilic-
ity or changes in Vd and to date, no sequestration in the 
ECMO circuit has been demonstrated with fluconazole. 
However, data in adult patients are scarce and more stud-
ies are warranted to better address optimal dosing of flu-
conazole in patients undergoing ECMO.

Regarding abdominal diffusion of fluconazole, very 
few data are available [46]. Sinnollareddy et al. [47] have 
measured subcutaneous concentrations of fluconazole in 
critically ill patients and reported an AUC​0-24 50% lower 
than in plasma. A mini-case series of three liver trans-
plant patients reported that the ascites-to-plasma ratio 
of fluconazole was 0.85 [48]. A case report of a patient 
with cholecystitis showed that biliary fluconazole con-
centrations were 50% lower than in the plasma [49]. 
Lastly, relatively good penetration (88 to 91%) of flucon-
azole in the pancreas has been reported [50]. This is of 
significance given that pancreatic necrosis is a frequent 
source of IAC. Therefore, if tissue penetration based on 
small studies advocate for relatively good penetration of 
fluconazole (> 50%), physicochemical properties of flu-
conazole expose it to suboptimal plasma concentrations 
in critically ill patients. As low plasma concentrations 
are associated with even lower tissue concentrations for 
hydrophilic drugs [51], the risk of suboptimal fluconazole 
concentrations at the site of infection must be considered 
very high. Thus, higher doses and TDM should be con-
sidered when treating IAC with fluconazole. However, 
data regarding the therapeutic range of fluconazole are 
lacking [40, 52, 53]. For instance, a mean trough concen-
tration of 14 mg/L ± 11 mg/L was reported in the DALI 
study [14]. A trough concentration of 10 to 15 mg/L has 
been proposed as a basis for fluconazole TDM [52].

Echinocandins
General considerations  Echinocandins are cyclic hexa-
lipopeptides targeting the fungal wall by inhibiting 1.3 
beta-d-glucan synthesis [54]. They are fungicidal against 
most pathogenic species of Candida [55].

Echinocandins are highly protein-bound (≥ 90%), 
hydrophilic molecules which are eliminated through 
ubiquitous spontaneous degradation. The PK/PD index 
most frequently reported for echinocandins is AUC/
MIC [56, 57]. The AUC/MIC ratios ranged from > 250 
(caspofungin/C. tropicalis) to > 10,000 (micafungin/C. 
albicans) [58] (Table 1). Thanks to low drug-drug inter-
actions, non-renal elimination, and less extensive hepatic 
clearance, echinocandins are often considered easy-to-
dose drugs [13]. Reported adverse events to date have 
not established any exposure-related toxicity [56]. Addi-
tionally, high doses in the treatment of endocarditis are 
well tolerated [59]. However, a growing body of evidence 
has challenged the concept of fixed standard doses [18, 
56, 60]. Higher body weights may require higher dosing 
[61, 62], whilst patients with hypoalbuminemia may have 
an increased Vd and clearance [13]. Most studies point 
towards a 20% lower exposures in critically ill patients 
when compared with healthy volunteers [63–65].
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Caspofungin  It has been suggested to increase the load-
ing dose to 140 mg in critically ill patients [66]. Likewise, 
a higher, weight-based dose of 2 mg/kg as a loading dose 
and 1.25  mg/kg as a maintenance dose have been rec-
ommended in critically ill obese patients [67]. Regard-
ing ECMO, caspofungin loss via sequestering within 
the ECMO circuit was reported, suggesting to increase 
the loading and 24-hourly maintenance dose to 70 mg, 
respectively [31, 68].

Micafungin  It has been proposed to increase the 
maintenance dose from 150 mg to between 200 to 300 
mg 24-hourly in critically ill obese patients (> 125 kg), 
depending on the MIC [61]. In patients with ECMO, it has 
been suggested to increase the micafungin loading and 
24-hourly maintenance dose to 150 and 70 mg, respec-
tively [31].

Anidulafungin  If suboptimal exposures have been 
reported (~ 30% lower concentrations compared to 
healthy volunteers [69]), current data does not define 
what higher doses should be used [68]. No dosing adjust-
ments are currently recommended for anidulafungin dur-
ing ECMO.

Peritoneal diffusion of  echinocandins  Regarding peri-
toneal diffusion of echinocandins, eight PK studies [57, 
70–76] (Table 2) were performed and reported an overall 
penetration ratio of ~ 30%, knowing that no PK/PD target 
in the peritoneum has been defined to date. One study 
also reported highly variable ascites-to-plasma echino-
candin penetration ratios ranging from 0.02 to 0.46 in 
ascitic fluids [48].

Which lessons?  Recent data supporting the need for 
higher echinocandin doses are mostly from PK studies. 
This data does not demonstrate, however, that the use of 
these proposed higher echinocandin doses is associated 
with better clinical outcomes.

Considering the PK variability of echinocandins in the 
plasma and the low to moderate penetration ratios in 
the peritoneal fluid, the risk of suboptimal echinocandin 
exposures at the site of infection remains high. Thus, use 
of higher doses and TDM are valid considerations. How-
ever, there are currently no defined therapeutic ranges for 
echinocandins [40, 52, 53]. Some authors have proposed 
a total trough concentration > 1 mg/L or between 1 and 3 
mg/L [52, 53].

Second‑line agents
Liposomal amphotericin B
The lipid formulations of amphotericin B deoxycho-
late (L-AmB) are recommended as alternatives in cases 

of echinocandin-resistant Candida infections [10, 11]. 
L-AmB has many PK/PD advantages such as broad-
spectrum coverage, rapid time-kill rate, post-antifungal 
effect, and action against biofilm formation [77, 78]. PK/
PD studies of L-AmB involving critically ill patients are 
scarce and reported lower Vd with considerable variabil-
ity in L-AmB concentrations [79–81]. Furthermore, no 
clear PK/PD target has been defined for the liposomal 
formulation. Table 1 provides general PK data and influ-
ence of RRT [54], ECMO [82–84], and obesity on L-AmB 
dosing [85]. Considering the high variability of L-AmB 
concentrations with a high risk of underdosing, it seems 
reasonable to propose the dose of 5 mg/kg/day in criti-
cally ill patients with IAC which has been reported to be 
safe [86]. Last, one pediatric study has evaluated perito-
neal diffusion and reported lower peritoneal L-AmB con-
centrations than plasma concentrations [87].

Voriconazole
Voriconazole is the second most used azole in critically ill 
patients with IAC [88]. It has been proposed as an alter-
native option in severe intra-abdominal infections that 
have a risk of fluconazole-resistant Candida strains [12]. 
Data in critically ill patients are scarce and reported large 
interindividual variability [89, 90]. PK/PD main charac-
teristics of voriconazole are provided in Table 1 [54, 90] 
with influence of various clinical situations [13, 91–94] 
and extracorporeal supports [31, 54, 92, 95–98]. Consid-
ering the high interindividual variability and high occur-
rence of drug-drug interactions, voriconazole TDM is 
strongly recommended [13, 40]. Last, one study reported 
a peritoneal penetration ratio of 0.54 and 0.67 for single 
and multiple doses, respectively (Table 3) [99].

New antifungals
Among new antifungals arriving through the develop-
ment pipeline [100], Rezafungin and Ibrexafungerp have 
been evaluated within phase 3 clinical trials in patients 
with invasive candidiasis [101–103]. Rezafungin is a new 
echinocandin with extended half-life and improved tissue 
penetration compared to other echinocandins [104–106]. 
The main PK/PD parameters [106, 107] and spectrum of 
activity [108, 109] are described in Table  2. Rezafungin 
PK is not affected by age, sex, race, body weight (34–
155  kg), renal clearance (9.3 to > 120  ml/min), continu-
ous RRT [110], and impaired liver function (Child Pugh 
B or C) [111]. The PK/PD properties of rezafungin may 
advocate its use in IAC. Indeed, as it has been reported 
that IAC could provide a reservoir for the emergence of 
Candida resistance [112], considering the front-loaded 
exposure and higher tissue penetration, rezafungin may 
be associated with a lower risk of emergence of resistance 
compared to the other echinocandins [113]. However, 
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its half-life precludes dose adjustment before one week. 
Considering the dynamic process of PK alteration in crit-
ically ill patients, clinical studies are warranted to quan-
tify rezafungin exposure at the onset of infection.

Ibrexafungerp inhibits the production of 1.3-beta-glu-
can through non-competitive inhibition of the 1.3-beta-
glucan synthase complex [114, 115]. The main PK/PD 
parameters [116–119] and spectrum of activity [114, 
119] are described in Table  2. No dosage adjustment is 
recommended in patients with renal and mild-to-mod-
erate hepatic impairment. Excellent tissue penetration 
has been reported in the liver, lung, kidney, spleen, skin 
and bone [114]. Regarding IAC, one murine model has 
confirmed excellent penetration of ibrexafungerp pen-
etration in the liver with prolonged therapeutic exposure 
[120].

In addition to its interest in echinocandin Candida 
resistant strains, ibrexafungerp could be useful as an oral 
drug in replacement of azoles for de-escalation, espe-
cially when azoles are not well-tolerated. Ibrexafungerp is 
currently under investigation for step-down therapy after 
initial empirical treatment with echinocandins (clinical-
Trials.gov number NCT02244606).

Pharmacodynamic considerations
Mechanisms of antifungal resistance
An increase in fluconazole and echinocandin resistance 
has been reported in both C. albicans and non-albicans 
species. This increase in antifungal resistance is mainly 
associated with an increased exposure to antifungal ther-
apy in the ICU [112, 121, 122].

Mechanisms of antifungal resistance depend on the 
Candida species as well as the antifungal [123]. Broadly, 
there are three main mechanisms of antifungal resistance:

•	 Presence of biofilm, where the highest MICs have 
been observed mostly from in vitro studies [124],

•	 Increased number of efflux pumps which precludes 
accumulation of antifungal in the fungal cell [125],

•	 Reduced 1.3 beta-d-glucan synthase sensitivity [125].

These three mechanisms have been observed in C. albi-
cans. The reduction in 1.3 beta-d-glucan synthase sensi-
tivity caused by a mutation in FKS1 and FKS2 genes has 
been demonstrated to confer a cross resistance to azoles 
and echinocandins. C. glabrata has a reduced suscepti-
bility to azoles secondary to an overexpression of efflux 

Table 3  Overview of pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters and dosing regimens of new antifungal agents

According to [100–120]

AUC: area under the curve; CL: clearance; Cmin: minimal concentration; Cmax: maximal concentration; fAUC: AUC of the free concentration; EMA: European Medicines 
Agency; FDA: U.S Food and Drug administration; IAC: intra-abdominal candidiasis; IV: intravenous; LD: loading dose; MD: maintain dose; MIC: minimal inhibitory 
concentration; PK/PD: pharmacokinetic and pharmacodynamic; Vd: volume of distribution

Rezafungin
(CD101, Rezzayo™)

Ibrexafungerp
(SCY-078, MK-3118)

Class Echinocandin
(structural analog of anidulafungin)

Triterpenoid
(Semi-synthetic derivative of enfumafungin)

Indication Treatment of candidemia and invasive candidiasis, in cases 
with limited or no alternative antifungal options

Treatment of vulvovaginal candidiasis

Authorities’ approvals EMA: 2022
FDA: 2023

FDA: 2021

Recommended dosing regimen LD 400 mg
MD 200 mg weekly

LD 1000–1500 mg
MD 500–750 mg daily

Mode of administration intravenous oral

Bioavailability Not applicable 35 to 50%

Cmax (mg/L) 11.8–19.2 0.43

AUC (mg*h/L) 667–827 6.8

Vd (L/kg) 0.95 8.5

Protein binding (%) 87.5–93.6 99.5–99.8

Half-life (h) 152 20–30

CL (mL/min) 5.8 880

Candida spectrum All
Including C. auris
(↓ for C. parapsilosis)

All
Including C. auris
(↓ for C. krusei, lusitaniae and guillermondi)

PK/PD target fAUC/MIC fAUC/MIC

Critically ill patients No data No data

Critically ill patients with IAC No data No data

Animal model with IAC Faster, higher, and longer peritoneal diffusion Excellent penetration in the liver
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pumps [125] and a reduced susceptibility to echinocan-
dins through mutations in the FKS1 or FKS2 genes [126].

Antifungal resistance in IAC is due to poor tissue diffusion
Studies focusing on IAC are scarce and mostly come 
from animal model. Zhao et al. [105] reported a poor dif-
fusion within the lesion during the first 6h after a single 
dose in a murine model of IAC. These results highlighted, 
especially during the first day of therapy, insufficient drug 
exposure which potentially promotes development of 
antifungal resistance. A second study from Cheng et  al. 
[127] used a murine model of IAC to address the viru-
lence of C. glabrata. They reported that if the inoculum 
was not controlled at the onset of infection, it led to a 
high occurrence of candidemia with 100% of mice death. 
Then, if C. glabrata was not eradicate, abscess formation 
could occur, which persisted in most of the mice for at 
least 28 days. This study describes the dynamic process 
of IAC depending on the size of the inoculum and high-
lights the importance of adequate antifungal exposure 
at the onset of IAC to avoid candidemia, and thereafter 
to avoid abscess and/or tertiary peritonitis where anti-
fungal diffusion remains challenging. One study has 
evaluated the prevalence of antifungal resistance among 
patients with IAC and prior echinocandin exposure. 
FKS mutant Candida isolates were identified in 24% 
(6/25) of patients [128], with the presence of FKS muta-
tions associated with prolonged echinocandin exposure 
(P = 0.01) and therapeutic failures despite source control 
interventions (100%). The authors suggest that IAC acts 
as a hidden reservoir for the emergence of echinocandin-
resistant  Candida. These observations were supported 
by the ongoing challenge of insufficient drug penetration 
during therapy for IAC supported by animal studies and 
clinical studies.

The C. auris threat
In the last decade, an increased number of outbreaks 
involving C. auris has been reported worldwide [129, 
130]. C. auris has reduced susceptibility to the pre-
dominantly used antifungals (i.e. azoles, echinocandins, 
amphotericin B) [131, 132]. Current microbiological 
data reported that 90% of C. auris  strains demonstrated 
resistance to fluconazole, 30% to amphotericin B, and 5% 
to echinocandins [133]. Rezafungin and ibrexafungerp 
demonstrated better susceptibility and a reduction in 
mortality using an animal C. auris candidemia model 
[131]. Thus, considering the risk suboptimal antifungal 
concentrations during IAC and the ability to develop 
resistance to antifungal of C. auris, the choice of antifun-
gal and dose are of paramount importance in case of IAC 
caused by this difficult-to-treat pathogen.

Which role for the immune response?
Lastly, the role of immunological processes during IAC 
must be considered when determining antifungal PK/PD 
targets, as both innate and adaptive immunity are impor-
tant for defence against Candida [134]. Neutrophils and 
macrophages have an important role in Candida recog-
nition and activation of the immune response thereafter. 
As mentioned above, abdominal surgery induced-trauma 
provides peri- and post-operative inflammation fol-
lowed by immunosuppression [22]. Impairment of the 
immune response during this period can promote Can-
dida growth and exacerbate virulence [135, 136]. Besides, 
Candida is frequently encountered in post-operative 
peritonitis [137]. As it has been suggested to aim for 
higher PK/PD targets for antibiotics in the case of neutro-
penia [138], we wonder if in post-operative peritonitis, a 
more aggressive antifungal PK/PD target may need to be 
considered. Thus, studies including immunosuppressed 
critically ill patients with IAC exploring the relationship 
between antifungal exposure and clinical outcomes are 
also warranted.

Figure  1 summarises the PK and PD considerations 
when treating critically ill patients with IAC requiring 
surgery.

Lessons learned from PK/PD studies conducted 
in critically ill patients with IAC
Table  3 provides a summary of retrieved PK/PD stud-
ies which have focused on the use of antifungal during 
IAC. Details regarding study selection are provided in 
the Additional file 1 with the ClinPK statement checklist 
[139] for each included study (Additional file 1: Table S2). 
Overall, the studies fulfilled more than 80% of PK analysis 
checklist items (namely, use of valid quantitative bioana-
lytical methods, description of the PK modelling meth-
ods and software used, and adequate detail of the PK 
analysis performed). The main weakness across all stud-
ies was related to patient selection and follow-up from a 
clinical perspective.

Population consideration
All study investigators acknowledged the small size of 
their cohorts (between 3 and 31 patients) and highlighted 
a high inter-subject variability. Moreover, the case-mix of 
patients was mostly composed of secondary peritonitis, 
with IAC suspected rather than confirmed in most cases. 
Thus, the impact of PK/PD target attainment on mortal-
ity cannot be addressed due to the small sample sizes and 
the low number of confirmed cases of IAC. Echinocandin 
is the most evaluated antifungal class in IAC. Only one 
case-series addressed the PK of fluconazole in abdominal 
samples, in a non-ICU population.
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Laboratory consideration
In all studies, only the total concentration was meas-
ured. However, from a tissue diffusion perspective, the 
unbound concentration should be assessed in further 
studies, especially in critically ill patients because of a 
high prevalence of hypoalbuminemia and marked fluc-
tuations in serum albumin concentrations during acute 
illness [140]. Regarding peritoneal samples, most stud-
ies obtained samples from in  situ abdominal drains and 
acknowledged less data compared to blood samples 
given these drains were usually removed after 72 h post-
operatively. Therefore, peritoneal fluid samples obtained 
intra-operatively would allow for more accurate PK data 
describing antifungal abdominal diffusion.

Clinical course of IAC consideration
All studies analysed the PK/PD targets based on anti-
fungal concentrations obtained from the post-operative 
period, often two to three days after surgery to evalu-
ate steady-state concentrations. In our opinion, except 

perhaps for tertiary peritonitis (poorly studied thus far), 
the post-operative period has lower impact on mortal-
ity compared to the surgical period. Indeed, mortality 
increases with delay in source control and commence-
ment of antifungal therapy [4]. Thus, if a PK/PD study 
aims to evaluate the impact of PK/PD target attainment 
on mortality, intra-operative sampling must be con-
sidered because: (i) this is the phase where inoculum is 
potentially the highest, (ii) the PK alterations from sepsis, 
surgery, and resuscitation therapeutics are maximized, 
and (iii) source control is ongoing.

However, there is still a risk of unpredictable antifun-
gal concentrations during the post-operative period. 
Indeed, because of all other sources of PK variability in 
critically ill patients such as renal failure or extracorpor-
eal support, the risk of suboptimal exposure can persist 
throughout the course of therapy [19, 141]. Therefore, 
in cases of either candidemia, tertiary peritonitis or 
inadequate source control, ensuring optimal antifungal 
exposure is crucial, knowing that these situations require 
longer antifungal duration [142].

Fig. 1  PK/PD alterations during intra-abdominal candidiasis. PK: pharmacokinetic; PD: pharmacodynamic; Vd: volume of distribution; CL: 
clearance; ICU: intensive care unit; ATF: antifungal; TDM: therapeutic drug monitoring. Figure 1 is split twice: vertically, where left side represents 
the per-operative phase and right side the post-operative period, and horizontally, where the upper case described the sources of pharmacokinetic 
alterations, and the lower case, the sources of pharmacodynamic alterations. In the operating room, sources of PK variability are driven 
by the sepsis/shock, the resuscitation (fluid resuscitation and catecholamines), the anaesthesia, and inflammation caused by the surgical trauma. 
Together they contribute to a high risk of suboptimal antifungal concentrations by increase in volume of distribution and clearance in both the 
plasma and the peritoneum. From a pharmacodynamic perspective, before the source control is performed by the surgeon, high inoculum 
potentially protect by Candida biofilm and low tissue penetration could promote antifungal resistance. Thus, increased PK/PD target and high dose 
of antifungal are required. During the post-operative period, the source control is supposed to be achieved and thereby the sepsis/shock should be 
less important. However, organ failures caused by the abdominal sepsis could occur, and provide the need for extracorporeal support such as renal 
replacement therapy or ECMO. The presence of surgical drains could increase drug clearance. Therefore, antifungal concentrations are highly 
unpredictable, from low to high concentration. From a pharmacodynamic perspective, source control has been performed but an immunoparalysis 
could be present and candidemia and/or abscess/tertiary peritonitis could occur. Therefore, therapeutic drug monitoring of antifungal should be 
considered
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Further perspectives
Based on the PK and PD challenges noted, we believe 
that further clinical studies evaluating impact of anti-
fungal PK/PD parameters on outcome such as mortal-
ity are warranted and of crucial importance, especially 
studies that sample during the peri-operative phase 
during surgical intervention. This observation implies 
that antifungal therapy should commence before sur-
gery, which is not always the case because of the diag-
nostic difficulties associated with identifying IAC [143]. 
Indeed, in the AMARCAND-2 study, antifungal ther-
apy was started after Candida documentation in 70% 
of the patients, thus noting that few patients received 
antifungal at the onset of IAC [88]. Performing PK/
PD analysis during and after surgery would allow to 
describe important fluctuations in antifungal expo-
sure, some of which may impact on patient outcomes. 
Certainly, the identification of critically ill patients 
with intra-abdominal infection who then develop IAC 
remains a challenge [144, 145]. The future consensus 
definition of IAC from the FUNDICU project [146] is 
eagerly awaited and would certainly help identifying 
the right population.

An additional difficulty when addressing clinical out-
come such as mortality in critically ill patients with IAC 
is related to the Candida itself [147–149]. Although the 
presence of Candida in peritoneal samples is associ-
ated with poor outcomes [150], other studies have been 
inconsistent [151]. This may be due to whether the Can-
dida isolated is a true pathogen responsible for mor-
tality. Indeed, the pathogenicity of Candida has been 
questioned, with suggestion that it may be dependent on 
the clinical situation and/or underlying condition of the 
patient [152–154].

In the interim of obtaining more robust PK/PD data 
linked to patient outcomes, using antifungal TDM in 
critically ill patients with IAC, especially in cases with 
high prevalence of non-albicans species, should be advo-
cated. In the absence of clear recommendations specifi-
cally for IAC in critically ill patients [52], and based on 
available PK/PD data [48, 57, 73, 74], we suggest trough 
concentrations between 10 and 20 mg/L for fluconazole, 
and 1 to 10 mg/L for echinocandins. Further studies aim-
ing to evaluate these therapeutic ranges in critically ill 
patients are, however, required.

It is noteworthy that data regarding antifungal dose 
optimization using dosing software are scarce. In inva-
sive candidiasis, only one study has been reported. Bayes-
ian analysis using a limited sampling strategy has been 
evaluated for anidulafungin using data from 20 criti-
cally ill patients and showed reasonable prediction [69]. 
Given that use of TDM in combination with dosing soft-
ware may become more common practice in the ICU, 

assessment of these dose optimization interventions is a 
future consideration.

