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B-D-glucane:
Evaluation et mise en routine
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Introduction LHUB-ULB

e Généralités
- Mycoses superficielles ou cutanées (teigne, folliculite, pytiriasis versicolor,
onychomycose, ...)

- Mycoses sous-cutanées (mycétomes)

- Mycoses au niveau des muqueuses (candidose orale, génitale, ...)

- Mycoses profondes ou systémiques

Onyxis
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Introduction LAUB-ULB

 Mycoses profondes ou systémiques

Espéces fréquentes

Levures Candida spp.
Cryptococcus neoformans
Trichosporon spp.

Champignons filamenteux Aspergillus spp.
Mucor
Fusarium spp

Champignons dimorphiques Histoplasma capsulatum

Présentation clinique peu spécifique :

ale
m - Etat septique (fievre, toux, dyspnée) ’/(LK‘ - Foyer radiologique

- Autres localisations (coeur, reins, foie, ceil, intestin, cerveau)
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Introduction LHUB-ULB
* Mycoses profondes ou systémiques

2 CNR : UZ Leuven et CHU de Liege

1,5 million de déces annuel dans le monde

10 principales causes de mortalité infectieuse

Comorbidités Liés au matériel de soin

e Hémopathies malignes e Corticothérapie e Cathéters intravasculaires
e SIDA e Anticancéreux et e |ntubation de longue
e Diabéte immunosuppresseurs durée
e Atteintes pulmonaires e Transplantation e |ntervention chirurgicale
e Antibiothérapie a large
spectre
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Diagnostic des infections fongiques &
invasives (IFl)

 Méthodes diagnostiques

Tests diagnostics

Hémoculture Peu cher, spécifiqgue  Faible sensibilité,
Candidose lent
Ag mannane Rapide, peu cher Faible sensibilité
PCR Rapide, sensible Cher
Galactomannane Sensible En batch
Aspergillose Lateral Flow Assay  Rapide, single test Laborieux
PCR Sensible Cher
Pneumonie a PCR Sensible Cher
P. jirovecii
Immunofluorescence Spécifique Faible sensibilité
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Diagnostic des infections fongiques ®
. . LHUB-ULB
invasives (IFl)

 Méthodes diagnostiques

Prélevement ‘ r ament sz gL : 3_-_"‘
respiratoire PCR ~ Sérum/plasma
’ \\ Aspergillus ’ ¢ e
Examen Recherche de / l
microscopique galactomannane
Etat frais/ (antigéne +/- Recherche de
colorations aspergillaire) Sérologie béta-glucanes
!

~ Identification
S -
Macro-microscopie mm’:;:tg:g&
Détermination de la sensibilité aux )
antifongiques (mesure des concentrations » =
minimales inhibitrices) e
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Diagnostic des infections fongiques ®
. . LHUB-ULB
invasives (IFl)

Faible spécificité des signes
clinigues

Localisation profonde des
foyers infectieux —

Retard diagnostic et
thérapeutique

‘ Amélioration du diagnostic pour une meilleure .EE?DG.'teDI!StTAA‘Ty
prise en charge thérapeutique

LIMUSAVE MT-7500
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Dosage du B-D-glucane LHSRLB

 Composant ubiquiste de lI'environnement :

* Constituant polysaccharidique majeur de la W { Glycoprotein
paroi de nombreux champignons

* Libération et circulation dans le sang des
patients atteints d’infections fongiques
Invasives

Cell

¥/ B=-D=-Glucan wall
k Chitin

Plasma membrane

—_

— Integral protein

(1-3}-p-D-glucan
-3)-4-D-Gicp-{1-
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Dosage du B-D-glucane [HUB-ULB

e Especes avec B-D-glucane :

C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis ...
A. fumigatus, A. niger, ...
P. jirovecii
Saccharomyces cerevisiae
Fusarium spp.
Trichosporon spp. .
Acremonium spp. e R
Coccidioides immitis

Histoplasma capsulatum

- Sporothrix schenckii, etc...
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Dosage du B-D-glucane [HUB-ULB

* Présence faible/absence de B-D-glucane:

- Cryptococcus spp.

