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Abréviations

ADN
ADNr
Al
ARN
ARNr
BD
CHU
dNTP
DO
e.g.
EIA
ELISA
FISH
GM
GVHD
HLA
IFI
IRM
ITS
LBA
LCR
LiPA
PCR
RFLP
RIA

SNC
SSCP
Tm

US FDA
VIH

Acide DésoxyriboNucléique

ADN ribosomal

Aspergillose Invasive

Acide RiboNucléigue

ARN ribosomal

B-D-glucane

Centre Hospitalier Universitaire
Désoxyribonucléotide

Densité Optique

exempli gratia (par exemple)

Enzyme ImmunoAssay

Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
Fluorescence par Hybridation In Situ
GalactoMannane

Graft-Versus Host Disease

Human Leucocyte Antigens

Infection Fongigue Invasive

Imagerie par Résonance Magnétique
Internal Transcribed Spacer

Lavage Broncho-Alvéolaire

Liquide Céphalo-Rachidien
Reverse-hybridization Line Probe Assay
Polymerase Chain Reaction

Restriction Fragment Lenght Polymorphism
RadiolmmunoAssay

Reverse Line Blot hybridization assay
Systeme Nerveux Central

Single-Stranded Conformation Polymorphism
Melting Temperature

United State Food and Drug Administration

Virus de 'Immunodéficience Acquise
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Les infections fongiques invasives (IFT) sont une cause importante de morbidité et de
mortalité chez les patients immunodéprimés. L’émergence d’infections dues a des espéces de
levures autres que Candida albicans ou & des champignons filamenteux autres qu’dspergillus
sp. impose une identification précise de ’agent responsable d’une infection pour adapter au

micux le traitement antifongique des patients.

Cependant, le diagnostic des IFI et I'identification des microorganismes en cause sont
souvent difficiles. Les signes cliniques sont peu spécifiques. Les hémocultures et les cultures

des biopsies de tissus infectés sont souvent négatives.

Pour tenter d’améliorer les performances du diagnostic de ces infections, des
techniques de détection par amplification génique de séquences d’ADN fongique présentes
dans les liquides biologiques ou les tissus infectés ont été proposées. Une des stratégies
utilisées est la détection ciblée d’une espéce donnée en utilisant un couple d’amorces
spécifiques d’une séquence de 'ADN de ’espéce considérée. Une autre approche est la
détection dite « universelle » de séquences d’ADN d’origine fongique. Dans ce cas, les
amorces sont choisies pour s’hybrider avec des séquences conservées ou « consensus » du
génome des champignons qui encadrent des régions de séquences variables selon les espéces.
L’identification de I’espéce est faite alors par hybridation avec une sonde spécifique ou par le
séquencage des produits d’amplification. Ces techniques de détection universelle ont été
¢valuées pour rechercher de I’ADN fongique & partir d’échantillons de liquides biologiques
ou de prélévements tissulaires. Les génes fongiques ciblés par les techniques d’amplification
« universelle » appartiennent au complexe génique codant pour les ARN ribosomaux (ARNr)
185, 285 et 5,85 qui sont séparés les uns des autres par les régions ITS 1 et ITS 2 (Internal
Transcribed Spacer 1 et 2). Chez les champignons, les séquences des génes codant pour
I’ ARNT sont relativement conservées parmi les espéces et sont done moins discriminantes que
les séquences des régions ITS qui ont un degré de polymorphisme plus grand, Mais le nombre
¢levé de copies des génes codant pour Jes ARNr 85, 28S et 5,85 dans le génome des
champignons a I"avantage de conférer une grande sensibilité aux techniques d’amplification

génique ciblées sur cette région.

L’objectif de notre ctude est d’évaluer I'intérét de P’amplification des séquences
d’ADN codant pour les régions ITS 1 et 2 4 I’aide d’amorces consensus situées sur I’ ADNr

pour la détection et I’identification de champignons a ’origine d’TFI.
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1. Les infections fongiques invasives

1.1.Epidémiologie

Selon une étude réalisée entre 1998 et 1999 en France, I’incidence des IFI a été
estimée 4 9,2/1000 admissions en Hématologie (1200 IFI par an), 4 6,3/1000 en Réanimation
(1300 IFI/an) et 4 5,2/1000 en Maladies infectieuses (350 IFI/an) [74]. Sur 209 dossiers
détaillés, 66% des IFI en Hématologie étaient dues a des aspergilloses, 29% & des candidoses,
3% a des cryptococcoses et 2% & des mycoses plus rares mais considérées comme émergentes
(mucormycose, fusariose, scédosporiose, trichosporonose). Il est & noter également que 70%

des IFI en Réanimation étaient dues 4 des candidoses.

1.1.1, Candidoses

I existe différentes formes de candidoses invasives :

- la candidémie, définie par au moins une hémoculture positive &

Candida, avec ou sans localisation endocarditique,
- la candidose profonde avec atteinte d’un organe profond,

- la candidose aigué disséminée, définie par I’atteinte d’au moins deux
organes profonds non-contigus avec ou sans formes métastatiques

cutanées diffuses.

Une candidose invasive va étre fortement suspectée en présence de fievre isolée

résistante aux antibiotiques avec altération de 1’état général chez un patient a risque.

1.1.1.1. Facteurs de risque

L’origine de linfection par des levures du genre Candida est le plus souvent
endogéne. Les levures du genre Candida, en particulier Candida albicans, sont intégrées dans

la microflore des tractus gastro-intestinaux et oropharyngés chez I'Homme. L’altération des

14



mécanismes de défense en cas d’hospitalisation, de diabéte ou d’un deéficit immunitaire, est
associée a une colonisation grandissante par Candida. La suppression de la flore bactérienne
habituelle du tube digestif par 1’administration d’antibiotiques a large spectre permet la
croissance et la prolifération en quantité anormalement importante de levures du genre
Candida. Une fois colonisées, les muqueuses lésées autorisent la translocation microbienne &
travers la barriére intestinale digestive [116]. Cette translocation est facilitée par des
conditions telles qu’un iléus intestinal, la radiothérapie, une rupture de la barriere muqueuse
résultant d’actes chirurgicaux, des médicaments modifiant le pH intestinal, un drainage ou

une ischémie de perfusion [115].

La transmission croisée de levures est cependant possible, comme [’atteste la
description de nombreuses épidémies lides la plupart du temps & des transmissions
manuportées [121] ou & des contaminations des liquides de perfusion ou de nutrition

parentérale [15, 52].

1.1.1.1.1.Facteurs généraux

Les facteurs généraux tels que les dges extrémes (vieillard, prématuré), une maladie
sous-jacente débilitante, la présence de comorbidités nombreuses, la convalescence d’une
opération chirurgicale majeure, la présence de dysfonction organique ou d’un score de
sévérité de la maladie témoignant de perturbations physiologiques importantes, sont
considérés et déterminés dans la plupart des études comme des facteurs de risque de

Vinfection & levure du genre Candida (tablean 1).

1.1.1.1.2. Facteurs spécifiques

Des facteurs de risque plus spécifiques associés aux infections & Candida ont été
identifiés chez des patients ayant acquis des candidémies nosocomiales [13, 125]. En
particulier, I’hémodialyse ou I’ultrafiltration rénale & des fins de support de fonction, les
brillures étendues ou I’exposition & de multiples antibiotiques & large spectre, ainsi qu’a des
manoeuvres invasives et des accés vasculaires multiples, sont des facteurs de risques

indépendants en analyse multivariée (tableau 1).