Conclusion
Due to the specific pathophysiology and associated inter-
ventions, IAC must be considered differently compared 
to other forms of invasive candidiasis such as candi-
demia. High-quality PK/PD studies are required to better 
describe the rate of antifungal target attainment in both 
plasma and peritoneal fluid, during and after the surgery, 
and when the patient is transferred to the ICU. The lack 
of intra-operative data is a current weakness. Proposed 
PK/PD targets, derived mostly from animal models, 
have yet to be validated in the critically ill population. To 
study the impact of antifungal PK/PD target attainment 
on clinical outcomes, larger sample sizes and multicen-
tre studies are needed. In the meantime, antifungal TDM 
in critically ill patients with IAC should be considered, 
especially in cases of high prevalence of non-albicans 
species or when fluconazole is prescribed. Regarding the 
interest in new antifungals, studies involving critically ill 
patients coupled with rigorous PK/PD analysis are war-
ranted before a more widespread use.
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5. Durée du traitement antifongique pour la candidose intra-abdominale 
 Les recommandations : 

Les recommandations françaises ne donnent pas de durée précise pour les IIA à Candida.92  

Les recommandations américaines ne fixent pas de durée précise : « la durée de traitement doit 

être déterminée par la qualité du contrôle de la source et l’évolution clinique » 

(recommandation forte ; qualité de la preuve modérée).96 

Les recommandations européennes suggèrent que les candidoses invasives (dont CIA) sans 

candidémie doivent être traitées pendant 10 à 14 jours (recommandation faible ; qualité de la 

preuve faible).82  

 La littérature : 

Ainsi, si la durée actuelle ne devrait pas excéder 14 jours, les études récentes rapportent 

fréquemment une durée plus élevée. Dans l’étude AMARCAND-2 incluant des IIA 

compliquées, la durée moyenne était de 20 jours ± 14 jours, avec une médiane de 17 jours.8 

Dans l’étude de Lamoth et al., la médiane était de 14 [4-48] jours.88 Dans l’étude pBDG2,18 la 

durée était inférieure à 14 jours (8 [5-8]). Dans cette étude, il était encouragé de suivre les 

dernières recommandations intégrant l’évolution clinique dans la durée de traitement.  

Concernant le traitement empirique, la durée est généralement supérieure à 8 jours.8,183 Les 

stratégies d’épargne basées sur les biomarqueurs comme le BDG plasmatique sont encore mal 

connues par l’ensemble des réanimateurs. De plus, les études ayant évalué un algorithme 

utilisant le BDG pour guider le traitement ATF concernent majoritairement le patient 

« médical » avec un sepsis.14,184 Enfin, les études ayant évalué l’intérêt d’un programme de bon 

usage des ATF rapportent que les efforts investis pour réduire les durées de traitement étaient 

souvent peu recompensés.185 

Dans le cadre des CIA, il est important de différencier traitement empirique et documenté. Les 

difficultés pour le traitement empirique sont en rapport avec les difficultés diagnostiques des 

CIA et l’absence de biomarqueur ou score clinique fiables (ayant une bonne VPP). Ces 

questions sont particulièrement adaptées à des staffs d’infectiologie en réanimation. Nous 

développerons ce point dans la section « bon usage des ATF ». Pour le traitement des infections 

confirmées, contrairement aux IIA bactériennes où un consensus existe désormais en faveur 

d’un traitement < 8 jours pour les péritonites généralisées,186 il n’existe pas d’étude similaire 

pour les CIA ayant comparé 8 versus 14 jours en l’absence de candidémie. Une fois le 

diagnostic confirmé, la durée optimale doit prendre en compte : l’hôte, la qualité du traitement 

empirique (délai introduction, dose, spectre) et la qualité du contrôle de la source.96,187 
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Concernant l’évaluation du statut immunitaire de l’hôte, il faut souligner que la plupart des 

études étaient centrées sur le patient neutropénique et/ou d’oncohématologie, deux facteurs de 

risques reconnus de candidose invasive.188 Or il existe de multiples sources d’altération de 

l’immunité chez le patient de réanimation, notamment l’immunosuppression post-opératoire et 

l’immunoparalysie associée à l’état septique.189,190 Une seule étude prospective non 

randomisée a évalué l’intérêt de l’interféron gamma pour restaurer l’immunité via l’HLA-DR 

chez huit patients de réanimation atteints d’une candidose invasive.191 Il n’y avait pas de CIA 

dans la population, mais les auteurs rapportaient une augmentation de l’expression de l’HLA-

DR monocytaire parmi les patients ayant reçu l’interféron permettant de produire plus de 

cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la défense antifongique. 

A ce jour, il n’y a donc pas d’intérêt à poursuivre un traitement antifongique au-delà de 14 jours 

(hors candidémie). Il n’existe pas de données pour baser la durée de traitement sur le statut 

immunitaire. Il pourrait être intéressant de comparer la survie des patients atteints de CIA avec 

une altération de l’immunité attestée par l’HLA-DR monocytaire afin de pouvoir justifier une 

durée plus élevée de traitement chez ces patients. En effet, une série de huit cas d’infections 

fongiques invasives (aspergillose et candidose) a évalué l’immunité avant et après stimulation 

par de l’interféron gamma, en complément du traitement antifongique.191 Les auteurs 

montraient un taux d’HLA DR basal inférieur au seuil reconnu d’immunoparalysie et un effet 

bénéfique de la stimulation par l’interféron. Cette petite série de cas vient confirmer une 

tendance globale en faveur d’un traitement capable de moduler la réponse immunitaire.192  

 

6. Bon usage des antifongiques (« antifungal stewardship ») dans le cadre 

des candidoses intra-abdominales 
 Les programmes de bon usage : 

L’intérêt des programmes de bon usage des anti-infectieux (« antimicrobial stewardship ») a 

été exponentiel ces 10 dernières années.193,194 Les programmes de bon usage intègrent le choix 

(spectre), la posologie et la durée de traitement. L’objectif principal de ces programmes est  

« d’optimiser le traitement des infections tout en limitant les conséquences négatives non 

souhaitées, comme la toxicité médicamenteuse et l’émergence de résistances ».193 Ces 

programmes entrent en jeu à différents niveaux : 

- Le service hospitalier : confirmation diagnostique de l’infection, adéquation aux 

recommandations locales de prescription des anti-infectieux 
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- L’hôpital : présence d’une équipe spécialisée en « antimicrobial stewardship », 

surveillance de la consommation des anti-infectieux et des résistances microbiennes, 

- L’industrie agro-alimentaire : usage raisonné des anti-infectieux dans l’agriculture, 

- L’industrie pharmaceutique : limiter la production d’anti-infectieux large spectre, 

- Les pouvoirs publics : faire de ces programmes une priorité nationale et aider leur 

financement. 

En réanimation, ces programmes incluent195–197 : 

- L’identification des patients qui nécessitent un traitement anti-infectieux : 

inflammation versus infection,198 

- Le timing d’introduction d’un traitement anti-infectieux : sepsis versus choc septique,19 

- L’identification rapide du pathogène et de sa résistance afin d’éviter l’usage d’anti-

infectieux large spectre, 

- L’optimisation des posologies par une approche PK/PD,19 

- La personnalisation des durées de traitement. 

Tous ces items sous-entendent une équipe multidisciplinaire (cliniciens, microbiologistes, 

pharmaciens, spécialistes en hygiène hospitalière et pharmacologues) dirigée par un leader. 

Pour aider à l’implémentation de ces programmes, un accès rapide aux recommandations 

locales peut être facilité par la prescription informatisée et l’accès à un suivi thérapeutique 

pharmacologique.195 Enfin, toutes les recommandations concernant le bon usage insistent sur 

l’importance de programme d’éducation, d’évaluation, d’audit et de retour d’expérience. 

 

 Le bon usage des antifongiques (BUA) : 

C’est un concept plus récent qui comporte les mêmes éléments principaux des programmes 

généraux.99,185,199–201 Si le plus souvent ces programmes BUA sont intégrés dans le programme 

global de la structure, certains auteurs plaident pour une équipe dédiée spécialisée en ATF 

surtout dans les structures à forte utilisation d’ATF.200 A la différence des antibiotiques, les 

méconnaissances des prescripteurs concernant les infections fongiques et leur prise en charge 

sont plus importantes. Ainsi, les programmes d’éducation et la restriction d’utilisation des ATF, 

ou son encadrement à des situations cliniques bien précises, sont souhaités. 

 

 Programme de bon usage des ATF adapté aux candidoses intra-abdominales : 

Nous pensons que la CIA est particulèrement concernée par ces programmes compte tenu du 

nombre de questions sans réponses claires dans la littérature et/ou les recommandations : 
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- Quels patients souffrant d’une IIA doivent bénéficier d’un ATF ? 

o Y a-t-il une place pour la prophylaxie ATF ? 

- Quel ATF ? quelle posologie ? 

o Peut-on désescalader ? Quand ? 

- Quels biomarqueurs puis-je utiliser ? 

o Pour introduire un ATF, 

o Pour arrêter un ATF, 

o Pour évaluer la réponse au traitement ? 

- Quelle durée de traitement ? 

o Empirique versus documentée. 

- Y a-t-il une place pour un suivi thérapeutique pharmacologique ? 

o Quels intervalles thérapeutiques ? 

o Comment interpréter les résultats ? 

- Le contrôle de la source est-il acquis ? 

- Le patient est-il immunodéprimé ? 

o Faut-il prolonger le traitement ? 

o Faut-il monitorer le statut immunitaire ? 

Ainsi, nous pourrions proposer un cahier des charges. Le Tableau 6 résume les éléments 

principaux d’un programme de bon usage pour les ATF. 
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Tableau 6 : Proposition de cahier des charges d’un programme de bon usage des antifongiques 

dans le cadre des candidoses intra-abdominales. 

 Recommandations  
Acteurs 

 

Anesthésistes-réanimateurs, chirurgiens, immunologistes, infectiologues, 
microbiologistes, pharmaciens, pharmacologues, spécialistes de l’hygiène 
hospitalière, autres (gastro-entérologues, oncologues…) 

Outils 

 

BUA leader 
Réunions multidisciplinaires régulières 
Guides de prescription – prescriptions informatisées 
Restriction de prescription des ATF et/ou justification notamment pour la 
poursuite 
Accès aux dosages (STP) +/- dosing software 

Épidémiologie 

 

Taux de CIA documentée / suspectée : quelle prévalence ? 
Suivi consommation annuelle des ATF 
Accès aux données de l’écologie locale fongique et suivi des résistances 

Patients 

 

Type de patient : 
- Chirurgicaux versus médicaux, 
- Immunodéprimé : type d’immunosuppression et facteurs de risque 

spécifique de CIA, 
En cas de CIA : 

- Type de péritonite, présence d’abcès, 
- Critères de poursuite du traitement ATF 

Introduction des 
ATF 

 

Éducation : 
- Classes d’ATF, posologies, toxicité, 

Choix de l’ATF : 
- Écologie locale des espèces de Candida  
- Echinocandines versus fluconazole 

Timing d’introduction des ATF : 
- Prophylaxie ? 
- Introduction préopératoire, pas au-delà du post-opératoire immédiat 

selon les constatations per-opératoires., 
Posologies d’ATF :  

- Fortes doses ? 
- Accès au STP 

Poursuite des ATF 

 

Éducation : 
- Empirique vs infection documentée, 
- Biomarqueurs disponibles : performances diagnostiques, fiabilité 

Durée : 
- Empirique : biomarqueurs, évolution clinique, identification 

bactérienne, terrain / comorbidités, max 5 jours, 
- Documentée : désescalade, durée fonction du contrôle de la source et 

des facteurs d’hôte, 7-14 jours, 
- Présence ou absence de candidémie, 

STP afin d’assurer un traitement efficace sans toxicité  
Éducation / 
Évaluation 

 

Éducation : connaissances globales sur la CIA, facteurs de risques. 
Audit – feedback de toutes les prescriptions d’ATF dans les IIA 
Évolution de la consommation d’ATF 
Évolution des durées de traitement empirique versus documenté 
Évolution des résistances aux ATF 
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7. Enquête « candidoses invasives en réanimation » 
De façon à faire l’état des lieux afin d’évaluer les connaissances actuelles, les moyens 

diagnostiques et thérapeutiques pour la prise en charge des candidoses invasives en 

réanimation, nous avons conduit une enquête au sein des réanimations françaises. L’hypothèse 

de recherche de cette enquête était qu’il existe un contraste important entre la littérature sur les 

infections fongiques invasives (notamment les techniques diagnostiques disponibles 

aujourd’hui) et la réalité du terrain. En effet, le recours aux techniques de diagnostic 

microbiologique de type biologie moléculaire ou antigéniques sont fortement étudiées et 

encouragées dans la littérature. Mais qu’en est-il de l’accès réel en routine, des connaissances 

des cliniciens sur leurs indications / limites / validité ? Une récente enquête italienne montrait 

par exemple que 40% des personnes interrogées n’avaient pas accès à l’entièreté des techniques 

de diagnostiques microbiologiques fongiques (PCR, antigènes).202 

Pour ce travail, le doctorant était l’investigateur principal à l’origine de l’idée. Il a organisé une 

équipe multidisciplinaire composée de réanimateurs, microbiologistes, infectiologues, un 

pharmacologue et une épidémiologiste issus de plusieurs hôpitaux universitaires français. Ce 

travail fait l’objet d’une thèse de docteur en médecine pour un interne de spécialité (Dr Florent 

Lemery). 

L’objectif principal de cette enquête sera d’identifier la présence des éléments importants d’un 

programme de bon usage des ATF dans les réanimations françaises. Les objectifs secondaires 

seront de faire l’état des lieux des moyens diagnostiques pour les infections à Candida, de 

l’accès à un suivi thérapeutique pharmacologique et d’évaluer la prise en charge au travers de 

cas cliniques. 

 

8. Messages clés concernant la prise en charge des candidoses intra-

abdominales 

Il existe un risque important de sous dosage des ATF notamment lors de la chirurgie, 

Il faut probablement augmenter les posologies d’ATF au moins à la phase initiale des CIA, 

Les données concernant le monitorage des ATF en réanimation, que ce soit pour l’efficacité ou 

la sécurité du traitement, sont actuellement insuffisantes, 

Les programmes de bon usage des ATF semblent avoir toute leur place dans la prise en charge 

des CIA. 
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Chapitre 3 : Candida dans le liquide péritonéal : 

inoffensif ou pathogène ? 
 

La présence de Candida dans l’appareil digestif est physiologique. Candida est un 

microorganisme de la flore commensale du tube digestif qui lui confèrerait un statut de 

colonisant. En cas d’ouverture du tube digestif, Candida quitte son environnement naturel 

(lumière intestinale) et peut être isolé dans le liquide péritonéal. Dès lors, la question principale 

est de savoir si Candida devient virulent dans ce nouvel environnement et pourrait être 

responsable de la mortalité élevée observée dans les CIA.4 Lorsque l’on regarde les études 

cliniques ayant  évalué l’impact des traitements antifongiques sur la mortalité chez les patients 

de réanimation, on observe des résultats très variables.3,8,203 Ces résultats inconstants pourraient 

suggérer que la mortalité des patients n’est pas directement liée à la virulence de Candida et 

que la présence de Candida serait un marqueur « indirect » de sévérité.32 De plus, il n’existe 

pas à ce jour de preuve de virulence de Candida lorsqu’il est isolé dans le liquide péritonéal 

chez l’homme. En effet, les principaux mécanismes de virulence de Candida sont décrits au 

cours des candidémies, lorsque Candida doit traverser les barrières naturelles représentées par 

la peau et/ou les muqueuses pour atteindre le sang.22  Enfin, le dernier élément pourrait être 

l’immunité locale et/ou systémique. En effet, on peut également supposer que même si Candida 

changerait pour une forme virulente une fois dans le liquide péritonéal, sa prolifération pourrait 

être contrôlée par l’immunité.  

Ce chapitre a donc pour objectifs de décrire : 

- Les mécanismes connus de virulence chez C. albicans, 

- L’influence du liquide péritonéal sur la virulence de C. albicans (recherche 

fondamentale), 

- L’immunité anti-Candida avec une attention particulière sur l’immunité péritonéale. 

 

1. Le genre Candida 
Le genre Candida inclus entre autres C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. kefyr et C. krusei.  

C. albicans est le type de Candida le plus rencontré dans les candidoses invasives notamment 

les CIA.15–18 C’est un pathogène colonisant de la peau et des muqueuses intestinales, génitales 

et urinaires qui constituent des réservoirs endogènes pouvant être la source d’infections 
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opportunistes. Ses principaux mécanismes de virulence sont la transformation en hyphes, 

l’adhésion cellulaire, la capacité d’échappement du système immunitaire et la formation de 

biofilm.22 C. albicans est le type de Candida le plus sensible aux ATF, avec une sensibilité in 

vitro atteignant les 95%.204  

C. glabrata est la seconde espèce la plus isolée dans les CIA. Ses mécanismes de virulence 

sont différents de C. albicans. Il se distingue notamment par le fait qu’il est incapable de se 

transformer en hyphe.205 De plus, il ne déclenche pas une réaction forte du système 

immunitaire,206 il est moins destructeur que C. albicans et ses mécanismes de virulence sont 

plus dédiés à l’échappement du système immunitaire et la persistance.207 Son biofilm est moins 

dense et plus fin comparé à C. albicans.206  D’un point de vue thérapeutique, il est moins 

sensible que les autres espèces, notamment au fluconazole.208 

C. tropicalis est le troisième type le plus isolé dans les CIA. Il partage de nombreux 

mécanismes de virulence avec C. albicans, comme la transformation en hyphe et le type de 

biofilm. D’un point vue ATF, il est plus résistant aux azolés que C. albicans.209 

 

La sensibilité actuelle des principales espèces de Candida rencontrées au cours des CIA est 

rapportée dans le Tableau 7.210 

 

Tableau 7 : Sensibilité des espèces de Candida aux antifongiques de première ligne. 

 Fluconazole Voriconazole Echinocandines 

 Naturelle 
CIA  

% Souches R 
Naturelle Naturelle 

CIA 

% Souches R 

C. albicans S 2.8% S S 1.4% 

C. glabrata I/R 17.5% S/I/R S 2.5% 

C. tropicalis S/SDD 0% S S 0 

C. parapsilosis S 0% S S/I 0 

C. krusei R NA S S 0 

 

Abréviations : CIA : candidose intra-abdominale ; I : intermédiaire, R : résistant ; SDD : 

sensibilité dose dépendante ; NA : non applicable. Les données de résistances actuelles sont 

issues de Diaz-Garcia et al.211 
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2. Virulence de C. albicans 
Il possède plusieurs mécanismes de virulence centrés sur la dégradation tissulaire et 

l’échappement au système immunitaire.205 

Ses principaux mécanismes d’agression212 sont : 

- Adhésion cellulaire médiée via les adhésines ALS (Agglutinin-Like sequence),213 

- Sécrétion d’enzymes lytiques type protéases (SAP Secreted Aspartyl Protease), 

phospholipases et candidalysine qui dégradent les barrières naturelles afin d’envahir les 

tissus avoisinants,214 

- Transformation en hyphes pour faciliter l’invasion tissulaire. 

Ses principaux mécanismes de défense sont : 

- Transformation en hyphe pour éviter la phagocytose macrophagique,215 

- Production de biofilm.216 

De plus, l’expression de sa virulence est dépendante des interactions avec l’hôte et les autres 

microorganismes. Ces mécanismes seront détaillés plus loin, dans le contexte spécifique de la 

CIA. 

La Figure 6 résume les principaux mécanismes de virulence et les gènes associés. 

 

Figure 6 : Principaux mécanismes de virulence de Candida et gènes associés. 

 
Abréviations : PAMPS : Pathogen Associated Molecular Patterns ; T°C : température 

corporelle. 
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2.1. Invasion de l’hôte 

La muqueuse intestinale est la première ligne de défense contre les infections à Candida. Elle 

est composée de cellules épithéliales interconnectées par des jonctions intercellulaires (les 

« tight junctions ») qui empêchent la pénétration des microorganismes.217,218 De plus, certains 

types de cellules épithéliales produisent un mucus limitant l’invasion de Candida. Il existe 

également d’autres barrières naturelles telles que l’acidité gastrique et la bile, qui créent un 

environnement hostile à la croissance de Candida.205   

Afin de traverser la barrière intestinale, C. albicans passe de levure à hyphe, permettant 

notamment d’exercer d’une pression physique, et sécrète des enzymes hydrolytiques 

permettant d’endommager la muqueuse intestinale.219 Le switch est médié entre autres par la  

protéine ALS3, une protéine permettant la transformation en hyphe qui va permettre de mimer 

la formation des « tight junctions ». Le changement de forme est lié à des réarrangements du 

cytosquelette qui permet l’internalisation de Candida.220 Quant aux enzymes hydrolytiques, les 

principales sont celles du groupe SAP dont la candidalysine. Elles sont codées par le gène ECE-

1.221 

Ainsi, le switch levure – hyphe est un des principaux mécanismes de virulence de C. albicans. 

Il existe de nombreux triggers à cette transformation : la température (élevée), le pH (acide), le 

sérum et le CO2.222 Les voies de signalisation diffèrent selon les triggers. Les changements de 

température par exemple, stimulent des activateurs comme UME 6.223 Il est important de 

préciser que le switch levure – hyphe ne signifie pas que la forme levure est inoffensive. Il a 

été montré que le forme levure favorise la dissémination de l’infection alors que la forme hyphe 

favorise l’invasion tissulaire et les dégâts tissulaires.222,224  

 

2.2. Adhésion et formation de biofilm 

Candida est capable de s’accrocher à différents types cellulaires (cellules épithéliales, 

endothéliales et immunitaires), aux autres microorganismes (bactéries et autres Candida) et sur 

des surfaces abiotiques comme les dispositifs médicaux.225 L’adhésion est médiée par les 

protéines de type adhésines226 qui sont principalement représentées par les protéines de type 

« agglutinin-like sequence » ALS (1 à 7 et 9)213 et celles de type « hypha-associated GPI-linked 

protein » HWP 1 et 2.227 Ces adhésines participent également à la formation du biofilm. 

La formation du biofilm est un processus évoluant par phases228,229 : 

1) Phase d’adhésion : une fois adhérent à la surface d’intérêt, plusieurs Candida 

s’agglutinent formant une structure 3D intégrée dans une matrice en gel, 

2) Phase de prolifération : au sein de cette matrice, les Candida forment des colonies, 
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3) Phase de maturation : la sécrétion de substances polymériques extra-cellulaires permet 

de renforcer la partie externe de la matrice du biofilm, protégeant les Candida en 

dessous, 

4) Phase de dispersion : les biofilms peuvent se détacher. 

Un biofilm mature est dense et composé d’un réseau dense de levures, pseudo-hyphes et hyphes 

là où il existe des espaces vides, aboutissant à la formation des micro canaux.230  Ainsi, le 

biofilm constitue une barrière contre les ATF en lien notamment avec un métabolisme réduit 

(statut dormant), le développement de cellules résistantes, l’activation de système d’efflux et 

la réduction de la diffusion des ATF.231 C’est également une barrière contre le système 

immunitaire notamment contre les polynucléaires neutrophiles en limitant la formation des 

NETs (neutrophil extracellular traps).232 De même, les cellules situées à la partie externe du 

biofilm sont capables de masquer le BDG de leur paroi, limitant ainsi la reconnaissance par le 

système immunitaire.228 

 

2.3. Échappement au système immunitaire 

2.3.1. Reconnaissance de Candida par le système immunitaire 

A la phase initiale de l’infection, les cellules épithéliales de la paroi intestinale reconnaissent 

Candida par le biais des « Pattern Recognition Receptors » (PPRs) présents à leur surface.233  

La réponse immunitaire est déclenchée par l’interaction des PPRs avec les « Pathogen 

Associated Molecular Patterns » (PAMPs) comme le BDG ou la chitine, deux composants de 

la paroi fongique.234  

Une fois alertées, les cellules épithéliales sécrètent des peptides antimicrobiens comme les β-

défensines et LL-37 afin de contrôler l’infection et de relarguer des médiateurs pro 

inflammatoires, de type cytokine et chémokines, favorisant le recrutement de phagocytes 

(neutrophiles, macrophages) et de cellules dendritiques.235,236 Ces cellules immunitaires de la 

réaction innée ont également un rôle important dans la reconnaissance de Candida via le 

récepteur Dectin-1 situé à leur surface.237 Ce récepteur permet l’accrochage phagocytes – 

Candida, la production de médiateurs pro-inflammatoires et l’organisation de la réponse 

immunitaire adaptative.  