- Blastomyces dermatitidis
- Zygomycetes ou mucorales (Absidia, Mucor, Rhizopus)
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Dosage du B-D-glucane [HUB-ULB

e Limule ou « crabe en fer a cheval » (Limulus
polyphemus)

e Test basé sur le LAL (Limulus amebocyte lysate)

e Réaction au contact de I'endotoxine et du B-D-
glucane

* Clivage de la protéine coagulogene en coaguline
insoluble responsable du gel-caillot

* Prétraitement par détergent non-ionique +
polymyxine B =>inactivation endotoxine
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Dosage du B-D-glucane [HUB-ULB

* Principe du test

- ORI ) ) R(t) 4 R(t): Percent transmittance = [I(t)/lo] x 100
(1—3) — B —D — Glucan : Fungi ® A: Threshold value
B: 100%-A
Tg: Gelation time
g Activated
Factor G 100% —
\ A
Y
8 »
c
£
Proclotting Enzyme Clotting E
Enzyme E < To >
© B
@
Coagulogen Coagulin i% il

(Gel)

Reaction time

Test cinétique et turbidimétrique (quantitatif)

Temps de mesure : Max. 90 minutes
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Dosage du B-D-glucane [HUB-ULB

Caractéristiques:

Réactif de test unique (pas de contamination)

Durée du test 90 minutes maximum

Matrices : sérum, plasma

FUsiFig

- /~Glucan Test

R2:LaL Reagent
-

Calibration : 4 points (usine) .

Dosage quantitatif (1 - 3) -B-D-glucane

Plage de mesure : 6 a 600 pg/mL

Valeur de référence: < 7 pg/mL
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Dosage du B-D-glucane [HUB-ULB

SAMPLE PRETREATMENT MEASUREMENT
Pipette sample Incubating 70 °C Cooling Transfer sample Set the tube in the
0.1mL 10 minutes min. 3 minutes 0.2mL LIMUSAVE MT-7500

= L. Mixing

D))

Mixing

) -

Pretreatment LIMUSAVE MT-7500 Cooling Station Pretreated LAL LIMUSAVE MT-7500
Solution = THERMOSTATION TS-70/20 sample Reagent

19 February 2025 “



6
Dosage du B-D-glucane LHSRLB

* Mesure de I’échantillon

Insérer doucement le tube dans le puit
prévu jusqu'a ce que le tube touche le fond
du puits. Un bip sonore retentit et la mesure

£ Time course

Pipetter 200 uL d'échantillon
pré-traité dans le tube R2 *

commence.
[Well status (Screen)]
Vortexer 5 BDG
* . o v SeC En attente de test: .
t '
' |
Lf o fo8, Test en cours: O
{ (I N
W2 ML [Status LED (Optical unit)]
BDG
En attente de test: Vert allumé
Vérifiez que le réactif LAL est complétement Test en cours : Vert clignotant

dissous et ne contient pas de bulles d'air.
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Diagnostic des infections fongiques
invasives (IFl)

* Diagnostic de la pneumonie a P. jirovecii

neg
serum /
BG

e PCP CAN be ruled out (AII)

Clinical no BAL
suspicion of possible
PCP in non-HIV BAL 7
IC patients
yes
\z
gPCR and IF
|
I I I I
gPCR - gPCR + qPCR + qPCR -
IF - IF + IF - IF +
PCP CAN be PCP (AII) Provides Technically
ruled out (AII) high level of inconsistent
suspicion of PCP Consider false+
Considerations: OffIF Ondfl_?r
. . alse-o
1. A high fungal load is qPCR

19 February 2025

suggestive of PCP, although
thresholds are not definitively
defined
2. For low fungal loads consider BG in
serum to support the diagnosis

induced

k PCPOr ——> — > URS
other IFls / sputum no
yes yes
v
gPCR and IF
|
[ | | |
gPCR - qPCR + qPCR + qPCR -
IF - IF+ IF - IF +
PCP CANNOT PCP (AII) Provides Technically
be ruled out high level of inconsistent
(AII) suspicion of PCP Consider false+
Considerations: OffIF Gndffor
. . alse-o
1. A high fungal load is qPCR

suggestive of PCP, although
thresholds are not definitively
defined




Diagnostic des infections fongiques &
invasives (IFl)

UNIVERSITAIR LABORATORIUM BRUSSEL

* ECIL (European Conference on Infections in Leukemia) 2016
- Détection du B-D-glucane sérique = outil de diagnostic contributif
- Exclusion du P, jirovecii avec un résultat de test négatif (VPN élevée)

 ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases) 2012

- Le B-D-glucane est recommandé en cas de candidémie

- La détection en série (2 fois/semaine) chez I'adulte utile pour exclure une
infection
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Diagnostic des infections fongiques &
invasives (IFl)