15



La colonisation par des levures du genre Candida a été identifiée comme un facteur
indépendant de P’acquisition d’une candidémie dans plusieurs études [115]. L’importance du
degré de colonisation dans le risque d’acquisition d’infection sévére a Candida a €té mise en
évidence il v a plus de 20 ans chez des patients ayant eu une chirurgie abdominale [141].
Chez des patients victimes de maladies cancéreuses, Martino et al. [88] ont relevé que la
candidémie se développait chez 32% des patients colonisés au niveau de plusieurs sites
corporels, comparativement & 1% seulement chez ceux colonisés au niveau d’un seul site et

0,5 % de ceux qui n’étaient pas colonisés par Candida.

Une exposition préalable ou concomitante a une antibiothérapic a large spectre
constitue un facteur de risque indéniable d’infection & Candida, et en particulier de
candidémie. Plus le spectre est élargi et plus la durée d’antibiothérapie est prolongée, plus le
risque de complication fongique est important. Dans 1’étude de Fraser et al. [33], 94% des
patients développant une candidémie avaient été exposés au préalable a des antibiotiques et
62% avaient regu plus de quatre agents différents avant de développer la candidémie. Tout
antibiotique & large spectre, par son effet de destruction de la flore intestinale autorisant la
croissance de levures du genre Candida, peut étre associé & une augmentation du risque

d’infection secondaire.

Les patients admis en réanimation sont a risque élevé d’infections a levures du genre
Candida, compte tenu du fait qu’ils cumulent souvent plusieurs facteurs de risque (tableau 1).
Les anomalies de la fonction immunitaire compliquant les perturbations physiologiques
contribuent & accroitre le risque infectieux. La transplantation d’organe associant
’intervention chirurgicale majeure et des traitements immunosuppresseurs évitant le rejet,
placent le patient a risque infectieux élevé, en particulier en cas d’exposition prolongée a des
antibiotiques a large spectre, d’accés intravasculaires et de drainages multiples, de fuites des
anastomoses digestives, biliaires ou pancréatiques et de colonisation précoce par Candida
[151]. Le recours a4 de multiples accés vasculaires, souvent nécessaire au support des
fonctions vitales, constitue un facteur de risque prédominant chez le patient colonisé par des
levures du genre Candida ; entre 60 et 80% des épisodes de candidémie sont secondaires a

des infections d’acces vasculaires [115].
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Tableau 1. Facteurs de risques prédisposant aux infections a levures du genre Candida,

d’aprés Pittet, Encyclopédie Médico-Chirurgicale [115].

- Facteurs gé’ﬁéfﬁﬁx ,,,,,
- Les facteurs generaux sont
bacterlennes ou fong1ques

! augm te d’mfectlons osocomlales'ﬁ'

| Ages extrémes (v1eillard premature) o
Maladie débilitante, diabéte
Présence de (nombreuses) comorbidité(s)
Séjour prolongé en réanimation
Antécédent récent de chirurgie digestive ou urologique
Cathétérisation vésicale en particulier en cas de chirurgie urologique

Recours a une cathétérisation vasculaire (multiple)

g’-‘gFacteurs speclf‘ qu
+Ces facteurs sont plus s eclﬁquement assoc1es aun rlsque augmente d’infections & Ievures Ry
: du genre Candzda S __ e

‘Colomsanon par Ca};zdzda Sp.

Exposition a des antibiotiques a large spectre
Neutropénie

Insuffisance rénale et hémodialyse/hémofiltration
Nutrition parentérale totale

Immunosuppression et transplantation d’organe solide
Diminution de 'immunité cellulaire

Traumatisme (multiple) majeur

Briilures étendues

Tuite digestive aprés anastomose chirurgicale

[1éus intestinal et diarrhée
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1.1.1.2. Agents responsables et incidence

Les levures du genre Candida sont des cellules de forme variable (globuleuse, ovoide,
cylindrinque & allongée) dont la reproduction se fait par bourgeonnement multilatéral. Le
pseudomycélium peut étre absent, rudimentaire ou bien développé selon les espéces.
Certaines espéces, comme Candida albicans possédent un vrai mycélium. Environ 200

espéces sont connues dont 10% responsables d’infections humaines.

L’incidence des candidémies est en France de 0,22 4 0,29 pour 1000 admissions mais
elle est variable selon les établissements (0,52 dans les Centres Anti-Cancéreux, 0,24 dans les

CHU, 0,10 dans les hopitaux généraux) [126, 148].

Avec une prévalence de 8,5%, les candidémies étaient classées au géme

rang des
infections systémiques aprés les entérobactéries, Staphylococcus aureus, les Staphylocoques &

coagulase négative et Pseudomonas aeruginosa en Réanimation en 2006 [17].

On observe réguliérement une diminution du taux de Candida albicans au profit des
espéces non albicans [112). Candida albicans représente actuellement environ 56% des
Candida isolés d’hémoculture en Europe, les espéces non-albicans étant représentées
principalement par Candida glabrata (14%), Candida parapsilosis (13%), Candida tropicalis
(7%) et Candida krusei (2%) [148]. La proportion d’espéces non-albicans est plus importante
chez les patients d’Hématologie. Ainsi, d’aprés 1’étude épidémiologique de 'EORTC de 1992
a 1994 réalisée dans 30 services hospitaliers européens, Candida albicans serait & 1’origine de
70% des candidémies observées chez des patients atteints de tumeurs solides, alors qu’il n’a
été retrouvé que dans 36% des candidémies survenues des patients ayant une hémopathie

[152].

1.1.1.3. Pronostic

La mortalité reste importante (environ 40% de mortalité globale) et au moins 20 a 30%
de mortalité attribuable. Elle est d’autant plus élevée si I'infection est causée par Candida
krusei (55%) ou Candida glabrata (45%). La mortalité 4 30 jours est estimée a 38% [148].
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La mortalité secondaire aux infections invasives a Candida albicans a diminué chez
les greffés de cellules souches hématopoiétiques grice a l'utilisation étendue du fluconazole

en prophylaxie [85, 86].

1.1.2. Aspergilloses

Le tableau clinique typique est une pneumopathie fébrile résistante a une
antibiothérapie 4 large spectre chez un patient & risque mais la dissémination & tous les
organes est possible. L’atteinte du systéme nerveux central est fréquente chez le patient

allogreffé trés immunodéprimé.

1.1.2.1. Facteurs de risque

Les facteurs de risque de survenue d’une aspergillose invasive (Al) sont liés a I’¢tat
d’immunodéficience de 1’héte et & des facteurs exogénes liés a l'environnement. Les moyens
de défense anti-aspergillaire sont imparfaitement connus. Quatre ont été clairement identifics :
la barriére muco-ciliaire, les macrophages alvéolaires, les polynucléaires neutrophiles, des
cytokines TH1 dépendantes. L'altération d'un ou plusieurs de ces moyens de défense est

ratiquement toujours une condition préalable au développement d'une aspergillose invasive.
praug 3! p PP Y

Les modifications d'environmement majorant le risque aspergillaire sont surtout les
travaux portant sur le gros oeuvre des batiments. Des facteurs climatiques saisonniers (période

hivernale, estivale) pourraient influer sur I’aérocontamination par Aspergillus.