Un autre acteur et modulateur d’intérêt de la réponse immunitaire adaptative est le lymphocyte 

T helper TH17 via IL-17. En effet, il a été démontré que la mémoire T spécifique pour C. 

albicans était principalement présente dans les cellules TH17.238 De plus, lorsque cette réponse 

était compromise, comme dans le VIH, les candidoses invasives étaient plus fréquentes.239 
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2.3.2. Mécanismes d’échappement du système immunitaire 

L’un des principaux mécanismes est celui de masquer les PAMPs, notamment le BDG, de la 

paroi fongique afin d’éviter reconnaissance et phagocytose.240 Il existe plusieurs triggers 

favorisant le masquage du BDG comme l’exposition au lactate et l’hypoxie.241 

Candida peut également échapper au système du complément. En effet, il possède une protéine 

membranaire capable de lier le facteur H : la protéine « high affinity glucose transporter 1 » 

(Hgt1p), impliquée dans le métabolisme glucidique. Cette protéine peut se lier au facteur H qui 

régule le complément. En liant le facteur H, l’activité du complément est réduite limitant ainsi 

la phagocytose par les neutrophiles.242 En plus de lier le facteur H, il peut également l’inactiver, 

tout comme ses récepteurs macrophagiques CR3 et CR4, via la protéine SAP2.243 

Lorsqu’il est phagocyté par les macrophages, Candida est capable de survivre au sein du 

phagolysosome qui est un environnement pauvre en glucose, riche en dérivés réactifs de 

l’oxygène et acide. Sa survie est médiée via une alcalinisation du milieu en utilisant d’autres 

sources d’énergie, comme la β-oxydation des acides gras, produisant de l’ammonium qui 

augmente le pH, augmentation qui provoque son switch en hyphe.244,245 Ainsi, le macrophage, 

privé de source d’énergie, meurt.246 

 

2.4. Interactions Candida – microorganismes 

Les interactions entre Candida, bactéries et l’hôte sont principalement de trois types247: 

- Synergie : un microorganisme produit une niche aidant un autre microorganisme à 

coloniser et/ou infecter l’hôte, 

- Prédisposition : l’interaction entre le microorganisme et l’hôte prédispose à la 

colonisation et/ou l’infection par un autre microorganisme, 

- Interférence : l’interaction entre l’hôte et un microorganisme diminue ou empêche la 

colonisation et/ou l’infection par un autre microorganisme (antagonisme), ou au 

contraire la colonisation et/ou l’infection est favorisée par l’interaction (addition). 

L’environnement local participe lui aussi aux interactions entre les microorganismes. Par 

exemple, la quantité de nutriments, d’oxygène et la disponibilité des sites 

d’implantation/d’adhésion peuvent varier selon les niches. Ces interactions peuvent être 

physiques (contact) ou chimiques. 

Ainsi, les interactions Candida – bactéries peuvent être bénéfiques ou délétères pour l’hôte248 : 
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o Une diversité microbienne importante maintient Candida et bactéries sous contrôle. 

Si une exposition antibiotique diminue le nombre de bactéries, cela augmentera la 

croissance de Candida,249  

o Une diversité microbienne faible crée un environnement favorable pour des 

microorganismes opportunistes passant de colonisant inoffensif à pathogène, 

o Au cours des co-infections, Candida et bactéries peuvent promouvoir la virulence 

de l’un et de l’autre. 

La formation des biofilms est un exemple intéressant d’interactions entre différentes espèces 

de Candida ou Candida / bactéries. La combinaison C. albicans et C. glabrata est la plus 

décrite. Un ratio C. albicans / glabrata de (1:3) augmente significativement la masse du biofilm 

comparé à l’une des deux espèces seule ou un ratio de (1:1).250 De même, il a été rapporté une 

activation des gènes HWP 1 et ALS 3 dans les biofilms composés de différentes espèces de 

Candida.251 Concernant les biofilms Candida / bactéries, l’association la plus décrite est celle 

de C. albicans avec Bacteroides fragilis.252  En effet, le biofilm produit par C. albicans produit 

un environnement hypoxique favorable à la croissance de B. fragilis.  

Les interactions ne se limitent pas à la formation de biofilm. Dans les IIA, une mortalité plus 

élevée était rapportée lorsque Staphylococcus aureus et C. albicans étaient inoculés en même 

temps chez la souris comparé aux deux espèces seules, en lien avec une surexpression de 

l’alpha-toxine de S. aureus causée par C. albicans.253,254    

Un autre exemple d’interaction Candida / bactérie est celle avec Enterococcus faecalis. Cette 

interaction est de type antagoniste. En effet, E. faecalis inhibe la formation d’hyphe chez C. 

albicans.255  

Concernant les interactions avec des bactéries à gram négatif, celle de C. albicans avec E. coli 

est la plus étudiée. Tout comme l’association avec S. aureus, la coinfection avec E. coli est 

associée à une mortalité plus élevée comparée à la mono-infection, principalement médiée via 

le LPS.256,257 Un autre exemple d’interaction synergique entre ces deux pathogènes est celui 

des biofilms. Il a été rapporté que l’association des deux pathogènes au sein d’un biofilm 

augmentait la tolérance de E. coli à l’ofloxacine via une production plus importante de BDG 

renforçant la partie extérieure du biofilm.258 

La Figure 7 résume l’ensemble des interactions entre Candida, l’hôte, l’environnement local 

et les co-pathogènes présents (figure issue de Allison et al.259) 
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Figure 7 : Interactions Candida / hôte – environnement local – pathogènes (Issue de Allison et 

al.259). 

 

 
 

 Interactions C. albicans et Bacteroides fragilis 

Au cours de sa thèse, le doctorant a co-encadré un étudiant en master 2 (Paul Chevallier) afin 

d’explorer la relation C. albicans et B. fragilis dans le liquide péritonéal. En effet, les bactéries 

anaérobies sont isolées dans 10 à 20% des péritonites, notamment le genre Bactéroïdes.24,260 

Les interactions entre C. albicans et B. fragilis ont déjà été démontrées in vitro : C. albicans 

favoriserait la croissance de B. fragilis en réduisant l’oxygène de l’environnement (via le 

biofilm), en servant de nutriments (cellules mortes) et en sécrétant des métabolites stimulant sa 

croissance.261 Au cours de ce travail de master 2, nous avons étudié l’interaction entre les deux 

pathogènes dans le liquide péritonéal par une approche phénotypique (croissance) et 

métabolique. 
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o Méthode : 

Nous avons utilisé des souches de référence et cliniques des deux pathogènes. Pour créer 

l’environnement anaérobie, nous avons utilisé des boites anaérobies (Thermo Fisher 

Scientific®, Waltham, MA, États-Unis d’Amérique), des jarres anaérobies (Oxoid™, Thermo 

Fisher Scientific®, Waltham, MA, États-Unis d’Amérique) et des sacs (GenBox Anaer, 

Biomérieux®, Marcy-L’Étoile, France). La croissance in vitro a été comparée entre différents 

milieux : YPD, BHI, gélose sang et liquide péritonéal. Chaque culture était réalisée en triplicat. 

C. albicans monoculture / C. albicans et B. fragilis en coculture / B. fragilis monoculture 

étaient comparées à inoculum de départ standardisé, en condition anaérobie, pendant 72 heures. 

La croissance était mesurée par étalement sur géloses YPD, BHI et sang.  L’activité 

métabolique était évaluée par le calScreener™ (SYMCEL®, Solna, Suède). 

o Principaux résultats : 

Il n’y avait pas de différence entre les souches de référence et les souches cliniques. 

Concernant la croissance, on constatait une croissance significativement plus importante dans 

les milieux de synthèse (BHI) en cas de coculture à 24, 48 et 72 heures (P < 0.05). 

Dans les liquides péritonéaux (n = 3), la croissance était variable selon les liquides, avec une 

tendance à l’augmentation plus importante en cas de coculture.  

D’un point de vue métabolique, de façon intéressante, aucune souche de B. fragilis inoculée 

seule n’a survécu dans le liquide péritonéal, en rapport avec l’impossibilité de maintenir 

l’anaérobiose lors de la manipulation de la calPlate™. En revanche, lors des associations entre 

C. albicans et B. fragilis, l’activité métabolique persistait au-delà de 48 heures, suggérant un 

effet synergique entre les deux pathogènes, probablement en rapport avec la formation d’un 

biofilm. La Figure 8 montre cette activité métabolique persistante de C. albicans et B. fragilis 

au sein d’un liquide péritonéal.  

o Conclusions : 

Du fait d’un délai conséquent nécessaire à l’élaboration des protocoles, la maîtrise de 

l’anaérobiose et des techniques de microbiologie standard, nous n’avons pas été en mesure de 

tester de nombreux échantillons. De plus, il fallait faire des choix pour l’utilisation des liquides 

péritonéaux entre ces expériences et celles décrites plus loin pour la virulence de C. albicans. 

Néanmoins, les différences constatées tant sur la croissance que sur l’activité métabolique, 

semblent confirmer que le milieu péritonéal a des caractéristiques propres qui pourraient 

influencer la survie des pathogènes en son sein. Les résultats observés avec C. albicans et B. 

fragilis vont dans le même sens que ceux observés avec les autres bactéries suggérant fortement 

un effet « milieu ». 
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Figure 8 : Activité métabolique mesurée par la technologie calScreener™ (SYMCEL®, Solna, 

Suède) lors de la coculture C. albicans et B. fragilis dans le liquide péritonéal (adaptée de Novy 

et al.262).  

 
Abréviations : CA : C. albicans ; B Fragilis : Bacteroides Fragilis 

 

2.5. Quelles hypothèses pour la virulence de Candida au cours de candidoses intra-

abdominales ? 

CIA et candidémie partagent des facteurs de risque communs et sont associées à une morbi-

mortalité élevée.31 En revanche, la principale différence concerne le bénéfice du traitement ATF 

qui est clairement démontré pour les candidémies avec des recommandations de haut niveau 

de preuve263 contrairement aux CIA. De même, les mécanismes à l’origine de la virulence de 

Candida lors des candidémies sont connus. Dans le cadre des CIA, la virulence de Candida 

n’est pas démontrée à ce jour dans le liquide péritonéal et la présence de Candida dans le 

liquide péritonéal peut s’apparenter à de la colonisation.23,264 Ainsi, en l’absence de 

candidémie, ce qui est fréquemment le cas dans les CIA, les patients qui nécessiteraient un 

traitement ne sont pas clairement identifiés.265 Le terrain semble avoir un rôle prépondérant, 

notamment sa capacité à « éradiquer » Candida lorsque ce dernier est présent dans le liquide 

péritonéal.33 

Quelles hypothèses ? 

- La mortalité serait liée à la candidémie : la présence d’une candidémie « certifierait » 

l’expression de virulence de Candida (nécessaire à sa translocation à travers la barrière 
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intestinale). La faible prévalence des candidémies dans les CIA ne plaide pas pour cette 

hypothèse. 

- Le terrain expliquerait la mortalité, notamment le statut immunitaire : en effet, on 

pourrait supposer que l’expression de virulence pourrait être contrôlée par le système 

immunitaire, notamment au niveau péritonéal. Cependant, des cas de CIA ont été décrits 

chez le patient immunocompétent suggérant d’autres mécanismes.17 

- Les interactions avec les bactéries : comme décrit précédemment, notamment dans 

les modèles animaux, la co-infection bactérie / Candida est associée à une mortalité 

plus élevée. De plus, de nombreuses associations synergiques ont été rapportées dans 

la littérature. Candida agirait comme un « booster » et/ou un protecteur de la bactérie 

lui permettant d’être plus agressive. Ainsi la mortalité serait le résultat d’une virulence 

bactérienne accrue et Candida n’aurait qu’un rôle indirect.  

Si l’on se réfère à la littérature et l’expérience clinique, il est fort probable que la mortalité des 

CIA est multifactorielle. La mortalité du patient immunodéprimé notamment, même s’il n’est 

pas le seul à être concerné par la CIA, reste la plus élevée.6 Il nous parait donc important d’avoir 

un raisonnement étape par étape : 

1) Y a-t-il une expression de virulence chez Candida lorsqu’il se trouve dans un nouvel 

environnement représenté par le liquide péritonéal ? 

2) Si oui, quels sont les facteurs qui contribuent à l’expression de cette virulence (les 

caractéristiques du milieu comme le pH ou la quantité de nutriments, la présence de 

bactéries…) 

3) Si oui, cette virulence peut-elle être contrôlée par le système immunitaire local et 

systémique ? 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés à l’influence du liquide péritonéal sur 

l’expression de virulence de C. albicans.  
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3. Influence du liquide péritonéal sur la pathogénicité de C. albicans 
La première étape pour comprendre la pathogénicité de Candida dans les CIA était d’observer 

si le liquide péritonéal pouvait influencer l’expression de virulence chez Candida. En effet, à 

la différence des candidémies où Candida doit activer ses mécanismes de virulence pour 

traverser les membranes et rejoindre le compartiment sanguin, dans les CIA, l’ouverture du 

tube digestif conduit à l’effraction de Candida dans la cavité abdominale. Ainsi, on pourrait 

supposer qu’il n’ait pas besoin d’activer de mécanismes de virulence particulier, sauf pour 

survivre dans ce nouvel environnement représenté par le liquide péritonéal. 

Nous avons choisi de travailler avec des souches de C. albicans car (i) c’est la première espèce 

de Candida rencontrée dans les CIA, (ii) ses mécanismes de virulence et son génome sont bien 

décrits dans la littérature266 et (iii) la souche de référence SC5314, facilement disponible en 

recherche, est celle utilisée dans la littérature permettant la comparabilité de nos résultats. 

En préambule de toute expérience, un inoculum contrôlé et standardisé (3.106 UFC/ml) dans 

les mêmes conditions expérimentales était cultivé en triplicat pendant 24 h afin d’avoir la même 

base de départ. Ces conditions étaient favorables à la croissance de C. albicans sans ajouter de 

stress externe. Ensuite il a fallu trouver un liquide biologique contrôle afin de permettre la 

comparabilité avec le liquide péritonéal. Nous avons opté pour le liquide d’ascite recueilli chez 

des patients de réanimation présentant une décompensation œdémato-ascitique d’origine non 

infectieuse. Pour cette recherche expérimentale, le doctorant a encadré un étudiant en Master 

2 (Dr Mathieu Esposito) qui l’a assisté dans cette recherche. 

Nous avons opté pour une approche étape par étape associant différentes méthodes. Compte 

tenu de l’absence de données préalables nous avons commencé par une approche phénotypique 

centrée sur la croissance et la morphologie de C. albicans dans les différents milieux. Cette 

étape comprenait une observation en microscopie optique et un dénombrement en culture pour 

quantifier la croissance. Elle était donc non coûteuse et ne nécessitait pas de matériel 

hyperspécialisé. Cette première étape montrant des signaux positifs en faveur de notre 

hypothèse, nous avons complété par deux autres approches, plus complexes, moléculaire et 

métabolique. Ainsi, nous avons développé un programme de recherche afin d’évaluer la 

virulence de C. albicans par ces différentes méthodes en utilisant la collection biologique de 

l’étude pBDG2. 

 

L’approche phénotypique avait pour objectif d’étudier la croissance et d’observer la 

transformation en hyphes de C. albicans. La Figure 9 montre les différentes morphologies de 



 

 102 

C. albicans selon les milieux, à savoir levure, pseudo-hyphe et hyphe. Nous avons également 

étudié la composition biochimique (concentration en protides, glucose et mesure du pH) et la 

cellularité (par cytométrie en flux) de certains liquides d’ascite et péritonéaux. On observait un 

nombre élevé de leucocytes (Médiane 42,9 G/L, principalement des polynucléaires 

neutrophiles), une concentration élevée en protéine (Médiane 38 g/L), une concentration basse 

de glucose (Médiane 0.3 mmol/L) et un pH de type alcalin (8.5). Ces résultats contrastaient 

avec les liquides d’ascite contenant moins de cellules inflammatoires, une concentration en 

protides moindre et un pH plus bas d’environ 7.5. 
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Figure 9 : Morphologie de C. albicans selon le milieu. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Légende : Morphologie de C. albicans selon le milieu, après 24 heures de culture (issue de 

Novy et al.262). 

 

 

Levure, liquide péritonéal n°1 Pseudohyphe, liquide péritonéal n°2 

Hyphe sans conglomérat, liquide péritonéal n°4 

Hyphe avec conglomérats, liquide péritonéal n°9 

Conglomérat, liquide d’ascite 
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Étant donné que la transformation en hyphe n’est pas le seul mécanisme de virulence et que C. 

albicans peut rester au stade levure et être virulent par d’autres mécanismes,224 nous avons 

poursuivi par une analyse de l’expression de divers gènes de virulence. Parmi ces gènes, UME6 

et SFL2 ont un rôle dans la filamentation et ALS3, HWP1 et ECE1, dans l’adhésion et la 

destruction cellulaire. L’extraction d’ARN utilisait la technique NEB (Monarch Genomic DNA 

purification) précédée d’un pré-traitement par beat beating Fastprep® (MP Biochemicals, 

Santa Ana, Californie, USA). Toutes les analyses étaient réalisées en duplicat et avec des 

contrôles négatifs. Le niveau d’expression des gènes était comparé entre liquide péritonéal et 

ascite, par la méthode du ∆∆CT.267 

Le Tableau 8 présente les différents gènes étudiés et leur rôle dans la virulence de C. albicans.  

 

Tableau 8. Forward et reverse primers utilisés pour la qPCR, selon le gène d’intérêt. 
 

Gènes d’intérêt Séquence 5’ -> 3’ 
Gènes cibles 
Gènes impliqués dans l’adhésion 
ALS3 
 
 
HWP1 
 
 
Gène impliqués dans la  lyse cellulaire 
ECE1 
 
Gène impliqué dans la filamentation 
UME6 

 
 
FW – ATTCTGAATTTACTACTTCCACAGC 
RV – ATGATAGGCGATGAAGCTTC 
 
FW – CTCCAAAATCATCAGCTC 
RV – CACTAGCCAAAACAGAAG 
 
FW – CACTGGTGTTCAACAATCCAT 
RV – AGCATTTTCAATACCGACAG 
 
 
FW – TGGTAATGGCACTAACACCAA 
RV – CCAAATTTAGCACAACCTCCA 

  
SFL2 FW – CAGCATCAGCTTTATCTTCC 

RV – ACGATAGTTGGTTGAATTCA 
  
Gènes de référence 
ACT1 
 

FW – TATGAAAGTTAAGATTATTGCTCCACCAGAAA 
RV – GGAAAGTAGACAATGAAGCCAAGATAGAAC 
 

TEF3  FW – GATCACAATTGGGTCCAAGG 
RV – AGCAGCGGCAATCTTGTTAC 

 
Légende : ACT1: Actin 1; ALS3: agglutinin-like protein 3; ECE1: extent of cell elongation 

protein 1; FW: Forward primer; HWP1: Hyphal wall protein 1; RV: Reverse primer; TEF3: 

translation elongation factor 3. 
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Enfin, nous avons ajouté une analyse métabolique. Fort de l’expérience acquise avec l’étude 

ICCA, nous avons utilisé l’appareil calScreenerTM (SYMCEL®, Solna, Suède) pour mesurer 

l’activité métabolique d’un inoculum standardisé de C. albicans ensemencé dans des puits de 

200 µL contenant différents liquides péritonéaux, avec différentes bactéries, toujours en 

triplicat. L’analyse micro calorimétrique durait 48h, à une température fixe de 37°C. C. 

albicans était cultivé seul puis avec diverses bactéries dans un milieu de Sabouraud, du liquide 

d’ascite et différents liquides péritonéaux. Cela nous permettait d’étudier les différences 

d’activité métabolique entre les liquides et selon le type de bactérie associée. 

 

L’article « Reappraisal of intra-abdominal candidiasis: insights from peritoneal fluid 

analysis » détaille cette recherche fondamentale. 
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Abstract 

Background  The understanding of high mortality associated with intra-abdominal candidiasis (IAC) remains lim‑
ited. While Candida is considered a harmless colonizer in the digestive tract, its role as a true pathogen in IAC is still 
debated. Evidence regarding Candida virulence in the human peritoneal fluid are lacking. We hypothesized that dur‑
ing IAC, Candida albicans develops virulence factors to survive to new environmental conditions. The objective of this 
observational exploratory monocentric study is to investigate the influence of peritoneal fluid (PF) on the expression 
of C. albicans virulence using a multimodal approach.

Materials and methods  A standardized inoculum of a C. albicans (3.106 UFC/mL) reference strain (SC5314) was intro‑
duced in vitro into various PF samples obtained from critically ill patients with intra-abdominal infection. Ascitic 
fluids (AFs) and Sabouraud medium (SBD) were used as control groups. Optical microscopy and conventional culture 
techniques were employed to assess the morphological changes and growth of C. albicans. Reverse transcriptase 
qPCR was utilized to quantify the expression levels of five virulence genes. The metabolic production of C. albicans 
was measured using the calScreener™ technology.

Results  A total of 26 PF samples from patients with secondary peritonitis were included in the study. Critically 
ill patients were mostly male (73%) with a median age of 58 years admitted for urgent surgery (78%). Peritonitis 
was mostly hospital-acquired (81%), including 13 post-operative peritonitis (50%). The infected PF samples pre‑
dominantly exhibited polymicrobial composition. The findings revealed substantial variability in C. albicans growth 
and morphological changes in the PF compared to ascitic fluid. Virulence gene expression and metabolic production 
were dependent on the specific PF sample and the presence of bacterial coinfection.

Conclusions  This study provides evidence of C. albicans virulence expression in the peritoneal fluid. The observed 
variability in virulence expression suggests that it is influenced by the composition of PF and the presence of bacte‑
rial coinfection. These findings contribute to a better understanding of the complex dynamics of intra-abdominal 
candidiasis and advocate for personalized approach for IAC patients.
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Highlights 

•	 This study is the first to demonstrate the expression of Candida albicans virulence in human peritoneal fluid.
•	 The expression of  Candida albicans virulence in peritoneal fluid shows significant variability among critically ill 

patients with intra-abdominal infection.
•	 The composition of peritoneal fluid and bacterial coinfection may influence the expression of Candida albicans 

virulence.
•	 These findings emphasize the imperative to reevaluate the delineation of intra-abdominal candidiasis, with due 

consideration to the virulence expression exhibited by isolated Candida.

Keywords  Secondary peritonitis, Candida, Virulence, Critically ill patient, Pathogenicity

Graphical Abstract

Background
Intra-abdominal infections are the second cause of 
sepsis and septic shock in the critically ill patients 
[1]. These infections encompass a range of types, 
with generalized peritonitis associated with the 
highest mortality rates [2]. In addition to bacterial 
pathogens, Candida species can also be involved in 
intra-abdominal infections. Currently, the diagnosis of 

intra-abdominal candidiasis (IAC) is based on the pres-
ence of Candida in abdominal samples obtained during 
surgery [3, 4]. IAC accounts for a substantial propor-
tion of invasive candidiasis in critically ill patients [5], 
occurring in both hospital- and community-acquired 
in 13–33% and 7–32% of cases, respectively [6]. Can-
dida albicans is the primary causative agent of IAC 
[7, 8]. The mortality rate associated with IAC ranges 
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from 20 to 50% [2, 9]. However, the reasons behind the 
high mortality in IAC remain unclear, especially in the 
absence of candidemia.

While Candida is considered a harmless colonizer in 
the digestive tract, its role as a true pathogen in IAC is 
still debated [10]. Isolating Candida from the peritoneal 
fluid (PF) without candidemia poses challenges in deter-
mining its pathogenicity and its association with mor-
tality [11, 12]. Antifungal treatment studies in IAC have 
yielded inconsistent results regarding patient survival 
[13–17]. Some researchers consider the presence of Can-
dida as a marker of disease severity [18]. Despite this, 
there is a lack of studies investigating Candida virulence 
in human PF.