UNIVERSITAIR LABORATORIUM BRUSSEL

 ESCMID-ECMM-ERS (European Confederation of Medical Mycology —
European Respiratory Society) on Aspergillus diseases 2017

- Role limité au test exclusif du B-D-glucane
- Association avec le galactomannane ou la PCR

* New strategies for the current pandemic — detection of COVID 19 Associated
Pulmonary Aspergillosis (CAPA)

- Test sérique du B-D-glucane recommandé comme exigence minimale (non
invasif)

- A combiner avec galactomannane sur LBA et PCR
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Objectifs du travail [HUB-ULE

e Dosage B-D-glucane :
- Sous traitance a I’'UZ Leuven
- Désormais disponible au LHUB-ULB

Intérét du B-D-glucane

Mise en routine o
dans les IFl principales:

e Améliorer le TAT et la e Pneumonie a P.
prise en charge Jirovecii
thérapeutique e Candidose

e Aspergillose
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+ Comparaison TOXINOMETER vs. LIMUSAVE ,@f@
* Valeur de référence : < 7pg/mL i!/“_ya,

e Total = 35 échantillons

LIMUSAVE MT-7500 (LHUB-ULB)

Positifs Negatifs
TOXINOMETER Positifs 13 0
MT-6500 o
(KUL) Négatifs 0 22

mm) Concordance = 100%
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Evaluation LFUB-ULB

* Comparaison TOXINOMETER vs. LIMUSAVE /r‘
JAUDES

* Regression de Passing et Bablok (n=15/35) ¢

é/

Coefficient IC 95%

—— passing Bablok it Pente 0,9062 0,6898 — 1,076
[y=1,428 + 0,9062 x)
Ordonnée a 1,428 -0,02486 — 3,018
I'origine

150
BDG KUL (pg/ml)
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Interférences LRUB-ULB

., , : iy,
* Liées au préanalytique ()

- Nature des tubes de prélevement

- . o
125- 125 Stockage : -20°C
"l mo_&@\
£ 754 L 754 \ : .
& : ]
§ c e
% 50 § BO=--cccrrennncrnannaaaaan. [ ...
-4 o
25= 254
0 T T T O T T T
0 3 24 48 01 7 14 28

Time [hours] Time [days]

- Borosilicate 1 “~ Polyethylene —e— Borosilicatel —+— Polyethylene

— Borosilicate 2 Polypropylene —=— Borosilicate 2 Polypropylene

- Pas de différence significative entre les différents contenant 3 heures apres

- Contenant en polyéthyléene : non adapté ﬂ
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Interférences

* Liées a la prise en charge du patient @
- Hémodialyse (membrane de cellulose!)

A
10000 r

(1-3)-p -D-glucan concentration, pg/mL

Before HD After HD

(1-3)-p -D-glucan concentration, pg/mL

B
10000

Before HD

(1—3)-p -D-glucan concentration, pg/mL

Cc
10000

1000 ¢

100

10 e——
RS

1

Before HD After HD

- Compresses (présence de B-D-glucane)

19 February 2025 “
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A: cellulose triacétate
B: cellulose
C: polymethyl methacrylate

—>Membrane de cellulose
a éviter chez patients avec
suspicion d’IFl
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Interférences LFUB-ULB

* Liées a la prise en charge du patient @
_ Immunoglobulines

_ Albumine

_ Facteurs de coagulation

_ Beta-lactamines (pipéracilline-tazobactam)
_ Chimiothérapie

* Liées a des infections bactériennes

_ Bacilles gram négatif

_ Streptocoques

19 February 2025 ﬂ



Conclusion NOTE CFUB- UE
B-D-glucane =

* Avantages:
Test rapide, facile a mettre en oeuvre

Indiqué en cas de suspicion d’infections fongiques invasives ( A champignons
dépourvus de B-D-glucane )

Outil contributif dans les pneumocytoses (VPN élevée) et les candidoses invasives

Limites : Faible spécificité

Outil complémentaire aux autres tests biologiques

Risque de faux positifs et négatifs

Place dans les aspergilloses invasives pas clairement établie

=) |[mportance du contexte clinique, des résultats radiologiques et microbiologiques
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Perspectives LHUB-ULB

* Etude de la place du B-D-Glucane dans l'aspergillose invasive
* Relation entre B-D-Glucane et galactomannane
* Emettre des recommandations du dosage dans l'aspergillose invasive

19 February 2025 a
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