Les modes de contamination sont essentiellement 1’inhalation de spores (porte d’entrée
pulmonaire ou sinusienne) et plus rarement le dépdt de spores sur des plaies, briilures, site
opératoire [6, 96]. La prévention est donc indispensable avec I’isolement protecteur chez le
patient neutropénique (<500 /mm’) ou immunodéprimé dans une chambre protégée avec
filiration de I’air, la suveillance de Pean et de I’alimentation, le respect des régles rigoureuses
de circulation des personnes et des biens, les protocoles de bionettoyage et les prélévements

d’air et de surfaces (surveillance de la biocontamination fongique environnementale).
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1.1.2.1.1.Hématologie clinique

En Hématologie clinique, cinq facteurs de risque ressortent de l'analyse de la
littérature comme clairement identifiés [5]. Chacun d'entre eux induit une augmentation du
risque potentiel, qu'il est difficile d'évaluer avec précision. Le risque aspergillaire augmente

encore plus clairement lorsque plusieurs de ces facteurs se cumulent :

—  La neutropénie est un facteur de risque majeur. Entrent en ligne de compte
son degré et sa durée : le risque aspergillaire augmente si le taux des
polynucléaires neutrophiles est inférieur a 500/mm® pendant une période
supérieure ou égale & 2 semaines ou en cas de neutropénie inférieure a

100/mm’ quelle qu'en soit la durée.

— La corticotérapie a posologie élevée et prolongée est un facteur favorisant
reconnu malgré des controverses sur la valeur seuil de la dose quotidienne et de
la durée : le seuil d'augmentation du risque généralement admis est de
1mg/kg/jour de méthyl prednisolone ou de prednisone pendant une a trois

semaines.

— La colonisation des voies aériennes supérieures et/ou inférieures par
Aspergillus est hautement prédictive (60 & 90%) d’une Al lors d’un épisode

ultérieur de neutropénie sévére et/ou prolongée.

—  Un antécédent d'Al antéricure expose 4 un risque de rechute supérieur a
50%, en cas de neutropénie ultérieure, malgré une chimioprophylaxie

secondaire.

— L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques est une situation
particuliére par le cumul des facteurs de risque, dont rend compte la morbidité
aspergillaire majeure chez ces patients. L'Al est dans plus de 50% des cas une
infection tardive, survenant de 60 a plus de 100 jours aprés la greffe chez des
patients non neutropéniques. Les facteurs de risque identifiés sont au nombre
de 3: la réaction du greffon contre I'hdte, dont le traiternent curatif
(corticoides) a un rdle aggravant ; le type de greffe, une allogreffe de moelle
phéno-identique (donneur et receveur appariés mais non apparentés) ou une

greffe partiellement incompatible sont plus & risque qu’une greffe géno-
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identique (donneur et receveur appariés et apparentés); linterruption des

mesures de protection (chambre 2 air traité).

Interviennent aussi comme facteurs favorisants sans qu'il soit possible de leur donner
une valeur formelle, le type de maladie en traitement (maligne ou non), la notion de
rechute(s), la situation de deuxié¢me greffe, la séropositivité vis & vis du Cytomégalovirus,
I’utilisation d’une irradiation corporelle totale pour le conditionnement [S]. Une porte d’entrée
cutanée (cathéter intra cave), des lésions muqueuses induites par la chimiothérapie, un diabete
secondaire & la corticothérapie et/ou 3 I’asparaginase ont peut-étre un role favorisant mais la
place de ces facteurs est difficile & préciser car ils se cumulent généralement aux facteurs de

risque précédents.

1.1.2.1.2. Transplantation d’organe

En transplantation d’organe, le risque aspergillaire est li€ aux particularités de I’organe

transplanté, aux modalités du traitement immunodépresseur et & des facteurs d'environnement
[5].

En transplantation hépatique sont reconnus comme facteur de risque : les hépatites
fulminantes et sub-fulminantes, des suites opératoires compliquées (dysfonction du greffon,
sepsis, insuffisance rénale aigué traitée par hémodialyse, thrombopénie, transfusions
multiples, réinterventions) et les retransplantations. En transplantation pulmonaire, ’infection
4 CMYV et une colonisation post opératoire précoce sont généralement retenus comme facteurs

de risque.

Le traitement immunosuppresseur repose sur des molécules dont le mode d'action est
encore incomplétement élucidé, et qui induisent un déficit immunitaire fonctionnel, mais pas
ou peu de neutropénie. L’intensité de Pimmunodépression induite majore le risque
aspergillaire.” Celui-ci est maximal lors des 3 & 6 premiers mois post-greffe et lors des
épisodes ultéricures de rejet. Parmi les médicaments utilisés se détache principalement le rble
favorisant de la corticothérapie. Lorsqu'elle est administrée a une posologie supérieure a
1.25mg/kg/j de prednisone ou methylprednisolone, elle est reconnue comme facteur
favorisant. La durée n’est pas précisée. Les posologies utilisées avant 1980 induisaient done

un risque reconnu. Le meilleur contrdle du rejet de greffe li¢ a Pintroduction de nouvelles
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molécules (ciclosporine, tacrolimus) a permis de diminuer les doses quotidiennes de stéroides
et la fréquence des bolus comme traitement des rejets. La ciclosporine, le tacrolimus
n'apparaissent pas constituer un facteur de risque propre. Le risque d'aspergillose invasive a

diminué en transplantation rénale et cardiaque depuis ’utilisation de ces molécules.

1.1.2.2. Agents responsables et incidence

Les champignons du genre Aspergillus sont des moisissures a filaments septés
caractérisées par la présence de conidiophores renflés a 1’extrémité en vésicule et de phialides
qui se forment directement ou par I’intermédiaire de métules sur cette vésicule. Les phialides
produisent des conidies en chaine. L’ensemble vésicule, phialides et conidies est appelé téte
aspergillaire. Une quarantaine d’espéces sont pathogénes pour I’homme [96]. L’espéce
Jfumigatus est de loin la plus fréquemment impliquée en pathologie humaine, les autres
espéces, notamment flavus, nidulans, niger, terreus et ustus sont plus rarement impliquées. Ce
sont des champignons ubiquitaires de I’environnement et opportunistes pour 'homme.
Certaines espéces, comme Aspergillus flavus et Aspergillus terreus posent un probléme

thérapeutique du fait de leur sensibilité diminuée 4 I'amphotéricine B [145].

Selon une revue de la littérature, ’incidence des Al dans les greffes de cellules
souches hématopoiétiques varie de 5-8% aprés la réception d'un transplant d'un donneur
HLA-identique, a 10%-25% apres la réception d'un transplant d'un donneur non apparenté
HLA et 4 0.5-2% aprés la réception d'un transplant autologue [22]. Cependant la
comparabilité entre les études était difficile notamment & cause d’un manque de consensus sur
la définition de l'infection, jusqu'a ce que 1'Organisation européenne pour la Recherche et le
Traitement du Cancer (EORTC) et le Groupe d'Etude des Mycoses (MSG) n'aient publié des

définitions standards a un niveau international [7, 25].

En dehors des procédures de greffe, la morbidité est plus élevée dans les hémopathies
malignes aigués (2 a 5%) [S]. Le risque parait augmenter avec la répétition des aplasies
thérapeutiques, notamment en cas de rechute. La morbidité est plus faible dans les
hémopathies malignes chroniques et les lymphomes. Parmi les maladies hématologiques non
malignes, le risque d’aspergillose est important en cas d’aplasie meédullaire sévere (5-10%). 11
en est de méme dans certains déficits immunitaires congénitaux (déficits combinés sévéres),

surtout chez les enfants atteints de granulomatose septique.