C. albicans possesses various virulence mechanisms 
that enable tissue invasion, evasion of host defenses, 
and biofilm formation [19, 20]. However, most of these 
mechanisms have been studied in the context of candi-
demia, where Candida must overcome natural barriers 
to reach the bloodstream [21]. The course of infection in 
IAC differs, as the breach in the intestinal wall is caused 
by anastomosis leakage, necrosis, or perforation. Nota-
bly, candidemia is only associated with a minority of IAC 
cases [7], suggesting alternative triggers for C. albicans 
virulence.

In this study, our hypothesis was that in the context of 
secondary peritonitis, C. albicans develops virulence fac-
tors as a means of adapting to the new environmental 
conditions presented by the peritoneal fluid. In addition, 
we explored whether this adaptation was influenced by 
interactions with other microorganisms. Using a step-by-
step and multimodal approach, this experimental study 
aims to evaluate the influence of PF issued from critically 
ill patients with intra-abdominal infections on C. albi-
cans virulence.

Methods
Study design and setting
This study was an observational exploratory monocen-
tric study conducted at the Université de Lorraine, in the 
laboratory “Stress, Immunité et Pathogènes” (SIMPA, UR 
7300), and at the University Hospital of Nancy from Jan-
uary 2021 to December 2022. The study was registered 
with clinicaltrials.gov under the number NCT05264571 
(retrospectively registered 22 February 2022). This study 
was an ancillary study of a non-interventional prospec-
tive cohort study (the pBDG2 study, prospective evalu-
ation of 1.3 β-d-glucan in the PF for the diagnosis of 
intra-abdominal candidiasis in the critically ill patients 
NCT03997929). The pBDG2 study included critically 
ill patients with intra-abdominal infections requiring 
abdominal surgery and allowed the constitution of a bio-
logical collection of peritoneal fluid samples.

Abdominal samples
The samples used in this study consisted of PF obtained 
from critically ill patients with intra-abdominal infec-
tions, and ascitic fluid (AF) obtained from critically ill 
patients with decompensated cirrhosis of non-infectious 
origin. AF has the advantage to be the accessible sterile, 
biological fluid with the closest composition to PF. These 
samples were obtained after routine analysis, and the 
remaining samples were selected for use in this study. All 
selected samples underwent microbiological analysis to 
detect the presence of bacteria and fungi.

To be eligible for selection, PF samples had to meet the 
following criteria: absence of Candida infection, derived 
from the initial abdominal surgery (excluding relaparot-
omy), obtained from the University Hospital of Nancy, 
and having a minimum volume of 5 mL.

Strains and media
The SC5314 reference C. albicans strain was used for 
all experiments, as its growth and genome are well-
described in the literature [22]. For the evaluation of 
metabolic production, clinical strains of various bacteria 
were utilized.

For all experiments (phenotype, molecular, metabolic) 
three different media were employed: two as controls 
(Sabouraud and AF) and the PF. Sabouraud medium 
(SBD) served as a control medium for assessing growth, 
morphology, and metabolic profile. AF was obtained 
as a non-infected clinical sample from humans, and its 
lack of infection was confirmed through microbiological 
analysis (direct examination, conventional culture) and 
cytology (neutrophil count < 250/mm3). PF, on the other 
hand, could exhibit different characteristics and might be 
infected with various bacteria, both positive and negative 
gram. Since AF and PF were collected consecutively, they 
were stored at − 20 °C until each experiment period. All 
analyses were conducted in duplicate or triplicate.

Phenotypic approach
Inoculation of C. albicans in the different media
C. albicans SC5314 strain was inoculated in triplicate into 
one mL of the three different types of media (SBD, AF, 
PF) at an optical density (OD) of 0.3 nm, corresponding 
to approximately 3.106 colonies of C. albicans per milli-
litre (C. albicans/mL) of media. Control wells containing 
only the media without C. albicans were also included 
on the same 24-well plate to confirm the absence of con-
tamination. All OD measurements were performed at 
600  nm with a UV/Visible spectrophotometer P4 from 
VWR® (Radnor, Pennsylvania, United States).
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Observation of C. albicans in each media
The 24-well plate was inoculated and incubated at 37 °C 
with shaking at 300 RPM for 24 h. First, the morphology 
of C. albicans was observed under a light microscope at 
hourly intervals for the initial 8 h, followed by observa-
tions at H16 and H24. The analysis of morphology was 
conducted by ME, in collaboration with the members of 
the SIMPA laboratory. The results were subsequently val-
idated by MM, an expert in mycology, who was blinded 
to the sample types. Any discrepancies were resolved 
through consensus or consultation with a third inde-
pendent researcher. Second, C. albicans growth was 
assessed by inoculating 10 μL from each well onto SBD 
dextrose agar, and the colonies were counted after 24 h of 
incubation at 37 °C. To facilitate counting, 1000-fold dilu-
tions of each inoculated well were prepared beforehand.

Composition of ascitic and peritoneal fluid
Each liquid received biochemical measurements (protein, 
glucose, pH) and cell counts using flow cytometry.

Molecular approach
C. albicans inoculation in the different media followed 
the same protocol as for phenotypic evaluation, with an 
overnight culture of 24 h before gene expression analysis.

Genes of interest
The primers utilized for reverse transcription and quantita-
tive polymerase chain reaction (RTq-PCR) analysis can be 
found in supplementary material (Additional file 1: Table S1). 
The five virulence genes of interest are UME6, ALS3, SFL2, 
HWP1 and ECE1. Basically, UME6 and SFL2 have a role in 
Candida filamentation. ALS3, HWP1, and ECE1, have a role 
in adhesion and epithelial cells damage. Please refer to sup-
plementary material for the precise role of each gene.

RNA extraction
After the 24-h overnight culture, the samples were cen-
trifuged to retain only the cell pellet. The cell pellet was 
then washed twice with 10  mL of phosphate-buffered 
saline (PBS). Subsequently, the PBS was removed, leaving 
behind only the cell pellet.

RNA extraction was performed using the FASTPREP® 
lysis technology (MP Biomedicals, Santa Ana, Califor-
nia, United States), following the manufacturer’s pro-
gram specifically designed for Candida cells. To assess 
the quality and measure the RNA concentration, each 
sample was analyzed using a Nanodrop 2000 system 
(Thermo Scientific, Waltham, MA, United States). Total 
RNA extraction was carried out using the Monarch 
Genomic RNA Purification Kit (New England Biolabs® 
Inc., Ipswich, MA, United States) in accordance with the 
manufacturer’s instructions.

Reverse transcription
Reverse transcription was performed using the Quanti-
Tect Reverse Transcription kit from Qiagen® (Ger-
mantown, Maryland, United States) following the 
manufacturer’s instructions. The samples were prepared 
in two steps: genomic DNA removal and reverse tran-
scription. The reverse transcription process was carried 
out using a thermocycler, following the specified proto-
col. The steps involved were as follows: annealing at 25 °C 
for 3 min, reverse transcription at 45 °C for 10 min, and 
inactivation at 85 °C for 5 min.

Amplification by PCR
The qPCR was performed in MicroAmp Optical 96-Well 
Reaction Plates (Applied Biosystems) using the CFX96 
Real-Time PCR System (Bio-Rad, Marnes-la Coquette, 
France). Please refer to supplementary material S1 for 
the details regarding the primers and cycling protocol. 
Relative transcript levels and the fold change of SFL2, 
UME6, ALS3, HWP1 and ECE1 were determined follow-
ing the ΔΔCT method [23]. All analyses were performed 
in duplicate with negative control samples. The level 
of expression was compared among the PF against AF 
level expression, to ensure the comparability in a clinical 
sample.

Metabolic approach using the calscreener™ technology
The calscreener™ technology
The metabolic evaluation was conducted using the calS-
creener™ technology (Symcel AB, Solna, Sweden) (Fig. 1) 
[24]. This technology utilizes isothermal calorimetry to 
measure the heat flow generated by living cells in real 
time. It can be applied to various microorganisms and 
media types. The calScreener™ device provides continu-
ous real-time data over an extended duration. Different 
parameters can be evaluated directly from the curve, such 
as time to activity, time to peak or decay time. Analysis 
of the heat production is carried out using the dedicated 
software, calView® (Symcel AB, Solna, Sweden). Each 
specific pathogen generates a distinct growth pattern in 
the kinetic data, enabling identification of the pathogen 
type [25]. This technology utilizes 48-well microtiter cell 
culture plates, accommodating 32 biological samples and 
16 thermodynamic internal reference positions.

Metabolic analysis
For the inoculation of C. albicans in the different 
media, the same protocol was followed as for the phe-
notypic and molecular evaluation. The overnight cul-
ture of C. albicans for 24 h was used before transferring 
the samples into the calScreener™. It should be noted 
that all AF and PF samples used were confirmed to be 
free of pathogens to serve as controls for the added 
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inoculum. Each culture was then appropriately diluted, 
either 1/100 or 1/1000, in each medium as per the rec-
ommendations provided by Symcel. Subsequently, 
200 µL of each medium, in duplicate, were transferred 
to the calScreener™ sample handling system. Real-time 
measurement of the heat produced from each calWells 
was carried out at 37 ± 0.001 °C in the calScreener™ up 
to 48  h. The presence of an active pathogen is associ-
ated with a metabolic activity > 5 microW, according to 
the manufacturer. The remaining samples in the micro-
titre plate were incubated at 37 °C for 24 h to ensure the 
presence of expected pathogens.

Statistical analysis
Due to the exploratory and observational nature of this 
study, a predetermined calculation of the required sam-
ple size was not performed. The sample size was based 
on the availability of PF samples during the study period. 
Descriptive statistics were computed using Graph-
Pad Prism version 9 (Boston, Massachusetts, United 
States). The statistics included counts, means, standard 

deviation, medians, quartiles, and interquartile ranges 
(IQR), as deemed appropriate for the analysis.

To compare the heat production between samples dur-
ing the metabolic evaluation, ordinary one-way ANOVA 
and Mann–Whitney test were employed. This statistical 
analysis was used to assess any significant differences in 
heat production among the samples. A p value < 0.05 was 
considered significant.

Results
During the designated study period, a total of 129 
critically ill patients who underwent intra-abdominal 
surgery were enrolled as participants. Among these 
patients, 26 PF samples met the eligibility criteria for 
inclusion in the study. Details regarding patient char-
acteristics are provided in Table  1. PF characteristics’ 
(macroscopic aspect and bacterial culture) are pro-
vided in Table 2 and Additional file 1: Table S2. Overall, 
patients with intra-abdominal infections were mostly 
male [n = 19 (73%)] with a median age of 58  years 
admitted for urgent surgery [n = 20 (78%)]. All the PF 
samples were associated with cases of secondary peri-
tonitis, including 13 post-operative peritonitis (50%). 

Fig. 1  Peritoneal fluid selection and type of analysis. Metabolic approach has been performed with the calscreener™, picture of the equipment 
was reproduced with permission from Symcel AB (Solna, Sweden). PF: peritoneal fluid; RTqPCR: reverse transcription quantitative polymerase chain 
reaction
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The infected PF samples predominantly exhibited pol-
ymicrobial composition. The majority of patients from 
whom AF samples were collected were post-operative 
decompensated cirrhosis [n = 6 (60%)].

Different PF samples were utilized for the three dis-
tinct approaches due to the step-by-step nature of the 
study, limited volume of collected samples per patient, 
and availability of the calScreener™.

Table 1  Characteristics of critically ill patients sampled for peritoneal and ascitic fluids

Data are presented as Median [interquartile range] or number (percentage) or mean ± SD

NA: not applicable. AKI: Acute Kidney Injury; IAI: Intra-abdominal infection; ICU: Intensive Care Unit; SAPS: Simplified Acute Physiology Score; SOFA: Sequential organ 
failure assessment

Peritoneal fluid Ascites

Variable N = 26 N = 10

Demographic data

Sex (Male) 19 (73) 7 (70)

Age (years) 58 [52–77] 59 [46–66]

Body mass index (kg/m2) 26 [23–32] 28 [25–33] 

Mac Cabe 1/2/3 10 (38)–14 (54)–2 (8) 1 (10)–7 (70)–2 (20)

Knauss A/B/C 3 (11)–14 (54)–9(35) 0–5 (50)–5 (50)

Comorbidities

Cardio-vascular disease 5 (19) 1 (10)

Chronic obstructive pulmonary disease 3 (11) 1 (10)

Diabetes 9 (35) 5 (50)

Chronic kidney disease 5 (19) 3 (30)

Immunosuppression condition
  Organ or bone-marrow transplantation
  Solid tumour (active)
  Haematological malignancy
  Systemic inflammatory disease

12 (46)
2 (16)
7 (58)
1 (8)
2 (16)

4 (40)
4 (100)

Cirrhosis A/B/C 0 3 (30)–3 (30)–4 (40)

Intra-abdominal infection

Secondary peritonitis 26 (100) NA

Hospital-acquired
  Post-operative peritonitis
  Community-acquired

21 (81)
13 (50)
5 (19)

NA

Anatomical source NA

  Stomach
  Biliary tract
  Pancreas
  Small bowel
  Colon

4 (15)
2 (8)
2 (8)
6 (23)
12 (46)

NA

ICU data

Type of ICU admission

  Medical
  Scheduled surgery
  Urgent surgery

3 (11)
3 (11)
20 (78)

4 (40)
6 (60)
0

Admission SAPS II score 46 [31–57] 49 [47–56]

IAI SOFA score 6 [4–] NA

Septic shock (Sepsis-3 definition) 14 (54) 2 (20)

Norepinephrine infusion
  Norepinephrine duration (days)

25 (96)
2 [1–3]

5 (50)
4 [4–9]

Invasive mechanical ventilation (> 48 h)
  Duration of invasive mechanical ventilation (days)

8 (31)
3.4 ± 6.3

4 (40)
9.8 ± 5.6

Renal failure (according to KDIGO—AKI definition)
Renal replacement therapy

17 (65)
4 (15)

7 (70)
2 (20)

ICU length of stay (days) 7 [5–12] 10 [5–19] 

ICU mortality 5 (19) 3 (30)
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Figure 1 provides a visual representation of the sample 
selection and allocation process for the three different 
analyses conducted in the study.

Phenotypic approach
Figure  2A illustrates the morphology of C. albicans in 
the different media used in the study. The SBD medium 
served as the control for each plate layout. No contami-
nation was observed. The microscopic examination of C. 
albicans after growth in SBD (n = 10) revealed a consist-
ent presence of unicellular ovoid yeast forms without any 
hyphae. This morphology remained unchanged through-
out the various manipulations.

After inoculating C. albicans from the SBD wells onto 
SBD dextrose agar, the colony count results demon-
strated a consistent increase in the number of C. albicans 
colonies from H0 to H24, as shown in Fig. 2B. At H0, the 
median number of colonies of C. albicans per mL at H0 
was 3,010,000 (n = 10, IQR = 2.5), which then increased 
to 32,150,000 (n = 10, IQR = 173.2) at H24. This indicates 
a 10.7-fold median increase in the number of C. albicans 
colonies from H0 to H24 (IQR = 0.44).

In AF, no contamination was observed. The micro-
scopic examination of C. albicans after growth in AF 
revealed a transition from oval yeast forms to filamentous 

hyphae forms. The hyphae tended to form conglomer-
ates. After inoculating C. albicans from AF wells onto 
SBD dextrose agar, the colony count results showed a 
consistent increase in the number of C. albicans colonies 
from H0 to H24, as depicted in Fig. 2B. The median num-
ber of C. albicans colonies per mL at H0 was 2,770,000 
(n = 5, IQR = 25.0), which then increased to 7,500,000 
(n = 10, IQR = 94.0) at H24. This represents a 2.37-fold 
median increase in the number of C. albicans colonies 
from H0 to H24 (IQR = 0.28).

In PF, no contamination was observed. Table 2 provides 
an overview of the phenotypes of C. albicans observed 
in PF samples 1 to 10. The microscopic examination of 
C. albicans after growth in PF exhibited variability, with 
observations of yeasts alone, hyphae, and both with and 
without conglomerates (Fig.  2A). After inoculating C. 
albicans from PF wells onto SBD dextrose agar, the col-
ony count results demonstrated variable changes in the 
number of C. albicans colonies from H0 to H24 (Fig. 2B). 
For instance, the number of C. albicans colonies per mL 
could be up to 21 times higher at H24 compared to H0 
in PF2, while in PF7, the number decreased between H0 
and H24. The median number of C. albicans colonies 
per mL at H0 was 2,557,000 (n = 10, IQR = 155), and at 
H24, it was 2,325,000 (n = 10, IQR = 309.87). In summary, 

Fig. 2  Phenotypic approach: morphology and growth of C. albicans according to the media. A morphology of C. albicans depending on the media, 
after 24 h. B Growth of C. albicans depending on the media, after 24 h (Box plot showing median, interquartile range and min–max value). More 
images are available in the supplementary materials (Additional file 1: Figure S1)
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there was a 1.48-fold median increase (n = 10, IQR = 3.11) 
in the number of C. albicans colonies per mL from H0.

Composition of fluid used for the phenotypic approach
In case of PF (n = 10/10), we noted a median/IQR count 
of leucocytes of 42.9 [13.2–72.8] G/L mostly consisting 
of neutrophils (median 39.0 [13.0–72.9] G/L), a median 
protein of 38.0 [29.7–44.7] g/l, a median glucose of 0.30 
[0.22–0.47] mmol/L, and a median pH of 8.50 [8.25–
8.67]. As for AF (n = 5/10), the median count of leuco-
cytes was 0.12 [0.08–0.16] G/L, the median protein was 
12.0 [12.0–17.0] g/l, the median glucose was 6.50 [5.9–
7.9] mmol/L, and the median pH was 7.50 [7.50–7.70]. 
For a comprehensive breakdown of these measurements, 
refer to the Additional file 1: Table S3.

Molecular approach
The expression of C. albicans genes was analysed and 
log-transformed in 13 different PFs. Figure  3 depicts 
the heatmap of ECE1 HWP1, UME6, ALS3, and SFL2 
expression in the different PFs compared to those in AF. 
The heat map showed the highly variable expression of 
these five genes, reflecting the different impacts of each 
PF on C. albicans gene expression.

Metabolic approach
In Fig.  4A, the total heat production was compared 
between different media when the same amount of C. 

albicans was inoculated alone. It was observed that SBD 
medium produced the highest amount of heat, with a 
mean of 18.03  J, which was statistically significant com-
pared to other media (p < 0.0001). The heat production in 
AF was lower than in PF, and there was a statistically sig-
nificant difference between AF and PF25 as well as PF26 
(p < 0.001). Among the three different PFs evaluated, 
there was also a statistically significant difference in heat 
production: PF24 had a mean of 3.83 J, PF25 had a mean 
of 6.62  J, and PF26 had a mean of 15.37  J (p = 0.0261, 
p < 0.0001, p < 0.0001).

In Fig.  4B–D, the heat production was analysed for 
samples combining C. albicans and bacteria. Apart from 
one combination (PF25, C. albicans with E. cloacae), the 
differences in metabolic production between C. albicans 
alone and in conjunction with bacteria were statistically 
significant across all other combinations. These asso-
ciations yielded both increased metabolic rates (nota-
bly with E. coli, S. aureus, and B. fragilis) and decreased 
metabolic rates (particularly with P. aeruginosa and E. 
cloacae).

In terms of comparing pathogen associations within 
the same PF (Additional file 1: Figure S2), the combina-
tion of C. albicans with S. aureus generated a higher heat 
production than the combination of C. albicans with E. 
coli (p < 0.01) in PF24. Similarly, in PF25, the combina-
tion of C. albicans with E. cloacae resulted in higher heat 
production than the combination of C. albicans with P. 
aeruginosa (p < 0.05).

The difference between samples heat production, time 
to activity, time to peak, time to decay, metabolic activ-
ity between samples and pathogen combination are 
described in supplementary materials (Additional file  1: 
Table S4, Figure S3). No contamination and survival of all 
involved yeast and bacterial strains were confirmed after 
inoculation of the remaining sample on culture plates.

Discussion
This study represents the first reported investigation into 
the expression of C. albicans virulence in human perito-
neal fluid using three distinct approaches that consist-
ently yielded similar results. The findings of this study 
could challenge the notion that C. albicans should be 
solely regarded as a harmless colonizer in PF and high-
light its potential pathogenic role. Moreover, the study 
demonstrates that the expression of C. albicans virulence 
factors in PF seems to be highly variable and influenced 
by the specific characteristics of the fluid as well as the 
presence of bacteria.

The phenotype approach confirmed the presence of 
hyphae forms of C. albicans in the PF. The ability of C. 
albicans to transition from yeast to hyphal forms is con-
sidered a crucial virulence attribute [20]. This transition 

Fig. 3  Heat map of virulence expression gene in PF 11 to 23. Legend: 
heat map showing log-transformed quantitative genes expression 
of C. albicans grown in different peritoneal fluids. Gene expression 
of C. albicans in peritoneal fluids is compared with ascitic fluid. 
Relative gene expression was measured by RTqPCR using the ΔΔCT 
method. PF: peritoneal fluid
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Fig. 4  Heat production of C. albicans alone and combined with different bacteria, according to the media. Heat production is expressed as mean 
and standard deviation. A Total heat production after 48 h of C. albicans depending on the type of media (Sabouraud, ascitic fluid, peritoneal 
fluid number 24–26). B–D Total heat production after 48 h of C. albicans with different bacteria (B Escherichia coli, Staphylococcus aureus in PF24; C 
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae in PF25; D Bacteroides fragilis, in PF26). PF: peritoneal fluid
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confers C. albicans with the potential to penetrate epi-
thelial and intestinal barriers and evade the immune 
system [19] which are well-established mechanisms 
in candidemia [26]. However, in the present study, the 
presence of hyphal forms was observed in the PF with-
out the requirement of barrier crossing. The switch to 
hyphal forms is known to be triggered by various fac-
tors, including interactions with bacteria, immune cells, 
and environmental conditions, such as temperature and 
pH [27–29]. The variability in the composition of PF may 
explain the observed variation in C. albicans forms.

In this context, it remains challenging to pinpoint spe-
cific parameters within the PF that are accountable for 
the observed variability. The composition of the PF in 
secondary peritonitis predominantly featured a signifi-
cant presence of immune cells, primarily neutrophils, 
alongside relatively elevated protein levels and dimin-
ished glucose concentrations. Despite our efforts, we 
were unable to detect a discernible pattern in the PF 
composition that correlated with a higher occurrence of 
virulence expression. This could be attributed to the limi-
tations imposed by the sample size. Consequently, the 
need for further investigations becomes apparent, neces-
sitating a larger sample pool and a more comprehensive 
analysis that encompasses factors, such as the specific 
types of proteins (such as immunoglobulins), sources of 
carbon (for instance, lactate), and the immune compo-
nents (comprising cell types and cytokines) at play. In 
addition, some PF samples exhibited a mixture of hyphal 
and yeast forms, a phenomenon previously reported. The 
yeast form is believed to facilitate dissemination, while 
the hyphal form is associated with tissue damage [30].

The evaluation of different genes involved in the 
mechanisms of virulence in C. albicans revealed that the 
hyphal switch is not the sole mechanism contributing to 
its virulence [31]. For instance, HWP1, an adhesin gene, 
is essential for mucosal epithelial cell adhesion and bio-
film formation [32]. ECE1 is essential for the synthesis of 
candidalysin, a cytolytic peptide toxin that directly dam-
ages host epithelial membranes [33]. Molecular analyses 
confirmed the observations made during the phenotypic 
experiments, indicating that the expression of these five 
C. albicans virulence genes was highly variable depend-
ing on the composition of the PF. The PF components 
appear to influence both the phenotype of C. albicans 
and the expression of its virulence genes.

The metabolic analyses conducted in the study revealed 
significant variability in heat production depending on 
the composition of the PF and the presence of bacteria. 
Heat production is known to be associated with micro-
bial growth and activities, and it is considered to be more 
accurate and sensitive compared to standard culture 

methods [34, 35]. Interactions between Candida and 
bacteria have been previously demonstrated [36]. In ani-
mal model, the intra-peritoneal co-injection of C. albi-
cans and Staphylococcus aureus led to higher mortality 
in mice compared to single infections [37]. Co-infection 
with E. coli and C. albicans resulted in higher mortality in 
mice compared to mono-infection [38]. Regarding heat 
production, the presence of bacteria yielded diverse out-
comes in terms of metabolic rates. Combinations with E. 
coli, S. aureus, and B. fragilis led to heightened metabolic 
rates, while pairings with P. aeruginosa and E. cloacae 
resulted in reduced metabolic rates. Analysing the area 
under the curve of metabolic production (refer to Addi-
tional file 1: Figure S3), only the association with B. fra-
gilis demonstrated a sustained signal at 24  h, indicating 
a potential synergistic activity that might be attributed 
to biofilm formation. Previous experimental studies have 
demonstrated that C. albicans contributes to the sur-
vival of B. fragilis through biofilm formation, creating an 
anaerobic microenvironment that promotes the growth 
and persistence of B. fragilis [39].

The findings of this study are consistent with two recent 
animal studies conducted in mice, which also explored 
the influence of PF on the virulence of C. albicans [40, 
41]. Lima et al. reported that the presence of fecal mate-
rial in the peritoneal cavity reduced the invasiveness of C. 
albicans [40]. Cheng et al. demonstrated that the PF com-
position, including local pH and molecular signatures, 
influenced the expression of virulence genes, indicating a 
role in modulating C. albicans virulence during abscess 
formation [41].

Major strength of this study is its unique approach 
in assessing the pathogenicity of C. albicans using PF 
obtained from human intra-abdominal infections, which 
provides more relevant insights compared to animal 
models, which have certain limitations. For instance, 
these models often involve immunosuppressed mice, 
which may not fully represent the immune status of 
human patients with intra-abdominal infections. In addi-
tion, the administration of C. albicans through intra-per-
itoneal injection in animal models does not replicate the 
complete spectrum of pathogenesis observed in human 
cases, including the interactions between the gut micro-
biota and the host before the breach of the intestinal bar-
rier. Finally, the immune, inflammatory, and metabolic 
responses to infection in mice differ significantly from 
the human phenotype of sepsis [42].

Limitations
We acknowledge limitations in our study. First, the sam-
ple size was relatively small, and we were unable to per-
form combined analyses using the triple approach on 
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the same sample. This limitation arose due to the step-
wise approach of the study, limited sample volume, and 
restricted access to the calScreener™ equipment. Second, 
the extraction of RNA from human PF was particularly 
challenging and had not been previously attempted. 
Overcoming these technical difficulties was a notable 
achievement of our study. Finally, the use of the calS-
creener™ for PF and Candida species was a novel appli-
cation. Indeed, previous studies have been conducted 
using the calScreener™ equipment with bacteria [25], 
but its application to PF or Candida species has not been 
explored before. We had to dedicate some PF samples 
to test its feasibility and reliability, as well as to config-
ure the inoculum accurately for ensuring comparability 
between samples.

This study was observational, and it revealed a high 
variability in the expression of C. albicans virulence and 
metabolic profiles. Additional investigations are neces-
sary to uncover the precise factors contributing to the 
variation in C. albicans virulence expression. While bac-
teria were introduced as a modifiable element, it remains 
challenging to pinpoint the exact constituents of the 
peritoneal fluid responsible for driving this virulence 
expression.

It is important to note that this study focused specifi-
cally on C. albicans, and the results may not be applicable 
to other Candida species with different virulence mech-
anisms, such as C. glabrata. In addition, the study only 
examined samples from secondary peritonitis, limiting 
conclusions regarding primary and tertiary peritonitis. 
Spontaneous fungal peritonitis is a primary peritoni-
tis which shares commonalities with IAC. Of note, the 
treatment necessity, especially in cirrhotic patients with 
acute-on-chronic liver failure is debated [43, 44]. Spon-
taneous fungal peritonitis necessitates a translocation of 
Candida across the gastrointestinal tract mucosa into the 
peritoneal cavity, a process exacerbated by factors, such 
as immunosuppression or malnutrition. The evaluation 
of virulence expression of Candida during spontane-
ous fungal peritonitis may help to address the question 
regarding treatment.

Certainly, the next step would involve assessing the vir-
ulence of clinical strains of Candida obtained from criti-
cally ill patients with IAC and correlating the expression 
of virulence factors with clinical outcomes. However, 
before conducting these analyses, further optimization 
is necessary for the molecular and metabolic evaluations. 
RNA extraction from PF proved to be challenging, as did 
ensuring an adequate quantity of inoculum for metabolic 
assessment. One advantage of this experimental study 
was the ability to control both the inoculum and the 
experimental conditions.

Conclusion
This study provides the first evidence of C. albicans vir-
ulence in human peritoneal fluid. The expression of C. 
albicans virulence was found to be highly variable in PF 
samples from critically ill patients with intra-abdominal 
infection. These findings could challenge the current 
understanding of IAC, which primarily relies on clinical 
signs of infection and positive Candida cultures. Fur-
ther research is needed to identify the specific compo-
nents of PF that promote C. albicans virulence. The next 
important step is to determine the factors that trigger 
the transition of Candida from a harmless colonizer to 
a life-threatening pathogen, allowing for targeted treat-
ment in critically ill patients with invasive candidiasis. 
In addition, there is a need for studies investigating the 
immune response in the context of IAC involving the 
human population. Indeed, the ability of the immune 
system to clear the peritoneum from pathogen including 
Candida is of high interest to understand clinical out-
comes, such as mortality. Besides, Candida can escape 
the immune system among other with hyphae transfor-
mation and biofilm formation. Thus, to better understand 
changes in Candida virulence, all components (media, 
bacteria, immunity) must be evaluated. These studies will 
contribute to the development of personalized medicine 
approaches for managing invasive candidiasis in critically 
ill patients.
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3.1. Synthèse de l’étude expérimentale 

Cette recherche expérimentale est la première à décrire la virulence de C. albicans dans le 

liquide péritonéal humain en utilisant une approche tri-modale. Les trois approches ont montré 

une virulence variable chez C. albicans selon les liquides péritonéaux.  

La formation d’hyphes et l’expression de gène d’adhésion et de filamentation sont des facteurs 

de virulence reconnus de C. albicans.212 Précédemment, l’influence du liquide péritonéal avait 

été démontrée dans deux modèles murins. Lima et al. ont rapporté que l’aspect fécal du liquide 

réduisait les capacités d’invasion de C. albicans.268 Cheng et al. démontraient que la 

composition du liquide (notamment son pH) influençait l’expression de virulence et jouait un 

rôle dans la formation d’abcès.269  

Désormais il convient d’identifier quels sont les facteurs à l’origine de l’expression de 

virulence de Candida. Le milieu joue probablement un rôle puisque le pH et la température ont 

été associés au switch de la forme levure à hyphe.225 Dans notre étude, nous avons constaté une 

variation plus élevée de formes dans le liquide péritonéal où le pH était alcalin en comparaison 

avec le liquide d’ascite qui avait un pH plus proche de celui du plasma. Les cellules 

immunitaires ont probablement aussi un rôle important. Comme nous l’avons rapporté 

précédemment, le switch levure vers hyphe est un moyen d’échappement au système 

immunitaire.225,239 Enfin, les bactéries et les réactions bactéries-Candida influencent 

probablement sa virulence. Nous avons pu en effet constater différentes productions de chaleur 

selon l’association bactérie-Candida au sein d’un même liquide péritonéal. 

Cette étude expérimentale rapporte donc les premières preuves d’une virulence variable de C. 

albicans selon la composition bactérienne, cellulaire et biochimique du liquide péritonéal.  Sa 

principale limite reste le nombre d’échantillons analysés et l’absence d’analyse de l’ensemble 

des échantillons avec les trois approches. En effet, un certain nombre d’échantillons ont servi 

à la configuration des différentes méthodes notamment l’extraction d’ARN qui était 

particulièrement difficile. Comme il n’existait aucune donnée avec le calScreenerTM pour 

Candida à la période de l’étude, il a fallu utiliser certaines souches et liquides pour identifier 

le profil de courbe et la taille de l’inoculum permettant les analyses.  

Il faut désormais confirmer ces observations en analysant la virulence de C. albicans mais aussi 

des autres espèces de Candida sur des isolats issus de patients avec une candidose intra-

abdominale. Ensuite, il conviendra de corréler ces observations avec le statut immunitaire du 

patient et son devenir (statut vital). 
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Enfin, bien que prometteuse, cette approche ne nous permettait pas d’étudier l’activation de 

mécanismes de virulence en préouverture du tube digestif où il peut exister différents stress sur 

Candida comme les interactions avec les bactéries. 
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4. Immunité péritonéale 
L’immunité joue probablement un rôle important dans le contrôle de l’infection à Candida. 

Comme pour d’autres infections, la réponse immunitaire peut être classée en localisée ou 

régionale et systémique ou globale. Peu de données existent quant à l’immunité péritonéale 

lors des péritonites. 

Pour rappel, la péritonite est une inflammation du péritoine qui peut être localisée ou 

généralisée. Trois phases se succèdent270 : 

o Phase 1 : l’ensemble des contaminants sont retirés de la cavité péritonéale. Les liquides 

sont absorbés au niveau du péritoine diaphragmatique par le système lymphatique. 

C’est à cette phase que peut survenir une bactériémie et/ou une candidémie. 

o Phase 2 : l’immunité innée et adaptative sont stimulées afin de recruter les phagocytes 

dans la cavité péritonéale. Afin d’éviter des dégâts collatéraux en rapport avec une 

inflammation excessive, une réponse anti-inflammatoire est déclenchée médiée entre 

autres par IL-10.271 

o Phase 3 : afin de contenir l’infection, de la fibrine est produite, pouvant conduire à la 

formation d’abcès. Cette fibrino-formation est principalement médiée par l’inhibiteur 

de l’activateur du plasminogène 1 (PAI-1) qui est stimulé par la production de TNF-α. 

La production de PAI-1 par les cellules péritonéales mésothéliales empêche la 

dégradation de la fibrine par le contrôle de l’activation de la fibrinolyse.271 

 

4.1. Composants de l’immunité péritonéale 

 La reconnaissance de Candida : 

Elle passe par la détection des PAMPs au niveau des levures et hyphes par les récepteurs 

PRRs.272 Les PRRs sont exprimés sur les phagocytes myéloïdes et sont principalement 

représentés par les Toll-like receptors (TLR) et les léctines de type C (CLR).273 L’activation de 

l’inflammation passe également par des inflammasomes de type NLRP3 et 10 qui favorisent la 

production de cytokines pro-inflammatoires de type IL-1β, IFN gamma et IL-17.274,275 Les 

autres cytokines et chémokines pro-inflammatoires impliquées sont IL-6, la protéine 

inflammatoire des macrophages 1α (MIP-1α) et le TNF.276 Ces dernières favorisent le 

recrutement et la faculté de lyse cellulaire de phagocytes vers la cavité péritonéale.272 

 Le rôle des polynucléaires neutrophiles 

Les neutrophiles ont un rôle majeur dans l’immunité antifongique, en particulier à la phase 

aiguë de l’infection.277,278 La neutropénie est un facteur de risque reconnu d’infection invasive 
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à Candida. Les neutrophiles sont recrutés via le récepteur CXC-chemokine 2 (CXR2) à la phase 

aiguë puis le récepteur CC-chemokine 1 (CCR1) à la phase tardive. Leur activité fongicide 

dépend de mécanismes oxydatifs et non oxydatifs. Le mécanisme oxydatif est médié par le 

complexe NADPH et l’activation de la calcineurine dectine 1.279 Les mécanismes non oxydatifs 

sont médiés par les Neutrophils traps (NETs), qui contiennent une élastase antifongique, et la 

dégranulation neutrophilique.280 

 Rôle des phagocytes mononucléés 

Monocytes, macrophages et cellules dendritiques ont également un rôle fondamental dans 

l’immunité anti-Candida.281,282 Ces cellules favorisent le recrutement des neutrophiles et leur 

activation. Elles ont également des capacités de lyse de Candida médiée par la production de 

peroxynitrites.273 De plus, au décours d’une infection à Candida, elles permettent une 

protection « longue durée » via un reprogrammation monocytaire à l’origine d’une immunité 

mémoire indépendante des lymphocytes.283  Enfin, les macrophages ont également un rôle dans 

le contrôle de l’inflammation par le biais de cytokines anti-inflammatoires et par la dégradation 

des molécules d’alarme.284  

 

4.2. La réponse immunitaire locale et générale 

 Apport des modèles animaux : 

Un premier modèle murin de péritonite s’est intéressé aux péritonites post-opératoire afin 

d’étudier l’influence de l’immunosuppression post-opératoire sur la mortalité des IIA.285 Les 

auteurs rapportaient une augmentation de la mortalité chez les souris sujettes à une 

immunosuppression secondaire à une première chirurgie. Pour induire l’immunosuppression 

post-opératoire, une laparotomie médiane était réalisée et l’intestin grêle était sujet à trois 

séquences « d’écrasement » intestinal entre deux compresses afin d’imiter les manipulations 

digestives (méthode dite « Surgically induced immune dysfunction »286). Pour provoquer la 

PPO, les auteurs utilisaient la méthode reconnue du « colon ascendens stent peritonitis ».287 

Après laparotomie médiane, une canule de 18G était insérée dans le colon ascendant de façon 

à extraire le contenu intestinal dans la cavité péritonéale qui était ensuite enrichie de sérum 

salé.  Il existait une réaction inflammatoire différente en cas de PPO et une fréquence plus 

élevée de bactériémie. La production d’IL-10 notamment était plus faible en cas de PPO. De 

plus, au niveau intestinal, il existait une infiltration de cellules pro-inflammatoires pouvant 

favoriser la translocation bactérienne. Au niveau péritonéal, les macrophages et les 

lymphocytes B CD19+ étaient eux moins présents en cas de PPO.  
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Une autre étude animale utilisant le même modèle pour induire la péritonite avait évalué le rôle 

du nerf vague dans le contrôle de l’inflammation péritonéale. Dans cette étude on observait une 

mortalité plus élevée et une concentration plasmatique plus élevée de cytokines telles que TNF, 

IL-6, IL-10 et MCP-1 chez les souris ayant subi une vagotomie pré péritonite.288 Il est important 

de souligner que ces deux études animales concernaient des péritonites bactériennes. 

Néanmoins, les conséquences d’une immunosuppression secondaire à une première chirurgie 

et le rôle immunitaire du nerf vague confirment l’importance de l’immunité dans le contrôle 

local et général de l’infection. 

 

 Les études chez l’homme : 

Peu d’études ont évalué l’immunité péritonéale chez l’homme.120,289–291 La première étude à 

comparer l’immunité locale et systémique chez 66 patients de réanimation avec une péritonite 

secondaire est celle de Riché et al.291 Les auteurs rapportaient une concentration de cytokines 

bien plus élevée dans le liquide péritonéal que dans le plasma, sauf pour IL-10. De plus, les 

concentrations plasmatiques de TNF-α, IL-6, IFN-γ et IL-10 étaient plus élevées chez les 

patients en choc septique et chez ceux qui décédaient. Cette étude démontrait la présence d’une 

forte réaction locale péritonéale lors d’une péritonite secondaire, avec une production 

simultanée de médiateurs pro- et anti-inflammatoires. Récemment, Zhao et al. confirmaient les 

résultats précédents chez 97 patients de réanimation avec un sepsis abdominal.120 Les 

concentrations dans le liquide péritonéal d’IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-α et MCP-1 

étaient significativement plus élevées chez les patients en choc septique. Les concentrations 

péritonéales d’IL-6 et plasmatiques d’IL-8, IL-10 et MCP-1 étaient corrélées à la sévérité du 

sepsis.  

Comme pour les modèles animaux, les études chez l’homme ne concernaient pas 

spécifiquement les CIA. Candida était isolé pour seulement neuf patients dans l’étude de Riché 

contre deux pour celle de Zhao et al. 
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5. Messages clés concernant la pathogénicité de C. albicans et le rôle de 

l’immunité 

- Il semble probable que la prise en compte de Candida dans la décision thérapeutique 

doit se prendre au cas par cas et que la définition actuelle fondée uniquement sur une 

culture positive et des signes cliniques est insuffisante, 

- Il semble probable qu’il existe une influence du milieu (cellularité, bactéries, pH, 

température, nutriments) sur l’expression de virulence chez C. albicans,  

- Il convient désormais de travailler sur des outils capables d’évaluer la virulence chez 

Candida lorsque ce dernier est isolé dans le liquide péritonéal. Si l’analyse de la 

morphologie de Candida (présence d’hyphes) semble accessible partout, la biologie 

moléculaire et l’approche métabolique sont plus du domaine de la recherche 

actuellement en raison des protocoles de réalisation et des coûts, 

- Le rôle de l’immunité dans la décision de traiter ou non reste à définir, 

- L’objectif est de tendre vers une médecine personnalisée. 
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Conclusions et perspectives 
 

Au cours de ce travail nous avons étudié les aspects diagnostiques, thérapeutiques et 

physiopathologiques de la candidose intra-abdominale.  

D’un point de vue diagnostique, il n’existe pas à ce jour de méthode de diagnostic 

microbiologique rapide pour confirmer ou écarter la présence de Candida dans le liquide 

péritonéal. Nous avons testé une méthode de microcalorimétrie prometteuse par sa rapidité de 

détection mais qui requiert énormément de données afin de caractériser le profil métabolique 

de l’ensemble des espèces de Candida seules ou combinées à différentes bactéries. Les 

techniques de PCR constituent probablement une technique d’avenir du fait de leur sensibilité 

et spécificité. L’étude DIRECTABDO (NCT04925388) qui évaluera une PCR multiplex 

incluant la détection de différentes espèces de Candida dans les péritonites post-opératoires 

apportera les premiers éléments de réponse. Les autres méthodes dites « non basées sur la 

culture » ont principalement démontré une bonne valeur prédictive négative pour écarter la 

présence de Candida. A ce titre, le 1,3 beta-D-glucan est probablement le biomarqueur de choix 

par sa disponibilité dans la plupart des institutions. Afin d’optimiser ses performances 

diagnostiques, nous avons rapporté que sa mesure dans le liquide péritonéal combinée avec sa 

valeur dans le sang avait les meilleurs performances diagnostiques. Nous avons soumis un 

PHRC évaluant l’efficacité d’un algorithme basé sur le dosage du BDG péritonéal et sanguin 

pour réduire l’exposition aux antifongiques dans les infections intra-abdominales graves à 

risque fongique (Étude ESPIAC).   

L’hétérogénéité des populations incluses dans les études s’intéressant à la candidose intra-

abdominale est une problématique pour étudier des méthodes diagnostiques ou l’impact d’un 

traitement sur la mortalité. Nous avons rapporté que les infections intra-abdominales 

nécessitant une chirurgie en urgence, en particulier les péritonites post-opératoires, 

représenteraient une population d’intérêt.  

A ce jour, la définition de la candidose intra-abdominale repose sur une culture du liquide 

péritonéal positive à Candida avec des signes d’infection intra-abdominale. Les études 

expérimentales et animales suggèreraient que la CIA ne peut se résumer à une culture positive. 

Nous avons montré que les contenus cellulaire, microbien et biochimique du liquide péritonéal 

semblent influencer l’expression de virulence chez Candida. Les études animales ont montré 

le rôle de l’immunité sur la mortalité et le risque de translocation bactérienne. Ainsi, les futures 



 

 128 

études devront s’attacher à évaluer l’expression de virulence parmi les souches de Candida 

isolées chez les patients de réanimation pour ensuite la corréler à la mortalité.  

Enfin, une fois que Candida est détecté dans le liquide péritonéal et que l’on aura la preuve de 

sa virulence, se posera la question de son traitement. Les données PK/PD actuelles, bien 

qu’issues principalement de petites cohortes, rapportent de façon unanime un risque de sous-

dosage et une mauvaise diffusion abdominale des antifongiques de première ligne.  Ainsi, 

l’utilisation de fortes doses doit pour l’instant être encouragée, ce d’autant que les 

échinocandines ont peu d’effets secondaires. Par ailleurs, l’immunité innée et l’immunité 

adaptative jouent un rôle fondamental dans le contrôle de l’infection. A ce jour, nous manquons 

de données décrivant l’immunité cellulaire et humorale chez l’homme avec une candidose 

intra-abdominale avérée.  

Qualité du contrôle de la source, traitement antifongique adapté et statut immunitaire sont trois 

éléments à prendre en considération pour la durée du traitement antifongique. De façon 

schématique, contrôle précoce de la source, bonnes posologies d’antifongique et absence 

d’immunodépression devraient justifier une durée de traitement court, possiblement < 7 jours. 

En revanche, si un des trois éléments est défaillant, les antifongiques devront probablement 

être prolongés.  En cas d’immunosuppression avérée, d’autres études sont nécessaires pour 

démontrer l’intérêt d’une immunomodulation. 

Ce travail pose donc les bases de futures études pour la candidose intra-abdominale : typologie 

de patients à inclure, analyse de la virulence de Candida, adéquation du traitement antifongique 

et évaluation du statut immunitaire. L’objectif in fine est de tendre vers une médecine 

personnalisée afin d’administrer un traitement antifongique au patient qui le nécessite, à bonne 

posologie et pour une durée adaptée. 

 



 

 

Patient Culture Candida positive
Confirmation virulence

Immunité locale et 
systémique Traitement antifongique ?

Décision collégiale
Bon usage antifongique

Prise en charge personnalisée de la candidose intra-abdominale

Identifier 
précocement Qui faut-il traiter ? Immunomodulation ?

Approche PK/PD
Doses optimisées

Durée ?
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Annexe 1 : Current trends in epidemiology and management of intra-abdominal 

candidiasis in the critically ill patient (SFAR 2021) 

 

 

  



154 



Introduction:
IAC : 1.84 episodes / 1000 ICU admissions
Prevalence of IAC among intra-abdominal infection: 20 – 30 %
High variability in studies involving IAC regarding:
- Included population
- Surgical and ICU management
Methodology:
Non-interventional multicentre prospective study (Besançon – Dijon – Metz – Nancy – 
Strasbourg)
Critically ill patients (n=88) with intra-abdominal infection as well as Candida risk 
factors indicated for abdominal surgery
Objectives: IAC prevalence / IAC risk factors

Current trends in epidemiology of intra-abdominal candidiasis (IAC) in critically ill 
patients requiring abdominal surgery: preliminary results of a prospective multicenter 
study
E. Novy1, J. Riviere1, F.X. Laithier1, T. Remen2, M. Machouart3, P. Guerci 1
1Chru Nancy-Service Anesthésie Réanimation et Médecine Péri-Opératoire, 2Chru Nancy-Unité Méthodologie Data
Management et Statistiques, 3Chru Nancy-Laboratoire De Mycologie - Vandoeuvre Lès Nancy (France)

Conclusion:
IAC prevalence 50%
Post-operative peritonitis +++
Candida albicans > non albicans

Early antifungal therapy 
Early source control 

      Low ICU mortality 16%
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Results:
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Annexe 2 : Protocol for the pBDG2 study : prospective evaluation of the 

peritoneal 1.3 beta-d-glucan for the diagnosis of intra-abdominal candidiasis  
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Abstract: Background: The delayed diagnosis of the presence of Candida in severe intra-abdominal
infections exposes patients to an increased risk of mortality. The prevalence of intra-abdominal
candidiasis (IAC) varies with the type of intra-abdominal infection, the underlying conditions and
the presence of risk factors for Candida infection. This study aims to evaluate the interest of the
measure of 1.3-β-D-glucan (BDG) in the peritoneal fluid for the early diagnosis of IAC. Methods and
analysis: This is a prospective multicenter (n = 5) non-interventional study, focusing on all critically ill
patients with an intra-abdominal infection requiring intra-abdominal surgery. The primary objective
is to assess the diagnostic performance of the BDG measured in the peritoneal fluid for the early
detection of IAC using the Candida culture as the gold standard. The secondary objective is to report
the prevalence of IAC in the selected population. This study aims to enroll 200 patients within
48 months. By estimating the prevalence of IAC in the selected population at 30%, 50 patients
with IAC (cases) are expected. These 50 IAC cases will be matched with 50 non-IAC patients (as a
control group). The peritoneal BDG will be measured a posteriori in all of these 100 selected patients.
This article presents the protocol and the current status of the study. Only the prevalence of IAC is
reported as preliminary result.