22



1.1.2.3. Pronostic

1.1.2.3.1. Hématologie clinique

Les Al sont une cause importante de décés aprés transplantation de cellules souches
[64, 82, 83, 89, 107, 155]. La mortalité des cas déclarés est considérable, de 50 2 90% selon la
nature de la maladie associée ou des facteurs iatrogéniques, parfois cumulés [S]. Le plus haut
taux de mortalité due & I’ Aspergillose est observé chez les greffés allogéniques de cellules
souches hématopoiétiques [69], ainsi le taux de survie & 1 an aprés le début d’une Al chez ces

patients est d’environ 20 % [83].

Des facteurs pronostiques de décés en rapport avec une Al apres greffe de cellules
souches hématopoiétiques ont été évalués. Une premiére étude conduite sur un nombre réduit
de patients [123] a identifié plusieurs facteurs directement corrélés & une sur-mortalité,
notamment I’étendue de 1’infection, la localisation clinique (par exemple, la localisation
cérébrale et les formes disséminées) et I’utilisation de corticostéroides. Une étude plus récente
menée par Cordonnier et al. a impliqué les 64 centres de santé publique affiliés a la Sociéte
Francaise de Greffe de Moelle et de Thérapie Cellulaire pour participer a l'évaluation des
facteurs pronostiques de décés suite a une Al prouvée ou probable aprés la greffe de cellules
souches hématopoiétiques en 2002 au moment du diagnostic d’Al La mortalité attribuce a
une Al au cours des 4 mois aprés le diagnostic était de 0,62 (l'intervalle de confiance & 95%,
0,47-0,76). Sept facteurs évalués au diagnostic étaient fortement rattachés au décés par Al:
age de 12-35 ans, la dissémination de I’AlL la présence d'une effusion pleurale, un taux de
monocytes inférieur a 120/mm°, 'administration prolongée de corticoides au cours des 2 mois
précédents, la réception d'une dose 2 mg/kg de corticoides au moment du diagnostic, et une

réaction du greffon contre ’hdte non controlée {22].

1.1.2.3.2. Transplantation d’organe

Dans les transplantations de poumons, malgré une incidence médiane faible (6,2%), la
mortalité globale reste élévée (52%) en particulier au cours des Al d’apparition tardive [138].
Dans les autres transplantations d’organes solides, la mortalité est élevée, de 77 a 100% en

fonction du type d’organe, avec une incidence moyenne autour de 2% [139].
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1.1.3. Mycoses émergentes

De nombreuses publications rapportent I'émergence d'infections provoquées par
d'autres filamenteux, comme les Fusarium, Scedosporium, les Zygomycetes, Ces observations
sont surtout inquiétantes étant donné le mauvais pronostic associé a ces IFI [8, 11, 61, 110,

122, 124, 129, 131, 156].

1.1.3.1. Mucormycoses

Les Zygomycétes englobent deux ordres de champignons importants sur le plan
médical : les Entomophthorales qui sont retrouvés surtout en zone tropicale et les Mucorales
qui sont cosmopolites. Les filaments de type mucorale sont larges, non septés, irréguliers et
ramifiés & angle droit. Les spores asexuées sont des endospores car elles se forment a

Pintérieur de sacs appelés sporocystes.

Le genre Rhizopus est le plus fréquemment impliqué en pathologie humaine [124],
toutefois un certain nombre d'autres mucorales, comme les Absidia, Rhizomucor ou
Cunninghamella, sont de plus en plus isolés lors d’infections graves chez les patients
immunodéprimés [124]. Les facteurs de riques de développer une mucormycose sont la
neutropénie, le diabéte déséquilibré, toute acidose métabolique (notamment lors d’un diabéte
acido-cétosique), la corticothérapie, les traitements par chélateurs de fer comme la
déferoxamine, la dénutrition, la prématurité, la toxicomanie intra-veineuse [61]. Dans 9% des

cas, aucun facteur de risque n’est retrouvé.

La porte d’entrée se fait habituellement par les voies respiratoires. La mucormycose se
présente classiquement sous la forme d’une infection rhino-orbito-cérébrale chez le
diabétique. Les patients immunodéprimés avec une neutropénie ou suivant une transplantation
peuvent présenter des infections rhinocérébrales ou pulmonaires {61]. Les formes gastro-
intestinales sont rares et peuvent se rencontrer chez des enfants ou nouveau-nés dénutris. La
porte d’entrée peut-étre cutanée chez les patients subissant une intervention chirurgicale, un
traumatisme, des briilures, ou pour le nouveau-né en soins intensifs. Cette derniére situation
se produit en raison de la nature précaire du tégument des nouveau-nés. Le développement

des mucormycoses dans les zones cutanées a €té associé avec une variété de produits adhésifs
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contaminés, des bandages élastiques, et des abaisse-langues utilisés dans les hopitaux [156].
La dissémination, de trés mauvais pronostic, peut survenir a partir de n’importe quel site

primaire infecté.

Le diagnostic définitif dépend de la démonstration de la morphologie caractéristique
des filaments dans les tissus. La culture de ces tissus permet de définir le genre mais elle est

souvent négative malgré un examen direct positif.

La mortalité varie avec le site de l'infection : 96% lors d’infection disséminée, 85%
dans la forme gastro-intestinale et 76% lors de localisation pulmonaire. La précocité du
traitement associant formulation lipidique d’amphotéricine B et exérése chirurgicale est un

élément décisif dans le pronostic des mucormycoses [129].

1.1.3.2. Fusarioses

Les Fusarium sont des champignons filamenteux, vivants en saprophytes dans le
milieu extérieur, retrouvés dans le sol, ’air, ’eau et sur de nombreux végétaux et céréales. Le
genre Fusarium contient environ une vingtaine d’espéces. Quatre espéces sont incriminées
dans 95 % des infections en pathologie humaine : Fusarium solani le plus fréquent, suivi de
Fusarium monoliforme (syn. F. verticilloides), Fusarium oxysporum et Fusarium dimerum

{11, 101].

Les fusarioses sont de plus en plus reconnues comme une cause d’IF1 chez les patients
neutropéniques et chez les transplantés [83, 98, 132]. Certains centres ont signalé les
Fusarium comme étant la deuxiéme cause, aprés les Aspergillus, d’IF1 chez les patients
transplantés [83]. Les facteurs de risque des fusarioses invasives sont notamment la
neutropénie persistante et la maladie du greffon contre 1’héte (GVHD). La population de
patients avec une GVHD est particuliérement & risque dans les transplantations de sang de

cordon et lors de l'utilisation de fortes doses de corticostéroides.

La mortalité liée a la fusariose disséminée chez 1’adulte varie selon les études entre 50
et 70 % [11, 39]. Il existe un risque élevé de rechute de la fusariose lors d’un traitement
myélosuppresseur ultérieur, aprés une guérison apparente de I’infection [11]. Les formes
cliniques de fusarioses chez I’immunodéprimé sont des formes disséminées. Classiquement,

la fusariose se présente comme une fidvre persistante, réfractaire aux traitements antibiotiques

25



et antifongiques. Elle comporte souvent des 1ésions cutanées, des signes de pneumopathie ou
de sinusite, et est parfois accompagnée de myalgies [11, 39]. Les 1ésions cutanées surviennent
chez au moins 70% des patients. Elles représentent parfois la porte d’entrée. Les 1ésions
primaires sont alors des cellulites autour d’une onychomycose, d’une blessure cutanée, ou
d’une piqiire d’insecte. Le plus souvent, cependant, les Iésions cutanées sont des localisations

métastatiques.

Le Fusarium est un germe facilement identifiable en culture, & partir du sang ou des
biopsies, notamment cutanées. Les hémocultures sont positives dans 60 % des cas de
fusarioses disséminées [11]. La phagocytose est le premier mécanisme immunitaire de
défense contre le Fusarium. La guérison est fortement liée & la récupération d’un nombre
normal de polynucléaires neutrophiles. L’utilisation précoce d’un antifongique est aussi un
élément fondamental du traitement, bien que P’efficacité de la plupart des antifongiques sur le
Fusarium soit limitée. L’amphotéricine B est considérée comme le traitement de référence des

fusarioses disséminées.

1.1.3.3. Scédosporioses

Scedosporium apiospermum (Pseudallescheria boydii) est un hyalohyphomycéte
ubiquitaire présent dans le sol, les eaux usées et les eaux polluées. Ce micro-organisme est

une cause rare d'infection chez 'homme.

Des infections pulmonaires, cérébrales et disséminées fatales ont été observées chez
des victimes (immunocompétentes) de noyade. Cependant les IFI dues a Scedosporium
apiospermum sont le plus souvent rencontrées chez les patients immunodéprimés, notamment
en cas de greffe de cellules souches hématopoiétiques ou en cas de transplantations d’organe
solide, avec une mortalité trés élevée. La localisation pulmonaire est ia plus fréquente et est
non différenciable de 1’aspergillose invasive pulmonaire sur les plans cliniques, radiologiques
et histologiques. De 1985 a 1999, Marr et a/. [83] ont attribué a Scedosporium sp, 9 infections

invasives chez des patients receveurs de cellules souches hématopoiétiques.

Le traitement des scédosporioses invasives est difficile, car Scedosporium
apiospermum a une résistance naturelle & de nombreux antifongiques, dont le fluconazole et

'amphotéricine B [157].
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Scedosporium prolificans est responsable d’infection localisée (& 1’0s ef au tissus mous
le plus souvent) chez 1’immunocompétent et est responsable d’IFI de mauvais pronostic chez

le patient immunodéprimé [122].
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1.2. Critéres diagnostiques

Depuis plusieurs dizaines d’ann€es, les IF] opportunistes chez les patients
immunodéprimés ont vu leur fréquence augmenter sans que les critéres diagnostiques de ces
IF1 n’aient été clairement définis. Ainsi, en 2002, sur la base d'une révision de la littérature et
d'un consensus international, les membres de ’EQORTC (European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative group) et du MSG (National
Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group) ont élaboré des définitions

“des IFI applicables en recherche clinique [7]. Trois niveaux de preuve sont proposés :

"prouvé", "probable" et "possible”.

Ces définitions sont destinées 4 étre utilisées dans un contexte de recherche clinique

et/ou épidémiologique, mais pas pour la prise de décision clinique.

Les définitions de 2002 n'ont pas été sans lacunes. Par exemple, la catégorie
« possible » (2002) a permis a un trop grand nombre de cas douteux d’étre inclus, en
particulier ceux impliquant une neutropénie, des infiltrats pulmonaires non spécifiques, une
fiévre réfractaire aux antibiotiques a large spectre, mais sans signe évident d’IFI [10]. Ces cas
représentent des patients avec un risque plus élevé d'IFI mais sont tout & fait différents des
cas, également définis comme des cas possibles, pour lesquels des anomalies pulmonaires

plus spécifiques étaient présentes.

En 2008, les définitions ont été modifiées afin d'établir une distinction entre les cas

douteux et les cas plus probables sans support mycologique évident [23, 36, 45, 47].

Les définitions originales de 2002 avaient également été restreintes aux patients
atteints de cancer et aux receveurs de cellules souches hématopoiétiques sans intégrer d'autres
populations comme les transplantés d’organe solide et les patients avec des

immunodéficiences primaires [48, 106].

Le groupe de consensus EORTC/MSG s’est réuni & Chicago (Illinois) le 14 Septembre
2003, lors de la 43°™ Amnual Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemotherapy (ICAAC). Tous les membres du groupe ont convenu de la nécessité d'affiner et
de réviser les définitions. Il a également été convenu a I'unanimité que la définition devrait
rester facilement reproductible et offrir I’opportunité d’une comparaison des futurs ensembles

de données avec des données qui ont été recueillies dans les essais cliniques impliquant des
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patients avec des infections fongiques invasives prouvées et probables selon les définitions
originales (2002). Enfin, le groupe a entrepris de réexaminer la possibilité d'utiliser les
définitions 2 des fins thérapeutiques, de mettre au point un moyen d’étendre leur application a
d'autres groupes de patients, de passer en revue la pertinence des résultats obtenus a partir
d'¢tudes basées sur les définitions pour la pratique clinique, et de tenter d'intégrer tous les tests
de laboratoire et techniques d'imagerie dans les définitions.

Les questions qui semblaient difficiles 4 résoudre ont été abordées en séance publique

5% Congrés européen de microbiologie clinique et des maladies infecticuses a

au cours du 1
Copenhague (Danemark) et 4 la 45" ICAAC & Washington, DC. Le projet final a été mis a la

disposition de l'ensemble de la communauté sur les sites web Dr Fungus

(http://'www.doctorfungus.org) et The Aspergillus (http://www.aspergillus.org.uk) puis publié
dans Clinical Infectious Disease [25].

Les définitions révisées en 2008 des IFI sont résumées et traduites de 1’anglais dans les

tableaux 2 et 3 (en excluant les mycoses endémiques).
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Tableau 3. Critéres pour les infections fongiques invasives probables 4 Pexception des
mycoses endémiques (fraduit et adapté de {25]).

Facteurs liés 4 I’hote”
*  Neutropénie récente (<500 neutrophiles/mm® pendant >10 jours) en relation avec le
début de I’infection fongique
¢ Greffe allogénique de cellules souches
»  Utilisation prolongée de corticostéroides (& I’exception des patients avec une
aspergillose broncho-pulmonaire allergique) 4 une dose moyenne minimale de 0,3
mg/kg/jour d’équivalent prednisone pendant plus de 3 semaines
*  Traitement par d’autres immunosuppresseurs des cellules T, tels que la cyclosporine,
les anti TNFao, les anticorps monoclonaux (comme 1’alemtuzumab), ou les analogues
nucléosidiques pendant les 90 demiers jours
*  Immunodéficience héréditaire sévére (comme la maladie granulomateuse chronique ou
l'immunodéficience combinée grave)
Critéres cliniques®
e Infection basse du tractus respiratoire®
Présence d’au moins 1 des 3 signes suivants au scanner :
Des lésions denses, bien délimitées avec ou sans signe du halo
Croissant gazeux
Cavité
*  Trachéobronchite
Ulcération trachéobronchique, nodule, pseudomembrane, plaque ou escarre visualisé 4 la
fibroscopie bronchique
¢ Infection sino-nasale
Imagerie montrant une sinusite associée & au moins 1 des 3 signes suivants :
Douleur aigug localisée (y compris douleur irradiant 4 I'eeil)
Ulcération nasale avec escarre ‘
Extension a travers la paroi osseuse des sinus paranasaux, y compris dans Iorbite
¢ Infection du SNC
Au moins 1 des 2 signes suivants :
Lésions focales 4 ’'imagerie
Atteinte méningée & ’IRM ou au scanner
¢ Candidose disséminée
Au moins 1 des 2 entités suivantes aprés un épisode de candidémie dans les 2 semaines
suivantes :
Abcgs petits, en forme de cible, dans le foie ou la rate
Exsudats rétiniens progressifs & I’examen ophtalmologique
Critéres mycologiques
*  Techniques directes (cytologie, examen direct microscopique, ou culture)
Moisissure provenant des expectorations, d’un LBA, d’une aspiration bronchique, ou d’une
aspiration sinusale découverte par un des éléments suivants :
Présence d’éléments fongiques évoquant une moisissure
Culture positive & moisissure (par exemple, des Aspergillus, Fusarium, Zygomycétes,