Keywords: intra-abdominal candidiasis; critically ill; abdominal surgery; 1.3-β-D-Glucan;
diagnosis; protocol

Highlights

- This is the first prospective multicenter trial to investigate the interest of the measure
of peritoneal BDG for the early diagnosis of intra-abdominal candidiasis (IAC).

- The known prevalence of IAC in critically ill patients with an intra-abdominal infection
requiring abdominal surgery means that 200 patients should be enrolled to obtain at
least 50 confirmed IACs.

- Fifty critically ill patients with a confirmed IAC will be compared to 50 patients with
non-IAC intra-abdominal infection after matching and the random selection of cases.

- Matching factors include the known confounding factors for the measure of BDG.
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1. Introduction

Recently, in a narrative review on intra-abdominal infection, the European Society
of Intensive Care Medicine highlighted the “peculiar challenges” regarding fungal in-
fections and the “need for more solid evidence to firmly guide the use of rapid fungal
diagnostics” [1].

Because of the heterogeneity in patient characteristics, clinical presentations and
therapeutic management, intra-abdominal infections are not well defined. Regarding
fungal infections in this setting, the term intra-abdominal candidiasis (IAC) is widely
used and is defined by sterilely collected peritoneal fluid (PF) cultures that are positive
for Candida spp., as determined by the signs and symptoms consistent with an active
infection [2]. Considered to be the most common type of invasive candidiasis in critically ill
patients [3], IAC is associated with mortality rates of approximately 25–60% [4,5]. This high
variability in mortality could be explained by the heterogeneity of studying populations [3].
Because of the time needed for the PF yeast culture (3 to 5 days) to develop, a delayed
introduction of antifungal treatment may occur [6,7]. Thus, the decision to start an empirical
antifungal treatment is based on predictive scores such as the Candida score [8], the Candida
colonization index [9] or the peritonitis score [10]. These scores must be integrated in a
global evaluation of risk factors and the patient’s underlying conditions. These clinical
scores and traditional risk factors of invasive candidiasis were unable to identify patients
at risk for IAC [11].

In this context, biomarkers such as serum 1.3-β-D-glucan (BDG) have emerged. This
non-culture-based method has primarily been performed in the serum of patients with
invasive fungal infections or candidemia [12–15]. However, candidemia is present in
only 10–20% of patients with IAC [5,16]. Moreover, up to 17% of candidemic adults had
persistently negative BDG during their episode of candidemia [17]. The usage of serum
BDG to guide the continuation or interruption of antifungal treatment should be performed
twice with a 48-h interval. In the presence of two serum measures <80 pg/mL, the clinician
should stop the empirical antifungal therapy [18]. Moreover, as highlighted by experts, to
be useful, testing for BDG should be performed on homogeneous high-risk patients with
invasive candidiasis, accompanied by specific clinical questions [19].

A retrospective pilot study was conducted, evaluating the diagnostic performance of
BDG in the PF in comparison to the peritonitis score, direct examination and peritoneal
fungal polymerase chain reaction of the same sample [20]. The study indicates a negative
predictive value of 100% with one measure of peritoneal BDG. In a population of secondary
peritonitis (n = 38), a peritoneal measurement of BDG ≤310 pg/mL could rule out an IAC.
Regarding the measurement of BDG in the PF (compared with serum assay, which is the
only technique validated by the US Food and Drug Administration), no technical issues
were noted. Moreover, this diagnostic strategy was independent of the underlying condi-
tions as well as Candida risk factors; it could predict the diagnosis of IAC in comparison
with culture-based methods.

Hypothesis 1. We hypothesize that the measure of BDG in the PF could be used for the early
detection of IAC. Considering the small sample and the retrospective nature of the pilot study, we
aim to confirm these preliminary results in a prospective study by enrolling 200 critically ill patients.

The present article reports the protocol of the study. No results will be presented,
except for the current number of included patients and the prevalence of IAC observed in
the first inclusions.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

This multicenter prospective study is being conducted in five centers in France in
tertiary teaching hospitals (Besançon, Dijon, Metz, Nancy and Strasbourg).
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The study is classified as non-interventional; thus, the intensive care unit (ICU) man-
agement and anti-infective strategies (choice of antibiotics or antifungal treatment) is left
to the discretion of the clinicians.

This article was written according to STROBE (strengthening the reporting of observa-
tional studies in epidemiology) and STARD (studies of diagnostic accuracy) guidelines.

2.2. Patients

The targeted population is all adult patients satisfying the following inclusion criteria
(Table 1): (i) covered by health insurance, (ii) admitted in participating ICUs, (iii) presented
with intra-abdominal infection as well as Candida risk factors (according to French recom-
mendations [21]—these include patients with septic shock, immunosuppressive conditions,
organ transplants, inflammatory bowel disease or healthcare-associated peritonitis) and
(iv) indicated for abdominal surgery. Intra-abdominal infection, which requires abdominal
surgery, are abdominal abscess, peritonitis, purulent or necrotic infection in patients hav-
ing recent abdominal surgery or intra-abdominal events complicated by gastrointestinal
perforation or anastomotic leak.

Table 1. Inclusion and non-inclusion criteria. ICU: intensive care unit.

Inclusion Criteria Non-Inclusion Criteria

Adult
Covered by health insurance Death within the first 24 h of ICU admission

Admitted in participating ICUs with intra-abdominal infection
requiring abdominal surgery

Pregnant or lactating woman
Patient deprived of liberty after administration of juridical

decisionPatient under psychiatric care
Patient under supervision or legal guardianship

After information has been provided and non-opposition has
been granted by patient or substitute decision-maker

2.3. Objectives and Endpoints

The primary objective is to compare the measure of the BDG in the PF in the IAC
population (cases) and the non-IAC population (controls).

The secondary objectives are (i) to measure the prevalence of IAC in critically ill
patients with Candida risk factors and an intra-abdominal infection requiring an abdominal
surgery, (ii) to identify the risk factors for IAC, (iii) to assess the diagnostic performance of
the BDG measured in the PF for early detection of IAC using Candida culture as the gold
standard and (iv) to compare peritoneal and serum BDG in the same patient.

2.4. Gold Standard Test

An IAC is defined by sterilely collected PF cultures that are positive for Candida spp.,
as determined by the signs and symptoms consistent with an active infection. The Candida
growth should be performed on mycological media (Sabouraud), at 37 ◦C. A first result
(positive or negative) is given to clinicians after five days. All cultures are stored until
21 days. Species of Candida are identified using MALDI-Tof technique.

Accordingly, the case group is composed of critically ill patients who underwent
abdominal surgery with pre-operative signs consistent with intra-abdominal infection
as well as a positive Candida culture. The control group is composed of critically ill
patients who underwent abdominal surgery with pre-operative signs consistent with
intra-abdominal infection and a negative Candida culture.

2.5. Enrolment

In each participating center, all consecutive patients who fulfilled the inclusion criteria
are being enrolled in the study. The Figure 1 depicts the flow-chart of the protocol. In the
five centers currently participating in the pBDG2 study, 70 patients have been included in
the trial to date.
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PF samples are being sterilely collected by the surgeon after peritoneal incision with
aspiration of 5 mL of peritoneal exudate. This sample is sent to the local microbiological
laboratory for routine analysis:

- Laboratory of bacteriology: direct examination (gram stain), culture and antibiotic
susceptibility test.

- Laboratory of mycology: direct examination with microscopy, culture and antifungal
susceptibility test in cases of non-albicans Candida. Indeed, based on the local ecol-
ogy of Candida albicans resistance in the five centers with no current resistance with
fluconazole, antifungal susceptibility test would not be performed in this case.

Then, the remainder of the PF will be stored until the end of the study in a BDG-free
device at−20 ◦C. Fungitell kits (Associates of Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA, USA) are
already used for serum and will be used for peritoneal BDG measurements. Serum BDG is
sampled during the ICU stay on days 1 and 3, according to guidelines [18]. Concerning the
measure of the peritoneal 1.3BDG: at the end of the study, if more than 50 patients of the
case group are identified, then a random selection will be performed to obtain 50 cases only
for further analyses. Each of the 50 remaining patients will be matched with one patient
from the control group. The matching criteria are the following: Sepsis-Related Organ
Failure Assessment (SOFA) score on the day of the surgery for intra-abdominal infection
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(±2), the presence of more than four Candida risk factors (parenteral nutrition, pump proton
inhibitors, pancreatitis, priori antibiotic exposure <72 h, corticosteroids, renal replacement
therapy or Candida colonization) and, as a BDG test confounder, the coinfection with
documented bacteria. If more than one matching control per case is available, a random
selection will be performed to retain one control only per case. All of the 100 peritoneal
samples (50 for cases and 50 for controls) will be sent to and analyzed by the laboratory of
mycology at the university hospital of Nancy.

2.6. Follow-Up

The following baseline characteristics and medical-related variables of patients are
being collected from electronic health records during patients’ ICU stay: age, sex, body
mass index, comorbidities, Knauss and McCabe scores at admission, Candida risk fac-
tors and surgery data (type of surgery and presence of signs of peritonitis), BDG test
confounders [22] (β-lactam exposure, human albumin administration, red blood cell trans-
fusion and renal replacement therapy). The supplementary variables collected are the
following: simplified acute physiological score (SAPS II) at admission; SOFA score at
admission and at diagnosis of peritonitis; and life-support therapies (vasopressors, renal
replacement therapy or invasive mechanical ventilation) as well as their duration of usage
and the ICU mortality rate. We are additionally collecting microbiological data, types of
antibiotics and types of antifungals used.

2.7. Information Provided to Patients

The pBDG2 study is classified as non-interventional. Consequently, the need for
informed consent is being waived, and only the “decline to participate” is being requested
from patients or substitute decision-makers.

2.8. Data Quality, Regulatory Issues and Confidentiality

All personal and medical information is being collected and shared in accordance with
medical confidentiality as well as French and European regulations regarding data protec-
tion. Furthermore, all data are being recorded in a secured database for statistical analysis
with pseudonymization (number of the center, first letter of name and last name). The study
data are being collected by each investigator site and are being reported in an electronic
case report form. At the end of the trial, the study database and documents will be archived
by investigator sites and sponsors in accordance with French and European regulations.

2.9. Number of Patients to Include

According to the literature, the prevalence of IAC in severe intra-abdominal infection
is estimated to be between 1.5% and 41%. [1] In the pilot study, the rate was 21%. [20] Con-
sequently, the inclusion criteria of severe intra-abdominal infection requiring abdominal
surgery and possible Candida coinfection indicates an estimate for attempt prevalence of
30%. To obtain at least 50 cases, 165 patients should be enrolled. This number was extended
to 200 to facilitate the matching process.

2.10. Missing Data

In case of missing data regarding the peritoneal BDG measurements, the baseline
and demographics data will be used to study prevalence. If the attempted prevalence in
the whole population is less than 30%, then an extension of the number of patients will
be requested.

2.11. Limitations

For financial reasons, the peritoneal BDG measure could not be performed for all
the included patients. Nevertheless, with the inclusion criteria, we hope to obtain a
homogenous population of ICU patients with intra-abdominal infection which could limit
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the selection bias. Moreover, the process of matching and selection includes a random
selection in case of more cases (patients with IAC) than expected.

We fully acknowledged that a recent major surgery is a BDG confounder [23], in
particular for its measurement in the serum. Nevertheless, this factor concerns all of
the included patients. Moreover, especially in this high-risk post-operative population,
the need for a diagnostics biomarker to early identify the presence of fungi is urgently
warranted. Lastly, we could hypothesize that the measure of BDG directly in the peritoneal
fluid could be less influenced by confounders than its measure in the serum.

2.12. Statistical Analysis
2.12.1. For the Primary Endpoint

Student t-tests (parametric) or Mann–Whitney tests (non-parametric) are being utilized
to compare BDG concentrations between IAC and non-IAC groups.

2.12.2. For the Secondary Endpoints

The baseline characteristics of the study population are presented as numbers and
percentages (qualitative variables including the prevalence of IAC) with the mean and
standard deviation or median and extreme values (quantitative variables), depending on
the nature of their distribution.

The risk factors of IAC are being explored by employing a univariate and then multi-
variate logistic regression utilizing a stepwise variable selection (sle = 0.20, sls =0.05).

The threshold of BDG to obtain the optimal specificity and sensitivity is determined
by the receiver operating characteristic (ROC) curve.

The concordance between peritoneal and serum BDG levels measured in the same
patients is explored through the Bland and Altman method (graphical method). Intraclass
correlation coefficients between these variables is also being calculated.

3. Trial Status

This trial is registered with clinicalTrial.gov (accessed on 5 September 2019) since
5 September 2019, with the last protocol version 1 dated 3 May 2019. Inclusion started in
January 2020 and is expected to end in January 2022. The study was interrupted between
March and May 2020 because of the COVID-19 outbreak. Four additional months will be
necessary to perform matching, peritoneal sample analysis and statistical evaluation.

In the five centers currently participating in the pBDG2 study, 72 patients have been
included in the trial to date. Among these 72 patients, the prevalence of IAC is 47%
(n = 34/72) with a majority of Candida Albicans (60%) species.

4. Discussion and Conclusions

This study concerns two areas of research in intra-abdominal infections suggested by
international experts in the field:

- The definition and classification of intra-abdominal infection to identify a selected
population with high risk of intra-abdominal candidiasis [24].

- As a diagnostic tool, a novel application (peritoneal measurement) of an already
existing assay (BDG), which, if proved reliable, could be very useful for early diagnosis
of intra-abdominal candidiasis [25].

Indeed, if the peritoneal measure of BDG could confirm or rule out the diagnosis of
IAC, then this strategy would allow the rapid introduction of an antifungal treatment or
limit excessive exposure. We acknowledge that, currently, routine BDG results are not
rapidly available. One of the explanations is the lack of prescription of the BDG test, the
cost of the test and the result’s delays. Indeed, the real time need for BDG measurement
is short. However, because the low number of routine demand and its current cost, most
of the analyses are pooled. If we could demonstrate that one test, the day of the surgery,
could rule out an IAC and lead to less anti-fungal prescription that are quite expansive, we
believe that the routine use of BDG will increase.
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Conclusion:
Peritoneal measurement of 1.3 beta-d-glucan was feasible and reliable using the Wako®
β-glucan test.
Combining sBDG < 3.3 pg/ml (or lower limit of quantification) and pBDG < 45 pg/ml
excluded IAC in 100% of cases and could limit unnecessary antifungal agent exposure
Future direction: algorithm using pBDG and sBDG to stop empirical antifungal ?

Point-of-care testing for peritoneal and serum 1.3 beta-d-glucan 
to rule out intra-abdominal candidiasis in critically ill patients
Emmanuel Novy, Maxime Nguyen, Frédéric Dalle, Gaëlle Arfeuille, Valérie Bru, Guillaume Louis, Jérémie Rivière,
Pascale Perez, Amandine Luc, Philippe Guerci, Anne Debourgogne

Background:
Intra-abdominal candidiasis (IAC): a life-threatening condition in critically ill patients.
High mortality (> 60%)ó delay in antifungal introductionó antifungal overuse.
Observational studies suggest an interest of peritoneal 1.3 beta-d-glucan to rule out IAC.
Wako® β-glucan test (Fujifilm Wako, Germany) for 1.3 beta-d-glucan dosage:
- Allows individual testing
- Never tested in the peritoneal fluid before
- Uses a method that could better suit the peritoneal fluid media ?

Materials :
Sub-analysis of a prospective multicentre noninterventional study (NCT03997929).
Inclusion of critically ill patients with high risk of intra-abdominal candidiasis undergoing
abdominal surgery for abdominal sepsis.
Primary objective: to explore whether peritoneal (pBDG) and serum (sBDG) 1.3 beta-d-glucan
could be used to diagnose IAC.

e.novy@chru-nancy.fr

P2855

Results:

IAC prevalence = 44%
Polymicrobial = 72%

199 Adult critically ill patients
with secondary peritonitis

57%Postoperative

85%Gastrointestinal Tract

62%Septic shock

Peritoneal BDG < 45 pg/ml
+ Serum BDG < 3.3 pg/ml
rules out 100% of IAC

65
19

7
9

C albicans
C glabrata
C tropicalis
Other

NPV sBDG: 79.2%

NPV pBDG: 82.3%

(as standalone 
biomarker)

Surgery Day 1 post-operative

Expressed as %

N = 200 (87 IAC+ / 112 IAC-) N = 42 (5 IAC+ / 37 IAC-)
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Annexe 4 : Étude ESPIAC (Early stop of antifungal using serum and peritoneal 1.3 beta-d-glucan in critically ill patient with 

suspected intra-abdominal candidiasis 

ONGLET  0 – RESUME DU PROJET 

0.1 Résumé en français (Texte - max. 2000 caractères) 

Contexte 

La candidose intra-abdominale est associée à une mortalité >50% en réanima�on. C’est une infec�on difficile à prédire car son diagnos�c repose sur la culture 
fongique qui peut nécessiter >5j. Du fait d’une surmortalité en cas d’introduc�on retardée d’an�fongique (ATF), ces derniers sont introduits avant l'obten�on 
des résultats de la culture entrainant une suru�lisa�on des ATF (>40%). Cete exposi�on inu�le est associée à une résistance accrue aux ATF.  
Le 1.3 beta-d-glucan (BDG) est un biomarqueur de candidose mesurable dans le sang et le liquide péritonéal où sa valeur prédic�ve néga�ve pour écarter 
une candidose abdominale est >90%. Ainsi, un algorithme basé sur le BDG pourrait être u�le pour limiter une surexposi�on aux ATF.  

Objectifs 

Principal: évaluer l’efficacité d’un algorithme basé sur les dosages du BDG péritonéal et sanguin pour arrêter précocement un ATF probabiliste, en 
comparaison à la stratégie standard basée sur les seuls résultats de la culture fongique. 
Secondaire 1: confirmer la validité des seuils utilisés de BDG péritonéal et sanguin. 
Secondaire 2: déterminer l’apport de la mesure de BDG péritonéal dans la décision d’'interrompre à raison le traitement.  
Secondaire 3: vérifier l’absence de surmortalité dans le groupe « BDG ». 

Méthodes 

Étude interventionnelle, prospective, multicentrique, randomisée, contrôlée en ouvert, incluant des patients de réanimation avec une infection intra-
abdominale nécessitant une chirurgie en urgence. 
Tous les patients bénéficient d’un dosage du BDG péritonéal à J0 et du BDG sanguin à J1 et J3. La poursuite des ATF est basée sur les résultats des BDG pour 
le groupe « BDG » et uniquement sur la culture fongique dans le groupe « standard ». Les dosages du groupe « standard » seront réalisés de manière 
centralisée à la fin de l’étude.  
Critère de jugement principal: nombre de jour sous ATF. 

Perspectives Cette étude novatrice permettra d’optimiser l’utilisation des antifongiques chez les patients présentant une infection intra-abdominale grave. 

PROGRAMME HOSPITALIER 
DE RECHERCHE CLINIQUE 

INTERRÉGIONAL  
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Annexe 5 : Étude ICCA (early Identification of Candida in intra-abdominal 

Candidiasis) 

 

NCT Number 
NCT05264571 
Study Title Brief Summary 
Early Identification of 
Candida in Intra-abdominal 
Candidiasis 

Intra-abdominal candidiasis remains the first origin of invasive candidiasis in critically ill patients with a 
mortality up to 60%. This high mortality is partly related to delay of anti-fungal treatment administration. 
According to experts in the field, new diagnostic methods to rapidly detect Candida in intra-abdominal infections 
is mandatory because the current strategies suffer from a lack of both sensitivity and specificity. 
 
The calscreener (SYMCEL®) is a new diagnostic tool to rapidly identify the presence of pathogens in biological 
samples based on micrometabolic activity detection. This technology also allows to measure the metabolic 
activity of pathogens. 
 
The ICCA project will test the feasibility, the accuracy and the diagnostic performance of the calscreener on an 
existing biological collection of peritoneal fluid. This collection came from a cohort of critically ill patients with 
intra-abdominal infection which required abdominal surgery. Intra-abdominal infections consist of bacterial 
peritonitis and intra-abdominal candidiasis. The presence of pathogens (bacteria and yeast) is already known, the 
peritoneal fluid being stored after routine analysis (bacteriology / mycology). 
 
In addition to the detection / identification of yeast will be investigated in this project, the cal screener will be 
used to evaluate the metabolic profile of Candida albicans in the peritoneal fluid, alone and with bacteria. This 
objective aims to evaluate the virulence of Candida in the peritoneal fluid from a metabolic perspective. The 
results will be compared to phenotypic and molecular evaluation. 

Conditions Interventions Primary Outcome 
Measures 

Secondary Outcome Measures 

Candida Sepsis| 
Candidiasis, 
Invasive|Peritonitis 
Infectious|Critically Ill 

DIAGNOSTIC_TEST: 
calscreener|OTHER: 
Metabolic profile|OTHER: 
optical 
microscopy|OTHER: 
RTqPCR 

Detection (Yes/No) of the 
presence of Candida in the 
peritoneal fluid, Detection 
by the calscreener : 
detection of metabolic 
activity \> 5 µW (according 
to SYMCEL 
recommendation), Day 1 - 3 

Delay (in hours) of detection, Delay (in hours) from the 
start of calscreener analysis to first detection of heat flow \> 
5 µW, Day 1 - 3 

Study Type 
OBSERVATIONAL 

Other Outcome Measures 

Heat production (Joule), Heat production depending on the peritoneal fluid and the presence or absence of bacteria, Day 1 - 3|Candida 
morphology, C. albicans SC5314 strain will be inoculated in triplicate into one mL of the different peritoneal fluid, as well as control media 
(Sabouraud and ascitic fluid) at an optical density (OD) of 0.3 nm, corresponding to approximately 3.10\^6 colonies of C. albicans per millilitre 
(C. albicans/mL) of media. Control wells containing only the media without C. albicans were also included on the same 24-well plate to confirm 
the absence of contamination. 
 
The 24-well plate will be inoculated and incubated at 37°C with shaking at 300 RPM for 24 hours. 
 
The morphology of C. albicans (yeast or pseudo-hyphae or hyphae) was observed under a light microscope at hourly intervals for the initial eight 
hours, followed by observations at H16 and H24., Day 1|Candida growth, C. albicans SC5314 strain will be inoculated in triplicate into one mL of 
the different peritoneal fluid, as well as control media (Sabouraud and ascitic fluid) at an optical density (OD) of 0.3 nm, corresponding to 
approximately 3.10\^6 colonies of C. albicans per millilitre (C. albicans/mL) of media. Control wells containing only the media without C. 
albicans were also included on the same 24-well plate to confirm the absence of contamination. 
 
The 24-well plate will be inoculated and incubated at 37°C with shaking at 300 RPM for 24 hours. 
 
C. albicans growth was assessed by inoculating 10 μL from each well onto SBD dextrose agar, and the colonies were counted after 24 hours of 
incubation at 37°C. To facilitate counting, 1000-fold dilutions of each inoculated well were prepared beforehand., Day 1|Candida virulence gene 
expression, C. albicans inoculation in the different media followed the same protocol as for phenotypic evaluation, with an overnight culture of 
24h before gene expression analysis. The five virulence genes of interest are UME6, ALS3, SFL2, HWP1 and ECE1. After the 24-hour overnight 
culture, the samples will be centrifuged to retain only the cell pellet. The cell pellet was then washed twice with 10 mL of phosphate-buffered 
saline (PBS). Subsequently, the PBS was removed, leaving behind only the cell pellet. RNA extraction will be performed using the FASTPREP® 
lysis technology. Reverse transcription will be performed using the QuantiTect Reverse Transcription kit from Qiagen® (Germantown, Maryland, 
United States) following the manufacturer's instructions. The qPCR was performed in MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plates (Applied 
Biosystems) using the CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad, Marnes-la Coquette, France)., Day 1 
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Annexe 7 : Interest of a metabolic approach using the calScreenerTM 

technology to detect Candida in the peritoneal fluid: a pilot study 
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Letter to the editor

Interest of a metabolic approach using the calScreener™ technology to
detect Candida in the peritoneal fluid: A pilot study

A R T I C L E I N F O

Keywords:
Candida
Peritoneal fluid
Isothermal microcalorimetry

Intra-abdominal candidiasis is associated with high mortality par-
ticularly in critically ill patients where mortality can be as high as
50% [1]. The delay in antifungal prescription is one of the main prob-
lems associated with intra-abdominal candidiasis management [2].
This delay is directly linked with the identification of Candida spp. in
peritoneal samples. However, mycological culture, which is the stan-
dard of care for diagnosis, is time-consuming and may require several
days to yield results [3]. Alternative techniques, such as serum 1.3-
beta-D-glucan or serum polymerase chain reaction assays for Candida
have shown good negative predictive value, but their specificity has
been consistently low [4]. Same results were reported with perito-
neal 1.3-beta-D-glucan with a negative predictive value of 100% to
rule out the presence of Candida, but a positive predictive value of
only 23% [5].

In the present study, we used for the first time, a metabolic
approach to detect the presence of Candida in peritoneal fluid sam-
ples. The study was registered with ClinicalTrials.gov (ID number
05264571). All experiments were performed at the laboratory of
mycology of the university hospital of Nancy. The metabolic evalua-
tion used the calScreenerTM technology from Symcel AB (Sweden)
[6,7]. The calScreenerTM measures the heatflow from living cells in
real time. The device is based on isothermal calorimetry. It can be
used on different types of microorganisms and in different types of
media, including blood. The calScreenerTM provides real-time data
over a prolonged time period. Basically, after stabilization of the sig-
nal, a lag phase (plateau) occurs before the metabolic activity raises.
Then the metabolic activity reaches a peak followed by a decline. Dif-
ferent parameters can be evaluated directly from the curve such as
time to activity. Each specific pathogen gives rise to a unique growth
pattern in the kinetic data, which allows its identification. Presently,
available data pertains to bacteria [8,9], and there is a lack of kinetic
data for Candida. The technology uses cell growth plates: 48 well
micro titer cell culture plates with 32 biological samples and 16 ther-
modynamic internal reference position. Samples were referral and
clinical strains of C. albicans and C. glabrata. Referral strains were
ATCC90028 for C. albicans and ATCC66032 for C. glabrata. Media were
Sabouraud(SBD), ascitic(AF), and peritoneal fluid(PF) issued from a
biological collection (the pBDG2 study, NCT03997929, which enrolled

patients with suspected or confirmed intra-abdominal infections). All
selected samples were pathogen-free using a microbiological analysis
(direct examination and culture) to look for the presence of bacteria
and fungi, to avoid contamination.

An overnight culture was prepared at 30 °C and shaken at 150
RPM for 24 h at 0,5 Mcfarland in each media corresponding to
1.5 £ 106 UFC/mL. Each culture was then diluted 1/100 or 1/1000 in
each medium, according to Symcel� recommendations. Then, 200mL
of each media in duplicates were transferred to sterile plastic inserts
designed to fit in titanium measurement vials (calWell; Symcel�).
The calWells serving as thermodynamic references were loaded with
200mL of each media. Real-time measurement of the heat produced
from each calWells was carried out at 37§0.001 °C in the
calScreenerTM for 48 h. The presence of an active pathogen is associ-
ated with a metabolic activity >5 microW, according to the manufac-
turer. The remaining samples in the microtitre plate were incubated
at 37 °C for 24 h.

Considering the exploratory and observational nature of this
study, the number of samples required was not calculated. We only
computed descriptive statistics using GraphPad Prism version 9. The
study was conducted between February and July 2022.

First, the feasibility and repeatability of metabolic measurements
in the different media were tested. The referral strains (n = 12, in
duplicates) were used to set-up the calScreenerTM, to test different
dilutions and to obtain the typical shape of C. albicans and C. glabrata
(Fig. 1A). The aspect of the shape was consistent between duplicates
and metabolic activity was detectable with a dilution of 1/100 in Sab-
ouraud, in 3.93 h for C. albicans and 2.94 h for C. glabrata and, in
ascitic fluid in 3.07 h for C. albicans and 4.73 h for C. glabrata. In both
experiments using the 1/10 dilution, we didn’t observe a lag phase
before the metabolic activity raises. This was explained by the high
inoculum [7]. If the detection of Candida wasn’t impacted, the
absence of slope from zero (baseline) didn’t allow to obtain interest-
ing parameters such as time to activity. Therefore, the dilution of 1/
10 was abandoned for the next experiments and the dilution of 1/
100 was used for C. albicans and 1/1000 for C. glabrata, accordingly.
Besides, the total heat was different between the two media with
dilution of 1/100 for C. albicans (total heat 2.38 J vs 0.26 J, p< 0.0001)
and for C. glabrata (total heat 2.68 vs 0.13 J, p<0.0001), the Sabouraud
media allowed more heat production.

Secondly, we evaluated clinical strains of C. albicans 1/100 (n = 8,
in duplicates) and C. glabrata 1/1000 (n = 8, in duplicates) with two
different peritoneal fluids. Fig. 1B depicts the heat flow in two differ-
ent PF. The aspect of the shape was still consistent between dupli-
cates. However, time to activity and total heat flow was different
between species and PF. Total heat for C. albicans was 0.38 J in PF1
compared to 0.63 J in the PF2 (p = 0.0339) and was 1.67 J in PF1 com-
pared to 0.47 J in the PF2 for C. glabrata (p<0.0001). The metabolic

https://doi.org/10.1016/j.mycmed.2023.101418
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activity of both species was detectable in 2.16 h for C. albicans and
2.4 h for C. glabrata in PF1, and 1.16 h for C. albicans and 2 h for C.
glabrata in PF2. The aspect of the shape was still consistent between
duplicates and time to metabolic activity of C. albicanswas systemati-
cally shorter. These results pointed toward the high sensibility of the
calScreenerTM to identify different species of Candida in different
media and to detect different metabolic activity depending on the
species, the strains, and the media.

Then, bacteria species were added in human PF samples to repro-
duce polymicrobial infections. Clinical strains (n = 16) of C. albicans
and glabrata were used with clinical strains of Escherichia coli, and
Staphylococcus aureus in PF2, then Enterobacter cloacae and Pseudo-
monas aeruginosa in PF3. Experiments were conducted in both SBD
and PF, each bacteria and yeast alone to obtain their own shape, and
then combined. Only the PF results were described here (Fig. 2). The
calScreenerTM only provides one metabolic curve per analysis. There-
fore, the obtained curve results from a merging of metabolic activity
produced by each pathogen present in the sample. Interestingly, in
PF3 (Fig. 2B), in the combined yeast/bacteria experiment, we noted
two different observations: for C. albicans combinations, the shape of
the curve looked like the shape of the yeast, but for C. glabrata the
shape was similar to the bacteria’s shape. According to data from bac-
terial infections, the shape of the curve could reflect a higher growth
and/or activity of one of the two pathogens. Nevertheless, the combi-
nation of metabolic profiles and activities may obviously challenge
the identification of pathogens in polymicrobial infection. Indeed, to

identify which pathogens are present, a huge bank of metabolic
shapes with various pathogens and combinations are mandatory.

Lastly, we tested three actual samples from critically ill patients
with intra-abdominal candidiasis in duplicate (data not shown) with-
out bacterial coinfection. A metabolic signal was detected at 18 h and
was very weak (< 2 microW). Thus, it did not allow any analysis nor
pathogen identification. The low inoculum attested by the time to
detection of the conventional culture (> 4 days) of these three sam-
ples probably explained this result.

This is the first study to evaluate the interest of a metabolic
approach to optimize the detection of fungal pathogen in human
peritoneal samples. The technology calScreenerTM was able to detect
very quickly the presence of the yeast in human peritoneal fluid sam-
ples. The technology was feasible, repeatable, and very sensitive to
various changes (inoculum, media, pathogens). Besides, once cali-
brated, the technology was not time-consuming, and results were
available in real time. Obviously, this approach looks promising, but
several issues must be resolved before translated it in the clinical
practice:

- to identify the shape of the metabolic curve for each Candida spp,
with and without combination of other yeast and bacteria,

- to test very low inoculum: herein, we used a control amount of
yeast and could test inoculum ranging from 1.6 £ 103 to
1.6 £ 106 UFC/mL which is quite high, especially in the peritoneal
fluid. For actual sample, one solution could be to add yeast

Fig. 1. Metabolic activity of C albicans and C glabrata in different media.
SBD: Sabouraud media; AF: ascitic fluid; PF: peritoneal fluid; CA: Candida albicans; CG: Candida glabrata.

E. Novy, M. Collot, P. Chevallier et al. Journal of Medical Mycology 33 (2023) 101418

2



nutriments (i.e., YPD) in the wells to promote Candida growth, and
thereby enhancing the metabolic signal.

- to search for an alternative control for human samples: indeed, to
compare the metabolic signals between samples, the technology
needs control samples with the same media but without any
pathogen inside. We were able to control that point in this pilot
study, because we used pathogen-free peritoneal samples, which
were then incubated with pathogens. This would be challenging
in the clinical setting.

In conclusion, the identification of Candida in case of high inocu-
lum in the PF was relatively faster (<3 h) with calScreenerTM when
compared with currently available tools. Of note, conventional cul-
ture performed in parallel are still mandatory to obtain the antifungal
susceptibility testing. However, considering the number of wells
available (32) we can run several samples simultaneously and add in
some wells several antifungals with different concentrations to
determine MICs. The feasibility of the determination of the MIC and
susceptibility to antibiotic with the calScreenerTM has already been
demonstrated with bacteria [9].

This study emphasizes that with set-up optimization, the
calscreenerTM can become an alternative detection method for Can-
dida detection in peritoneal sample.

Funding

The university hospital of Nancy paid the rental cost of the
calScreenerTM for a 6-month period.

Declaration of Competing Interest

The authors declare that they have no known competing financial
interests or personal relationships that could have appeared to influ-
ence the work reported in this paper.

CRediT authorship contribution statement

Emmanuel Novy: Investigation, Data curation, Writing − original
draft. Marie Collot: Investigation, Data curation. Paul Chevallier:
Data curation. Lisiane Cunat: Data curation. Marie Machouart: Writ-
ing − review & editing, Supervision.

Acknowledgements

The authors thank Ganna Oliynyk from Symcel Sverige AB (Solna,
Sweden) for her technical support during the calScreenerTM installa-
tion and help for set-up and analysis.

The authors thank Julie Lecomte-Lehmann from the “direction de
la recherche et de l’innovation" of the university hospital of Nancy
for her administrative support.

References

[1] Vincent J-L, Sakr Y, Singer M, Martin-Loeches I, Machado FR, et al. Prevalence and
Outcomes of Infection Among Patients in Intensive Care Units in 2017. JAMA
2020;323:1478–87.

Fig. 2. Metabolic activity of clinical strains yeasts with and without bacteria - 2 different peritoneal fluids.
SBD: Sabouraud media; AF: ascitic fluid; PF: peritoneal fluid; CA: Candida albicans; CG: Candida glabrata.

E. Novy, M. Collot, P. Chevallier et al. Journal of Medical Mycology 33 (2023) 101418

3

http://refhub.elsevier.com/S1156-5233(23)00062-8/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S1156-5233(23)00062-8/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S1156-5233(23)00062-8/sbref0001
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Population pharmacokinetics of fluconazole in critically ill 
patients receiving extracorporeal membrane oxygenation and 
continuous renal replacement therapy: an ASAP ECMO study
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ABSTRACT This multicenter study describes the population pharmacokinetics (PK) of 
fluconazole in critically ill patients receiving concomitant extracorporeal membrane 
oxygenation (ECMO) and continuous renal replacement therapy (CRRT) and includes an 
evaluation of different fluconazole dosing regimens for achievement of target exposure 
associated with maximal efficacy. Serial blood samples were obtained from critically ill 
patients on ECMO and CRRT receiving fluconazole. Total fluconazole concentrations were 
measured in plasma using a validated chromatographic assay. A population PK model 
was developed and Monte Carlo dosing simulations were performed using Pmetrics 
in R. The probability of target attainment (PTA) of various dosing regimens to achieve 
fluconazole area under the curve to minimal inhibitory concentration ratio (AUC0-24/
MIC) >100 was estimated. Eight critically ill patients receiving concomitant ECMO and 
CRRT were included. A two-compartment model including total body weight as a 
covariate on clearance adequately described the data. The mean (±standard deviation, 
SD) clearance and volume of distribution were 2.87 ± 0.63 L/h and 15.90 ± 13.29 L, 
respectively. Dosing simulations showed that current guidelines (initial loading dose of 
12 mg/kg then 6 mg/kg q24h) achieved >90% of PTA for a MIC up to 1 mg/L. None 
of the tested dosing regimens achieved 90% of PTA for MIC above 2 mg/L. Current 
fluconazole dosing regimen guidelines achieved >90% PTA only for Candida species 
with MIC <1 mg/L and thus should be only used for Candida-documented infections in 
critically ill patients receiving concomitant ECMO and CRRT. Total body weight should be 
considered for fluconazole dose.

KEYWORDS extracorporeal membrane oxygenation, continuous renal replacement 
therapy, pharmacokinetics, fluconazole, critically ill patients

C ritically ill patients often manifest extreme inter- and intraindividual pharmaco­
kinetic (PK) variability (1). The use of extracorporeal support devices, namely 

continuous renal replacement therapy (CRRT) and extracorporeal membrane oxygena­
tion (ECMO), may exacerbate this PK variability (2). Both devices are frequently used 
concomitantly in critically ill patients (3) and have different consequences on drug 
PK depending on drugs’ physicochemical properties. Drugs that are hydrophilic, have 
low protein-binding properties, and possess small molecular weights are likely to be 
significantly dialyzed during CRRT (4). However, ECMO, because of the large volume of 
fluids (crystalloid, albumin, or exogenous blood) required to prime the ECMO circuit 
and the circuit’s sequestration propensity, can also affect the volume of distribution and 
clearance of hydrophilic drugs (5, 6). Therefore, concomitant use of ECMO and CRRT is 
thought to lead to unpredictable drug concentrations exposing patients to under- or 
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overdosage of hydrophilic drugs which in the case of antifungals could lead to treatment 
failure, antifungal resistance, or drug toxicity (2).

During the last decade, both venoarterial (7) and venovenous ECMO (8) have been 
increasingly used in critically ill patients to support refractory cardiovascular and/or 
respiratory failure. The clinical course of ECMO patients is commonly complicated by 
nosocomial infections, particularly fungal infections (9–11). During the recent coronavi­
rus disease 2019 (COVID-19) pandemic, the use of ECMO was associated with a higher 
incidence of candidemia in critically ill patients (12). Candida infections, especially 
candidemia, were associated with increased mortality in patients receiving ECMO (13). 
Among the Candida spp., Candida albicans was the most encountered in ECMO patients 
with fungal infections (14).

Fluconazole is the first-line antifungal agent for the prophylaxis and treatment 
of Candida albicans infections (15, 16). Fluconazole exhibits concentration- and time-
dependent antifungal activity with a prolonged post-antifungal effect, and the ratio 
of the area under the concentration-time curve during a 24-hour period to minimum 
inhibitory concentration (AUC0–24/MIC) of >100 has been correlated with maximal 
clinical efficacy (17). Fluconazole is a hydrophilic (LogP of 0.5) drug with a low plasma 
protein binding property (12%) and possesses a low molecular weight (306.2 Da) (18). It 
is predominantly cleared by renal elimination, via both glomerular filtration and active 
tubular secretion (19). In critically ill adult patients receiving CRRT, the clearance of 
fluconazole is reported to increase relative to patients without renal dysfunction and 
therefore, higher dosing regimens are advocated to achieve exposures associated with 
maximal activity (20).

To date, except for one case report by Dhanani et al. (21), there is no study describing 
the PK of fluconazole in critically ill adult patients receiving ECMO. Therefore, there are 
no robust data to guide effective dosing in this specific population (5). The Antibiotic 
and Analgesic Pharmacokinetics during Extracorporeal Membrane Oxygenation (ASAP 
ECMO) study (22) was designed to describe the PK of commonly used drugs in critically 
ill adult patients receiving ECMO. The objective of the current analysis is to describe the 
population PK of fluconazole in critically ill adult patients receiving concomitant ECMO 
and CRRT and to identify dosing strategies that provide maximal exposures for clinical 
efficacy.

RESULTS

Population characteristics

In all, 10 patients were enrolled, two of whom did not receive CRRT and were excluded 
from the analysis. The final population included eight patients who contributed 67 
plasma samples collected over one dosing interval. Table 1 summarizes the baseline 
demographic and clinical characteristics of the study population. The median (interquar­
tile range; IQR) age was 43 years (41–49) and patients were predominantly male (n = 
6/8; 75%). The median (IQR) total body weight was 95 kg (75–103). CVVHDF was the 
most common CRRT modality used in this study population (n = 6/8; 75%). Most patients 
(n = 5/8; 65%) received a dosing regimen of 800 mg as an initial loading dose on Day 
1, followed by 400 mg q24h. The median (IQR) minimum (trough) drug concentration 
(Cmin) was 6.8 (5.7–7.9) mg/L and the maximum drug concentration (Cmax) was 16.6 
(12.1–19.9) mg/L.

PK model building

The final population PK model that adequately described the plasma concentration-
time data was a two-compartment model with total body weight as a covariate on 
CL (normalized to the median total body weight of 95 kg). Neither ECMO-related nor 
CRRT-related variables significantly improved the PK model. The following equation is 
the mathematical calculation used to generate the individual TBW-scaled CL:
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CLtbw = CLx tbw
95

0.75
Table 2 presents the PK parameter estimates of the final population PK model. Figure 

1 shows the diagnostic plots for the final model for total fluconazole serum concentra­
tions. The model produced acceptable fits in the diagnostic plots (Fig. 2).

TABLE 1 Baseline characteristics, clinical information of the studied population, and relevant ECMO and 
RRT datac

Demographic and ECMO data Resulta (n = 8)

Male 6 (75)

Age (years) 43 [41-49]

Total body weight (kg) at admission 95 [75-102]

Ideal body weight (kg) 73 [69-81]

Adjusted body weight (kg) 90 [72-94]

Lean body weight (kg) 65 [59-73]

Body mass index (kg/m2) 27.2 [23.4–31.6]

Body surface area (m2) 2.1 [1.9–2.3]

Indication for ECMO:

  Cardiogenic shock 2 (25)

  Heart transplantation 2 (25)

  Lung transplantation 2 (25)

  Cardiomyopathy 1 (12.5)

  Pneumonia 1 (12.5)

Type of ECMO:

  VA ECMO 4 (50)

  VV ECMO 3 (38)

  VA and VV ECMO 1 (12)

  ECMO Flow (L/min) 3.5 [2.7–3.7]

  Days under ECMO before sampling 9 [6-12]

ECMO pump:

  Jostra RotaFlow 5 (62)

  Cardiohelp 3 (38)

ECMO oxygenator:

  Maquet Quadrox 8 (100)

Illness severity score:

  APACHE II score (on admission) 18 [13-22]

  SOFA score (on sampling day) 8 [7-16]

  CRRT mode: 8 (100)

  CVVH 1 (12.5)

  CVVHD 1 (12.5)

  CVVHDF 5 (75)

  Effluent rate (mL/kg/h) (n = 7) 37.6 [35.5–39.6]

  Blood flow rate (mL/min) (n = 7) 200 [200-250]

  Urea (mmol/L) 11.7 [10.5–16.0]

  Albumin (g/L) 29 [20-33]

  Bilirubin (mmol/L) 15 [13-21]

No. of patients by dosing regimen administered:

  800 mg (8–10 mg/kg)b Day 1 then 400 mg (4–5 mg/kg)b q24h 5 (62)

  400 mg (6 mg/kg)b Day 1 then 400 mg (6 mg/kg)b q24h 2 (25)

  100 mg (1 mg/kg)b Day 1 then 100 mg (6 mg/kg)b q24h 1 (13)
aData displayed in median [IQR, interquartile range] or n (%), as appropriate.
bBased on total body weight. The non-fixed dose (mg) reports the intended dose as it was prescribed, and the 
weight-based dose (mg/kg) reports the actual dose.
cVA, venous arterial ECMO; VV, venovenous ECMO; APACHE II, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II; 
CRRT, continuous renal replacement therapy; CVVH, continuous venovenous hemofiltration; CVVHD, continuous 
venovenous hemodialysis; CVVHDF continuous venovenous hemodiafiltration; SOFA, Sequential Organ Failure 
Assessment.
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Dosing simulations

Figure 3 and 4 show the PTAs for AUC0–24/MIC > 100 at Days 1 and 7 of various 
fluconazole dosing regimens across a range of MICs and various total body weights. All 
dosing regimens achieved 100% of PTA against Candida spp. with an MIC ≤ 1 mg/L. For 
an MIC of up to 2 mg/L, only dosing regimens including a loading dose of 18 mg/kg 
achieved >90% of PTA regardless of the TBW. On Day 7, only increasing the maintenance 
dose to 12 mg/kg q24h or reducing the dosing interval to q12h achieved >90% of PTA 
for an MIC up to 2 mg/L. None of the tested dosing regimens achieved efficacious PTA for 
MIC > 2 mg/L.

The FTAs of all simulated fluconazole dosing regimens over three different TBW and at 
Days 1 and 7 were ≥96% against the empirical MIC distribution of C. albicans and 100% 
against the directed MIC distribution (Table 3).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first paper to describe the population PK of 
fluconazole in critically ill adult patients receiving concomitant ECMO and CRRT. This 
study found that the currently recommended fluconazole dosing regimen of 12 mg/kg 
as an initial loading dose followed by 6 mg/kg q24h provided a high probability of 
efficacy only against Candida spp. with an MIC ≤1 mg/L. In Candida spp. which exhibits 
MICs of up to 2 mg/L, the use of a higher loading dose of 18 mg/kg and/or higher 
maintenance dose (12 mg/kg) and/or more frequent daily dosing (6 mg/kg q12h) should 
be recommended. We also found that total body weight (TBW) should be considered 
and used for weight-based dosing of fluconazole. It must be highlighted that, when 
using TBW for the loading dose calculation, the obese patients with a TBW greater than 
100 kg, a 1,800 to 2,000 mg dose of fluconazole may be required. Very few data existed 
regarding fluconazole toxicity (23). Based on a small cohort of 28 patients, minor toxicity 

FIG 1 Diagnostic plots for the final model for total fluconazole serum concentrations. Data are presented in mg/L. (A) Observed versus individual predicted 

plots. (B) Population versus individual predicted plots

TABLE 2 Pharmacokinetic parameter estimates for the final fluconazole pharmacokinetic modela

Parameter Mean SD CV% Median 95% CI Shrinkage (%)

CL (L/h) 2.87 0.63 21.84 2.6 2.38–3.46 0.12
Vc (L) 15.90 13.29 83.55 10.38 3.74–34.05 0.00
Q (L/h) 84.73 48.60 57.36 103.77 32.29–147.77 0.25
Vp (L) 36.06 13.93 38.63 38.59 22.38–49.80 0.01
a95% CI, 95% bootstrapped confidence interval; CL, fluconazole clearance; Vc, volume of distribution of the central 
compartment; Vp, volume of distribution of the peripheral compartment; Q, intercompartmental clearance.