Scedosporium)
¢ Techniques indirectes (détection d’antigéne ou de composants de la paroi cellulaire)
Aspergillose

Détection du galactomannane dans le plasma, le sérum, le LBA, ou le LCR
Infection fongique invasive autre que la cryptococcose et les Zygomycoses
Détection du B-D-glucane dans le sérum
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NOTE. La classification en infection fongique invasive probable requiert Ia présence
d’un facteur li¢ a I’hdte, un critére clinique, et un critére mycologique. Les cas avec un
facteur lié 2 I’hdte et un critére clinique mais sans critére mycologique sont classés
comme des infections fongiques invasives possibles.

* Les facteurs liés & ’héte ne sont pas synonymes de facteurs de risque mais doivent &tre
définis pour que les individus prédisposés aux infections fongiques invasives puissent étre
reconnus. Ils sont destinés principalement a s’appliquer aux patients traités pour des maladies
malignes et aux greffés allogéniques de cellules souches hématopoiétiques et aux greffés
d’organes solides. Ces facteurs liés a ’hote sont aussi applicables aux patients recevant des
corticostéroides et autres traitements T-suppresseurs ainsi quaux patients présentant des
immunodéficiences primaires.

® Doivent étre compatibles avec les données mycologiques, le cas échéant, et doivent étre
contemporains de ’épisode infecticux.

° Tous les efforts devraient étre entrepris pour exclure une autre étiologie.

4la présence de signes et de symptdmes compatibles avec un syndrome septique indique une
infection aigué disséminée, alors que leur absence correspond a une infection disséminée
chronique.

¢ Ces tests sont applicables aux aspergilloses et aux candidoses mais ne sont pas utilisables
dans le diagnostic des infections dues & Cryptococcus sp. et aux zygomycetes. La détection
des acides nucléiques n’est pas incluse car ces techniques ne sont pas encore validées ou
standardisées.
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2. Diagnostic en Mycologie Médicale

Bien que les espéces de Candida, les espéces d’Aspergillus et Cryptococcus
negformans représentent plus de 80% de toutes les infections fongiques chez les receveurs de
cellules souches hématopoiétiques, les greffés d'organe solide et dans les autres populations
de patients immunodéprimés [27], les champignons opportunistes moins communs et
"émergents” posent un défi diagnostique et thérapeutique significatif. Dans la plupart des cas,
le seul moyen disponible pour diagnostiquer ces mycoses est l'isolement par la culture et
Iidentification ultérieure par un mycologiste expérimenté. Cependant sur 64 biopsies qui
montraient des éléments fongiques & I’examen microscopique, Rossetti ef al. n’ont obtenu une
culture positive que pour 34 (52 %) d’entre-elles [130]. Par ailleurs, [’examen histologique,
quand il est positif permet rarement & lui seul d’identifier avec certitude ’espéce responsable

du processus infectieux.

Les patients, qui ont le plus haut risque de développer une maladie fongique
opportuniste, ont typiquement une réponse inflammatoire diminuée et les signes et

symptdmes se développent alors que l'infection est souvent dans les stades avancés.
Le défi pour diagnostiquer l'infection fongique est par conséquent double:

—  identifier les patients qui ont le plus haut risque de développer une IFI

pour une surveillance accrue du risque fongique,

—  développer des méthodes de laboratoire performantes pour un diagnostic le

plus précoce possible.

La sérologie et les techniques de biologie moléculaire sont prometteuses mais les
méthodes microbiologiques et histologiques conventionnelles demeurent la pierre angulaire

du diagnostic définitif des mycoses.

La réussite du diagnostic et du traitement des infections fongiques nécessite une
approche pluridisciplinaire qui inclut les praticiens soignants, les mycologistes médicaux et

les anatomopathologistes,

33



2.1.Méthodes conventionnelles de diagnostic en Mycologie Médicale

2.1.1. Examen direct

L'examen direct microscopique des prélévements est une procédure de premiére ligne
cruciale car le fait de découvrir la présence d'éléments fongiques est le moyen le plus rapide et
le moins onéreux pour diagnostiquer les infections fongiques [94]. La détection
microscopique d'éléments fongiques peut fournir un diagnostic par présomption en moins
d’une heure et sert souvent pour guider le laboratoire dans le choix des moyens les plus
appropriés pour la culture du prélévement, aussi bien que dans l'interprétation des résultats de

la culture, et également pour guider le clinicien dans son choix thérapeutique.

La microscopie directe, exécutée dans un laboratoire de Mycologie, repose
geénéralement sur l'utilisation de solutions éclaircissantes comme le chloral-lactophénol, ou
des colorations panoptiques type May-Griinwald-Giemsa et Gram ou plus spécifiques des
champignons comme le Gomori-Grocott et le bleu lactophénol. Le calcofluor, en se liant a la
chitine dans la paroi des cellules fongiques qui devient alors fluorescente (blanc-bleu ou vert),
fournit également un moyen rapide et sensible de détection des champignons dans les

prélévements [40, 94].

La microscopie directe peut fournir un diagnostic étiologique notamment lors
d’infections causées par Preumocystis jiroveci ou par des champignons dits exotiques ou
endémiques (Histoplasma capsulatum variété capsulatum ou duboisii, Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Paracoccodioides brasiliensis ou Penicillium marneffei).
Cependant, dans la plupart des cas, la microscopie directe ne donne que des renseignements
préliminaires mais pas l’identification de l'agent responsable [2]. Les caractéristiques
morphologiques des champignons vus a I'examen microscopique direct incluent les levures
bourgeonnantes, les filaments et les pseudofilaments.

La combinaison de cellules de levure bourgeonnantes et de pseudofilaments est
caractéristique des especes de Candida (figure 1) mais ces structures peuvent aussi étre vues
avec les espéces de Trichosporon et Geotrichum [2] d’ot I'importance de la culture pour

affirmer I’identification du genre et d’espéce.
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Figure 1. Formes levures et pseudofilaments aprés coloration de Gomori-Grocott
(d’aprés le Cédérom ANOFEL 3).

ANOFEL

Les hyphomycétes ont généralement des filaments tubulaires a bord parallele, de
diamétre régulier (2-5 um) et réguliérement septés, avec des ramifications a angle aigu
(figure 2). On distingue les hyalohyphomycétes & paroi claire (mucédinés) et les
phaéohyphomycétes (dématiés) & paroi mélanisée. La encore, l'isolement par culture et
l'identification de l'organisme infectant sont exigés pour un diagnostic précis. En effet, on ne
peut pas différencier par I’examen microscopique direct les filaments des différents

Hyphomycétes impliqués dans les IFI (e.g. Aspergillus, Fusarium, et Scedosporium) [2].

Figure 2. Filaments d’hyphomycétes aprés coloration de Gomori-Grocott dans un LBA
(d’aprés le Cédérom ANOFEL 3).
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Les zygomycétes ont des filaments siphonés larges (6-16 pm), irréguliers, non ou peu

cloisonnés, avec des ramifications a angle droit (figure 3).