Full-Length Text Antimicrobial Agents and Chemotherapy

January 2024  Volume 68  Issue 1 10.1128/aac.01201-23 4

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.

as
m

.o
rg

/jo
ur

na
l/a

ac
 o

n 
04

 M
ar

ch
 2

02
4 

by
 1

85
.1

28
.1

40
.6

7.

https://doi.org/10.1128/aac.01201-23


(e.g., elevated liver function test results or confusion occurrence) has been reported in 
cases of doses greater than 2,000 mg (24). However, our simulation suggested only one 
initial high loading dose is required, at antifungal introduction. Thus, the likelihood of 
toxicity would be relatively low.

In the current study population where all patients were receiving both ECMO and 
CRRT, the PK of fluconazole was best described using a two-compartment model with 
TBW included as a covariate on CL. The central volume of distribution of fluconazole in 
this study was 15.90 L and the CL was 2.87 L/h. The CL was consistent with previously 
published data (20, 25), while the central volume of distribution was lower than the 
estimate reported in a previous study (15.90 vs 46.3 L (26)). It must be emphasized 
that the data regarding PK of fluconazole in patients receiving ECMO are scarce and 
come mostly from pediatric populations (27, 28). One study has been performed in 
30 critically ill adult patients of which five were receiving ECMO and six CRRT (26). 
However, these PK studies used a one-compartment model which precludes compara­

FIG 2 Visual predictive check of the final population PK model for total serum fluconazole concentrations.

TABLE 3 Empirical and directed FTA for evaluated dosing regimens against C. albicansa,b

Empirical Directed

TBW 75 kg TBW 95 kg TBW 102 kg All TBW

Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 Days 1 and 7

LD 12 mg/kg then 6 mg/kg q24h 96.54 96.35 96.69 96.44 96.73 96.45 100.0

LD 18 mg/kg then 6 mg/kg q24h 96.94 96.35 97.20 96.44 97.25 96.45 100.0

LD 18 mg/kg then 12 mg/kg q24h 96.94 97.09 97.20 97.21 97.25 97.24 100.0

LD 12 mg/kg then 6 mg/kg q12h 96.54 97.15 96.72 97.29 96.79 97.30 100.0
aLD: loading dose; TBW: total body weight.
bThe fractional target attainment using intermittent administration for various fluconazole doses based on the 
MIC (EUCAST, accessed 30 October 2023) for Candida albicans. The FTA assessed whether simulated patients 
maintained fluconazole serum concentrations above the MIC at Day 1 and Day 7.

Full-Length Text Antimicrobial Agents and Chemotherapy

January 2024  Volume 68  Issue 1 10.1128/aac.01201-23 5

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.

as
m

.o
rg

/jo
ur

na
l/a

ac
 o

n 
04

 M
ar

ch
 2

02
4 

by
 1

85
.1

28
.1

40
.6

7.

https://doi.org/10.1128/aac.01201-23


bility to our results. Lastly, one case report involving a critically ill patient receiving 
fluconazole while on ECMO and CRRT was published in 2021 (21). In this paper, the 
authors reported a higher volume of distribution (0.98 L/kg, ~40% higher) compared 
to patients not receiving ECMO. The PK differences between the current and previous 
studies can be potentially explained by the population that was included. All patients in 
this study were receiving both ECMO and CRRT. Seventy-five percent of the study cohort 
received the same CRRT modality (i.e., CVVHDF) and the CL was in accordance with 
previously published data (20). The difference in the central volume of distribution could 
be explained by two mechanisms. First, the specificity of the included cohort. Indeed, 
the most frequent indication for ECMO was cardiovascular insufficiency in different 

FIG 3 Monte Carlo simulations (n = 1,000) and probability of target attainment for achieving total serum fluconazole concentrations at target AUC0–24/MIC > 

100 at Day 1 for various dosing regimens according to the total body weight (TBW >75 kg and TBW >102 kg).

Full-Length Text Antimicrobial Agents and Chemotherapy

January 2024  Volume 68  Issue 1 10.1128/aac.01201-23 6

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.

as
m

.o
rg

/jo
ur

na
l/a

ac
 o

n 
04

 M
ar

ch
 2

02
4 

by
 1

85
.1

28
.1

40
.6

7.

https://doi.org/10.1128/aac.01201-23


contexts with no septic shock, which could explain the lower volume of distribution in 
our study. Indeed, cardiovascular insufficiency is associated with less capillary leakage or 
restrictive vascular filling compared to septic shock (29). Second, the change in central 
volume of distribution because of ECMO is more likely to occur on the introduction of 
ECMO because of hemodilution from priming solution and ECMO-related physiological 
changes such as systemic inflammatory response syndrome (30). However, in our study, 
the median number of days under ECMO before sampling was 9 days (IQR 6–12), which 
was later than the early resuscitation phase.

During the pharmacokinetic model-building process, lean body weight and total 
body weight on CL improved the model. We decided to keep TBW as a covariate on CL 

FIG 4 Monte Carlo simulations (n = 1,000) and probability of target attainment for achieving total serum fluconazole concentrations at target AUC0–24/MIC > 

100 at Day 7 for various dosing regimens according to the total body weight (TBW >75 kg and TBW >102 kg).
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because it provided more accurate goodness-of-fit plots, bias, and imprecision parame­
ters, and the difference between models including LBW and TBW were not significantly 
different (please refer to supplementary materials). Moreover, TBW was already identified 
as a significant covariate. Indeed, a previous population PK study of fluconazole in 
critically ill obese patients not receiving RRT demonstrated that the loading dose should 
be calculated based on total body weight (i.e., 12 mg/kg) while the maintenance dose 
should be based on renal clearance (31). Lastly, when performing PTA with both models, 
the results were relatively better with TBW than LBW incorporation. As current guidelines 
recommend weight-based dosing for fluconazole (15, 32) and TBW is easier used use 
during routine clinical practice, we kept TBW instead of LBW.

One of the study’s originalities was that we have combined two extracorporeal 
modalities (CRRT and ECMO) that could both influence the PK of fluconazole, at different 
degrees, at least in theory. Of note, it is likely that the PK of fluconazole would be 
significantly influenced by the CRRT than the ECMO by itself (18). When constructing the 
PK model, ECMO-related variables (e.g., ECMO types, flow rates, days under ECMO) were 
not identified as significant predictors of the primary PK parameters. Conversely, when 
looking at CRRT-related variables, the effluent rate and RRT mode were correlated with 
CL, with an R2 of 0.33 and 0.42, respectively. However, when we added these covariates to 
the structural model, the model did not significantly improve statistically. This could be 
explained potentially by the small sample size and limited RRT data. The use of CRRT has 
been shown to influence fluconazole PK in the literature (4, 25, 26, 33, 34). According to 
Li et al., CRRT modalities and effluent flow rates should be considered during fluconazole 
dosing adjustment and a higher dose and/or shorter dosing interval must be used, 
especially when hemodialysis is used (4). The recent study by Roberts et al. highlighted 
that combining convection and diffusion (i.e., CVVHDF) resulted in greater drug CL than 
by convection or diffusion alone (35). Therefore, they recommended a loading dose 
of 12 mg/kg followed by 6 mg/kg q12h as a maintenance dose in patients receiving 
CVVHDF. In our study population, the CVVHDF modality was most frequently used. Our 
dosing simulations showed that 6 mg/kg q12h was one of two dosing regimens able 
to demonstrate 100% target attainment at Day 7 up to a MIC of 2 mg/L. Therefore, our 
results are currently inline with recent data concerning the fluconazole dosing regimen 
during RRT (26, 36).

The current fluconazole dosing guideline for critically ill patients recommends a 
loading dose of 12 mg/kg followed by 6 mg/kg q24h for patients who have had no 
recent azole exposure and are not colonized with azole-resistant Candida spp. (15, 31). In 
the case of CRRT, recent studies suggest keeping the same loading dose but in increasing 
the maintenance dose to 6 mg/kg q12h (35). In the present study, all dosing regimens 
demonstrated more than 90% of PTA only for an MIC of up to 1 mg/L, and 100% of 
directed FTA against C. albicans. Thus, in the case of local ecology with a high prevalence 
of Candida albicans infection, the current dosing regimen is efficacious and safe and 
avoids unnecessary echinocandin exposure. However, in the case of local ecology with 
Candida spp. exhibiting MIC of up to 2 mg/L, only increasing the maintenance dose or 
reducing the interval between two dosing achieved the pre-defined target. Therefore, in 
such a situation with a high prevalence of Candida spp. exhibiting an MIC of >2 mg/L (i.e., 
C. glabrata), we suggest using a different class of antifungal agent.

This study has several limitations. First, this study did not identify ECMO- or CRRT-
related variables to be significant predictors of fluconazole clearance. This could be 
explained by the small sample size and the distribution of PK concentrations (mostly 
during the first 36 hours), and also by the limited data regarding CRRT. A larger sample 
size and more PK data are required to better describe the PK variability of this popu­
lation. Nevertheless, our cohort could be considered as homogeneous population of 
critically ill adult patients on ECMO and CRRT and could be assumed as a good starting 
point for dosing regimen recommendations. Second, samples were obtained from an 
arterial line and not from the ECMO or the CRRT circuit. When sampling directly from 
the circuit in parallel to the arterial line, important information could be obtained to 
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better describe fluconazole PK. Lastly, no information on the type of infection, candida 
isolation, empirical versus prophylaxis versus directed indication for fluconazole use, and 
patient outcomes was collected in this study. Therefore, the proposed fluconazole dosing 
regimens should now be confirmed in clinical studies with outcomes such as clinical 
and/or microbiological cure, ICU/hospital mortality, and length of stay being evaluated.

Conclusion

This is the first study to describe the PK of fluconazole in critically ill adult patients on 
ECMO and CRRT. The current dosing regimen of fluconazole (a loading dose of 12 mg/kg 
followed by 6 mg/kg q24h) in patients on ECMO and RRT provides a high PTA against 
Candida spp. with an MIC of up to 1 mg/L. Based on our model and simulations, TBW 
should be considered and used to calculate fluconazole doses.

MATERIALS AND METHODS

Setting

The ASAP ECMO study was a prospective, open-labeled, multi-center PK study conduc­
ted in five intensive care units (ICU) across Australia, New Zealand, South Korea, and 
Switzerland from November 2012 to November 2019. A detailed study protocol has been 
published elsewhere and is briefly discussed here (22). Ethical approval was provided 
by the lead site (The Prince Charles Hospital, Brisbane, Australia, HREC/11/QPCH/121) 
with individual institutional approvals obtained according to local protocols: Auck­
land City Hospital, Auckland, New Zealand—LRS/12/06/020/AM08; The Alfred Hospital, 
Melbourne, Australia—541/12, Bern University Hospital, Bern, Switzerland—2017-01315; 
Seoul National University Bundang Hospital, Seoul, Republic of Korea—B-1804/465-305; 
and St Vincent’s Hospital, Sydney, Australia—HREC/11/SVH/97. Written informed consent 
was acquired from each participant’s next of kin.

Study population

Patients between 18 and 90 years, hospitalized in ICU, and receiving fluconazole whilst 
undergoing ECMO for respiratory and/or cardiac dysfunction were eligible for inclu­
sion. Patients who had a known allergy to the study drug, who were pregnant, who 
had bilirubin >150 µmol/L, received ongoing massive blood transfusion (>50% blood 
volume) in the previous 8 hours or who received therapeutic plasma exchange in the 
previous 24 hours were excluded.

Fluconazole dosing and administration

Fluconazole was reconstituted and administered intravenously as an intermittent 
infusion, according to local hospital protocols.

Study procedures/protocol

PK sampling was performed on one or two dosing occasions after the patient was 
stabilized on ECMO (i.e., not receiving ongoing acute resuscitation). Blood samples 
were drawn from an existing arterial line and collected into 2 mL lithium-heparinized 
tubes at 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 360, and 480 minutes post-commencement of 
infusion. Blood samples were centrifuged at 3,000 g for 10 minutes to separate plasma. 
Plasma samples were frozen at the study site at −80°C. All frozen plasma samples were 
then couriered to and assayed at the central bioanalysis laboratory at the University 
of Queensland Centre for Clinical Research (UQCCR), Brisbane, Australia. De-identified 
clinical and demographic data were collected by trained research staff. Each study 
site maintained an electronic database for its participants, which was subsequently 
consolidated into a single database.
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Fluconazole assay

Total fluconazole concentrations were measured in plasma by a validated ultra-high-
performance liquid chromatography using two mass spectrometry detectors (UHPLC-
MS/MS) on a Nexera2-8030+ system (Shimadzu, Kyoto, Japan). Clinical samples were 
assayed in batches alongside calibrators and quality controls, and the results were 
subjected to batch acceptance criteria. Linearity was validated over the concentration 
range of 0.1−50 mg/L. Validation of fluconazole measurement demonstrated precision 
within 4.3% and accuracy within 3.6% at 0.1, 0.3, 2, and 16 mg/L.

Population pharmacokinetic analysis

Pmetrics version 2.2.1 (Laboratory of Applied Pharmacokinetics and Bioinformatics, 
Los Angeles, CA, USA) for R (version 4.3.1) was used to develop a population PK 
model for fluconazole (37). One-, and two-compartment models were first constructed 
using non-parametric adaptative grid (NPAG) algorithms with total plasma fluconazole 
concentrations. A stepwise approach was undertaken to build the fluconazole PK model 
to establish: (i) the structural base model, (ii) the best-fit error model, and (iii) the 
development of a covariate model. Elimination from the central compartment was 
modeled as a first-order process. Lambda (additive) and gamma (multiplicative) error 
models were evaluated.

The effect of several biologically plausible demographic and clinical characteristics on 
the PK of fluconazole was assessed for linear, exponential, or logarithmic relationships 
and tested for inclusion into the model. The covariates tested for inclusion were age, 
gender, total body weight, body surface area, body mass index, ideal body weight, 
adjusted body weight, lean body weight, urea, bilirubin, albumin, ECMO mode, ECMO 
flow rate, days on ECMO, CRRT modality (continuous venovenous hemodialysis, CVVHD; 
continuous venovenous hemofiltration, CVVH; and continuous venovenous hemodiafil-
tration, CVVHDF), CRRT effluent flow rate, CRRT blood flow rate, Acute Physiology and 
Chronic Health Evaluation II (APACHE II), and Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) 
scores. As all patients received RRT, renal clearance was not calculated.

Population pharmacokinetic model diagnostic

The best structural model was chosen according to the goodness-of-fit of both the 
population- and individual-observed versus predicted concentration plots, the value of 
the comparative log-likelihood (−2*LL), and the Akaike information criterion (AIC) of 
each run. The goodness-of-fit of the model was assessed by visual inspection of the 
observed versus predicted concentration plots both in population- or individual-scat­
ter plots, the coefficient of determination (r2), slopes, intercept, and bias of the linear 
regression. The predictive performance was also assessed for mean prediction error 
(bias) and the mean bias-adjusted squared (imprecision) of the population and individual 
posterior predictions. Internal validation was conducted via a visual predictive check 
(VPC) to evaluate the predictive performance of the final model with covariates using 
1,000 simulations. The distribution of the observed concentration in this simulation was 
plotted and visually inspected. The final estimated PK parameters from the final model 
were presented as mean, standard deviation (SD), percentage coefficient of variation 
(%CV), median value, and percentage of shrinkage. The %CV represented the inter-indi­
vidual variability. A bootstrap was performed by Pmetrics using a weighted marginal 
distribution of each population parameter, with the 95% confidence interval of the 
median calculated as a measure of the variance as a normal distribution.

Monte Carlo dosing simulations

Different fluconazole dosing regimens in patients with various total body weights (< 
75 kg, 95 kg, >102 kg) were evaluated using Monte Carlo dosing simulation in Pmetrics 
(n = 1,000) using the final model against a specific Candida spp. MIC value ranging from 
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0.03 to 32 mg/L. The ratio of AUC0–24/MIC >100 was chosen as the efficacy target for 
species (38), taking into account the protein binding of fluconazole of 12%. The following 
dosing regimens were evaluated: (i) a loading dose of 12 mg/kg followed by 6 mg/kg 
q24h; (ii) a loading dose of 18 mg/kg followed by 6 mg/kg q24h; (iii) a loading dose 
of 18 mg/kg followed by 12 mg/kg mg q24h; and (iv) a loading dose of 12 mg/kg 
followed by 6 mg/kg q12h. All PTA simulations were assessed at Day 1 (to evaluate 
the loading dose) and at steady state (defined as the seventh day of treatment). A PTA 
value of ≥90% for a particular MIC was considered optimal in our study. To calculate the 
fractional target attainment (FTA), the PTA of each dosing regimen was compared against 
the MIC distribution of Candida albicans obtained from the European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) database (available from www.eucast.org; 
Antimicrobial wild-type distributions of microorganisms, accessed 30 October 2023). The 
empirical FTA was calculated considering the whole range of MIC distribution of Candida 
albicans (n = 2,175) while the directed FTA was calculated by considering a range of 
MICs of the susceptible strains of Candida albicans. Any dosing regimen that achieved an 
FTA value of ≥95% was considered an “optimal” dosing regimen either for empirical or 
directed fluconazole therapy.

As there is no published threshold and specific exposure parameters (e.g., AUC and 
Cmin) that have been associated with fluconazole toxicity, we were not able to incor­
porate this evaluation into our dosing simulations (23). Anaissie et al. reported that 
more adverse effects were observed in patients receiving ≥1,600 mg/day and these 
events were classified as “possibility related” to fluconazole (24). Therefore, as the dosing 
regimens evaluated in our study were all lower than 1600 mg/day, we assumed that the 
likelihood of toxicity would be relatively low.

Statistical analysis

Descriptive analyses were performed using Excel V16.71 where categorical variables are 
presented as counts (percentage) and continuous variables are presented as mean (± 
SD).
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“All we have to decide is what to do with the time that is given us” 

(The Fellowship of the Ring, J.R.R. Tolkien, 1911) 



Résumé de la thèse 
La candidose intra-abdominale est une pathologie associée à une morbi-mortalité élevée en réanimation. A 
ce jour, on ne sait pas si cette mortalité élevée est directement imputable à Candida ou si le fait d'isoler du 
Candida dans le liquide péritonéal est un témoin indirect de la gravité sous-jacente et/ou du terrain du patient. 
Une des sources de la controverse relève du pathogène lui-même : Candida est un microorganisme de la 
flore commensale du tube digestif qui lui confèrerait un statut de colonisant. Sur la base d'autres pathologies 
cliniques impliquant Candida, ce postulat nécessite un microbiote et des défenses immunitaires intacts. 
L'hypothèse de recherche est que, dans les péritonites, Candida passe d'un statut de pathogène colonisant à 
infectant sous l'influence d'un stress environnemental représenté par le liquide péritonéal et les coinfections 
bactériennes. L'objectif principal de cette thèse est d’objectiver la virulence de Candida par une approche 
multimodale : phénotypique, moléculaire et métabolique à partir de prélèvements microbiologiques de 
patients de réanimation atteints de péritonite. Les objectifs secondaires sont d’optimiser le diagnostic de 
cette infection par l’utilisation de méthodes dites « non basées sur la culture » et le traitement antifongique 
par une approche pharmacocinétique et pharmacodynamique. Au cours de ce travail, deux études évaluant 
des approches diagnostiques novatrices fondées sur le 1,3 beta-D-glucan péritonéal et l’approche par 
microcalorimétrie indirecte ont été menées. L’aspect thérapeutique comporte une revue narrative sur les 
particularités pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de la candidose intra-abdominale et leurs impacts 
sur les posologies d’antifongique. Savoir identifier les patients qui nécessitent un traitement antifongique et 
optimiser ce traitement en termes de posologies et durée s’intègrent dans le cadre du « bon usage des 
antifongiques ». Ce concept est développé dans ce travail, avec une applicabilité pour la candidose intra-
abdominale. Enfin, l’immunité locale péritonéale et systémique joue probablement un rôle important sur 
l’expression de virulence de Candida. Une revue de la littérature centrée sur l’immunité péritonéale est 
rapportée afin de mieux appréhender son rôle dans les candidoses intra-abdominales. 
Ce travail pose donc les bases des futures études pour la candidose intra-abdominale : typologie de patients 
à inclure, analyse de la virulence de Candida, adéquation du traitement antifongique et évaluation du statut 
immunitaire. L’objectif in fine est de tendre vers une médecine personnalisée afin d’administrer un traitement 
antifongique au patient qui le nécessite, à la bonne posologie et pendant une durée adéquate.  
Mots clés : candidose intra-abdominale ; Candida ; beta-d-glucan ; virulence ; réanimation. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Intra-abdominal candidiasis in the critically ill patient is a pathology burdened with high morbidity and 
mortality. To date, it is not known whether this high mortality is directly attributable to Candida or whether 
the fact of isolating Candida in the peritoneal fluid is an indirect witness to the patient's underlying conditions 
(severity or comorbidities). One of the sources of controversy relates to the pathogen itself: the Candida 
yeast is a pathogen of the commensal flora of the digestive tract which gives it a colonizing status. Based on 
other clinical pathologies involving Candida, this premise requires an intact microbiota and immune 
response. We hypothesised that, during intra-abdominal candidiasis, Candida changes from a colonizing 
pathogen to an infecting pathogen under the influence of environmental stress (peritoneal fluid, coinfection 
with bacteria) and in the absence of eradicator immunity. The main objective of this research is to 
demonstrate the change in Candida status by a multimodal approach. The Candida morphology and growth 
(phenotype), the expression of the gene involved in its pathogenicity (molecular) and metabolic activity (heat 
production) will be evaluated in peritoneal samples from critically ill patients with peritonitis. Secondary 
objectives encompass (i) the evaluation of “non-culture” based method to rule in or out the presence of 
Candida during severe intra-abdominal infections the 1.3 beta-d-glucan to rule out the presence of intra-
abdominal candidiasis, and (ii) the optimisation of antifungal dosing using a pharmacological approach. The 
diagnostic optimisation will focus on the interest of peritoneal 1.3 beta-d-glucan and the evaluation of an 
innovative microcalorimetry method to rule out and in the presence of Candida in the peritoneal fluid. To 
optimise the drug dosing, a narrative review of all study evaluating antifungal dosing regimens and 
pharmacokinetic data will be performed. Diagnostic and therapeutic optimisation belong to the antifungal 
stewardship which will be described in the context of intra-abdominal candidiasis. Last, the immune status 
appears to have a major role in the control of Candida infection. The state of art of the immune aspects of 
fungal control will be performed. Thus, this study lays the groundwork for future research on intra-abdominal 
candidiasis, including the identification of relevant patient populations, analysis of Candida virulence 
factors, assessment of the adequacy of antifungal treatment, and evaluation of immune status. The ultimate 
goal is to work towards personalized medicine, aiming to provide antifungal treatment to the patients who 
really need it, with the right dosage and duration. 
Keywords : intra-abdominal candidiasis ; Candida ; beta-d-glucan ; virulence ; critically ill patients. 
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