Figure 3. Filaments de type mucorale aprés coloration de Gomori-Grocott (d’aprés le
Cédérom ANOFEL 3).

11 est important de garder a ’esprit que toutes les méthodes d'examen direct sont moins
sensibles que la culture et que les résultats négatifs d'examen direct ne doivent jamais exclure

une infection fongique [94].

2.1.2. Méthodes histopathologiques

La visualisation d'éléments fongiques dans un tissu par examen anatomopathologique
affirme le caractére invasif de la mycose. Les colorations anatomopathologiques a partir de
tissus doivent utiliser des colorations spécifiques de champignons, comme le Gomori-Grocott
(figure 4) et I'acide périodique de Schiff (PAS). La coloration de Fontana-Masson colore la
mélanine de la paroi cellulaire et peut accentuer légerement la pigmentation des champignons
dématiés ; elle peut aussi aider dans la différenciation de Cryptococcus neoformans (mélanine
positive) avec d'autres levures (mélanine négative) dans le tissu. La coloration au mucicarmin
est aussi utilisée pour identifier Cryptococcus neoformans dans les tissus, en colorant la

capsule polysaccharidique en rouge vif.
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Les limites des méthodes histopathologiques sont les mémes que celles de I’examen

microscopique direct.

L’immunohistologie pour l'identification des champignons a été essayée et des
anticorps monoclonaux et polyclonaux fluorescents ont été développés pour différencier les
genres Aspergillus, Fusarium et Scedosporium. Malheureusement, le haut degré de similitude
antigénique entre ces champignons et d’autres especes fongiques comme Paecilomyces sp, a
favorisé les réactions croisées et a diminué la spécificité de cette méthode [59]. Actuellement,
il n'y a aucun anticorps fluorescent commercialement disponible pour l'identification «in

situ » des champignons.

Figure 4. Envahissement et destruction de la paroi d’une artére cérébrale par des
filaments d’Arthrographis kalrae aprés coloration de Gomori-Grocott d’une coupe de

cerveau prélevé en post mortem (Collection personnelle, Dr D. Ajzenberg, service de

Mycologie, CHU de Limoges, France).
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2.1.3. Culture

Les champignons étant ubiquitaires dans l'environnement, leur isolement
d’échantillons cliniques représente souvent une colonisation transitoire plutdt qu’une
pathologie invasive. La contamination d'échantillons ou de cultures par les organismes de
P'environnement, dont beaucoup sont aussi des agents étiologiques de mycoses opportunistes,

peut géner l'interprétation de résultats de la culture.

L'isolement d'espéces d'dspergillus des cultures de prélévements du systéme
respiratoire est surtout problématique, car ces organismes sont communs dans
l'environnement et qu’ils peuvent coloniser le systéme respiratoire de n'importe quel individu
sans vraiment provoquer de pathologie. Les résultats de la culture doivent étre interprétés en
fonction du terrain et des facteurs de risque fongique des patients [49, 109, 167]. Ainsi chez
les patients de la catégorie & haut risque (par exemple, les receveurs allogéniques de cellules
souches hématopoiétiques, les patients avec des pathologies hématologiques malignes ou les
patients en neutropénie), une culture positive d’une espéce d'dspergillus est souvent associée
a une maladie invasive. La valeur prédictive positive d'une culture positive est diminuée pour
les receveurs autogéniques de cellules souches hématopoiétiques, les greffés d'organe solide

et les patients infectés par le VIH [49, 109, 167].

2.1.3.1. Isolement

Une recherche fongique spécifique inclut I’ensemencement sur milieux contenant des
antibiotiques, classiquement le milien de Sabouraud additionné de chloramphénicol et de
gentamicine. Par ailleurs, la température de croissance optimale de certains champignons
n’est pas 37 °C mais plutdt 25 & 30 °C. De méme, si pour beaucoup de champignons d’intérét
médical la croissance est obtenue en 2 jours, certains nécessitent des durées supérieures a 5
jours. Ainsi, garder des cultures & 37 °C pendant seulement 48 heures expose au risque de

faux négatifs.

Le diagnostic d’infections systémiques & levures repose sur les hémocultures qui
peuvent cependant étre négatives méme lorsque linfection est disséminée. En effet, la

sensibilité des hémocultures dans les lévuroses disséminées n’est pas supérieure a 50% [26].
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Parmi les systémes d’hémocultures automatisés en surveillance continue qui ont été
développés, les systémes Bactec® (Becton-Dickinson) et BacT/Alert® (bioMérieux) sont les

plus adpatés pour la détection des levures.

Bien que la plupart des especes de Candida, Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum et les espéces de Fusarium obtenues des hémocultures soient cliniquement
significatives, d'autres, comme les espéces d'Aspergillus et les espéces de Penicillium (sauf

Penicillium marneffei), sont considérées comme des contaminants [28, 80].

2.1.3.2. Identification

2.1.3.2.1. Levures

L’identification des levures s’effectue a 1’aide de critéres phénotypiques tels que la
production de filaments, de chlamydospores, et 1’assimilation ou la fermentation de certains
sucres a 1’aide de galeries (API AUX 20C ou 32C, BioMeérieux). Ces techniques obligent &
travailler sur colonies isolées et nécessitent généralement 24 heures au minimum aprés
I’isolement pour une identification de l’espéce. Historiquement, le diagnostic d’espéce de
Candida albicans reposait sur le test de filamentation rapide en sérum a 37 °C et la formation
de chlamydospores sur milieu pauvre. Pour les autres espéces, le diagnostic repose toujours,
en grande partie, sur les caractéres phénotypiques tels que la croissance et la fermentation de
certains sucres étudiés a P"aide de galeries (Api ID 32C, BioMérieux ; Auxacolor® 2, Bio-
Rad)}. Des progrés importants ont été réalisés par la mise & disposition de milieux comportant
des chromogénes. Les colonies de levures, normalement blanc créme, sont colorées suivant
I’espéce. L’identification des levures, en particulier Candida albicans, est alors possible dés
la visualisation de la colonie sans nécessiter de repiquage (CHROMagar®, Becton
Dickinson ; Candida ID®, BioMe¢érieux) [9, 103]. Ainsi ’identification est rendue avec un
gain de 24 voire 48 heures. Ces milieux peuvent aussi identifier et quantifier les mélanges de
levures, particuliérement utiles pour suivre les colonisations des patients & risque. Il existe
également des tests d’identification simples et rapides, soit basés sur ’agglutination de
particules de latex pour Candida albicans (Bichro-Latex® Albicans Fumouze), Candida
krusei (Krusei-Color Fumouze®) et Candida dubliniensis (Bichro-Dubli Fumouze®), soit sur
des activités enzymatiques particuliéres pour Candida glabrata (Glabrata RTT Fumouze®,
Fumouze) [35].
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2.1.3.2.2. Filamenteux

Schématiquement, !’identification des champignons filamenteux repose sur des
critéres macroscopiques (aspect général des colonies) et microscopiques (étude des filaments
vegétatifs, des organes de fructification et des spores). Certaines données (température,
vitesse de pousse, sensibilité au cycloheximide) seront des compléments utiles a

I’identification.

La vitesse de pousse varie en fonction des espéces et de la richesse de I’inoculum.
L’aspect des colonies est également un bon critdre d’orientation en fonction de la texture
duveteuse, laineuse, cotonneuse, veloutée, poudreuse ou granuleuse. Parfois certaines
colonies peuvent avoir une apparence glabre en raison de I’absence ou de la pauvreté du
mycélium aérien. Le relief des colonies (plates, plissés, cérébriformes), tout comme leur
consistance, est aussi a observer. Elles peuvent en effet étre molles, friables, élastiques,
cartonnées ou dures. I convient de préciser aussi la taille des colonies, petites, étendues, voire

envahissantes comme chez les Mucorales.

La couleur de la colonie est un élément pertinent d’orientation ainsi que la présence
d’un pigment dans la gélose. En général, les hyalohyphomycétes restent clairs : colonies
blanches, mais aussi crémes ou colorées (vertes, brunes, orangées, violettes, grises). En
revanche, les phaéohyphomycétes deviennent rapidement foncés ou noirs. Enfin 1’observation
macroscopique des cultures devra rechercher en surface, et surtout au centre de la culture, les
structures de fructification sexuée (cléistothéces) ou asexuée (pycnides) ainsi que des amas

mycéliens ou méches (corémies).

Plusieurs fragments de culture seront prélevés a I’o&se pour les cultures glabres, ou au
scotch (test du drapeau) pour les cultures filamenteuses et poudreuses, et ensuite déposés dans
une goutte de bleu lactophénol entre lame et lamelle. Plusieurs prélévements au centre et en
périphérie de la colonie sont parfois nécessaires. De méme, il faut savoir répéter les montages
afin de saisir le meilleur moment (cultures ni trop jeune, ni trop agées) pour observer la

conidiogénése.
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On analysera successivement :

—  Le thalle végétatif ; tous les champignons possédent un appareil végétatif
constitu¢ de filaments (ou hyphes), I'ensemble est appelé thalle ou mycélium,

On recherche la présence de septa ou de cloisons.

—  La couleur des hyphes ; les hyphomycétes dont les filaments restent clairs
(hyalins) sont appelés Mucédinés ou hyalohyphomycétes. En revanche, ceux
qui ont une paroi pigmentée ou foncée seront appelés Dématiés ou

phaéohyphomycétes.

—  L’origine endogéne ou exogéne des spores.
~  L’aspect des spores.

— La présence de chlamydospores.

—  Les différents modes de formation des conidies ; deux grands modes de
conidiogénése doivent étre différenciés : le mode thallique (spores formées a
partir d’éléments préexistant du thalle) et le mode blastique (spores formées par

bourgeonnement & partir de cellules conidiogénes).

— Le mode de groupement des conidies : en grappes, en masse, en tétes ou

« balles », en chalnes basipétes et en chaines acropétes.

— Le type d’implantation des cellules conidiogénes; les cellules
conidiogénes peuvent naitre de structures plus ou moins élaborées issues du

mycélium végétatif,

~  La présence de structures protectrices compactes, issues de la reproduction
asexuée (pycnides et acervules) ou sexuée (gymnothéces, cléistothéces et

périthéces).
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2.1.4. Sérologie

Les tests pour la détection d'anticorps, des composants de la paroi cellulaire et des
acides nucléiques spécifiques de champignon sont en plein développement [164]. La plupart
des tests sérologiques congus pour dépister les anticorps spécifiques sont inefficaces, parce
que la plupart des patients a risque d’IFI sont profondément immunodéprimés. Les techniques
immunologiques ou biochimiques détecteront donc en priorité des antigénes cytoplasmiques
et de la paroi de la cellule fongique dans le sérum ou les liquides biologiques. Les meilleurs
exemples de cette approche sont les tests commerciaux disponibles pour la détection des
antigénes polysaccharidiques de Crypfococcus neoformans et d’ Histoplasma capsulatum. Ces
tests ont prouvé leur valeur diagnostique dans la méningite cryptococcique [150] et dans

’histoplasmose disséminée [158] et ne seront pas détaillés dans ce travail.

2.1.4.1. Galactomannane

Le Galactomannane (GM) est un polysaccharide de la paroi des espéces d'dspergillus,
et qui est détectable dans le sérum et les liquides biologiques dans les aspergilloses invasives.
En 2003, le test Platelia Aspergillus EIA® (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) a été
approuvé par I'US Food and Drug Administration (US FDA) pour son utilisation dans le
diagnostic des aspergilloses invasives chez les receveurs de cellules souches
hématopoiétiques et chez les patients leucémiques. Les données présentées & la US FDA ont
rapporté une sensibilité de 80.7 % et une spécificité de 89.2 % d’aprés une étude
multicentrique réalisée sur les sérums de 179 patients avec une leucémie, dont 31 % ont

développé une aspergillose invasive prouvée ou probable [113].

En dépit de nombreuses études cliniques sur H'utilisation du GM pour diagnostiquer et
contréler les patients qui ont un haut risque de développer une aspergillose invasive, il y a
beaucoup d'incertitude sur la libération du GM & partir du site d'infection et sur la
performance du test dans la pratique clinique [92]. La variabilité dans la performance du test
est considérée comme multifactorielle, li€e & la libération de l'antigéne, & des facteurs liés a

I'hote (e.g. traitement antifongique, dge) et a des facteurs méthodologiques (valeurs limites,
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définition d'un test positif et définition d'un patient infecté) [92]. Le seuil actuel de positivité a

été défini 4 0,5 [81, 84].

Des faux-positifs sont possibles chez les patients traités par pipéracilline-tazobactam
[1, 144, 153] et amoxicilline-acide clavulanique [79, 90]. Le GM est un sucre complexe qui
est commun & d'autres organismes ainsi que dans beaucoup de produits alimentaires et qui

peuvent donc étre responsable de faux-positifs [79, 92, 93].

I v a plusieurs questions non résolues concernant l'utilisation du GM dans le
diagnostic de 1'aspergillose invasive. Les caractéristiques de performance du test chez les
greffés d'organe solide et en pédiatrie doivent étre établies. Jusqu'a présent, 1'évaluation dans
la population de transplantés d'organe solide est peu documentée : une étude chez des greffés
hépatiques a été limitée 4 cause de l'incidence basse de [’aspergillose invasive chez ces
patients [63]. Une autre étude chez des greffés pulmonaires a rapporté une spécificité forte (93
%) mais une sensibilité faible (30 %) [81]. Les études, en Pédiatrie, chez les receveurs de

cellules souches hématopoiétiques ont documenté un fort taux de faux-positifs [143].

La recherche du GM dans d'autres liquides biologiques, comme le LBA, l'urine et le
LCR, a aussi été proposée. Les sensibilités du test dans le LBA ont varié de 61 % a 76 %,

selon la valeur limite de DO utilisée [99].

2.1.4.2. pB-D-glucane

Le B-D-glucane (BG) est un constituant de la paroi fongique et peut étre dosé dans le
sérum de patients avec une IFL. Le BG est détectable dans les IFI causées par Aspergillus et
Candida et par des pathogénes fongiques plus rares comme les Fusarium et Trichosporon
[166]. Le test ne dépiste pas les infections causées par Cryptococcus sp ou les Zygomycétes

en raison de faibles quantités de BG dans les parois de ces champignons [385, 95].

Le test BG® (Fungitell; Associates of Cape Cod) a été approuvé par I'US FDA
comme aide diagnostique dans les mycoses profondes et les fongémies pour la détection
qualitative du BG dans le sérum des patients avec des symptdmes ou des conditions médicales
prédisposantes & une IFI. Ce test a été évalué dans une étude multicentrique chez des patients
avec une IFI et des sujets sains [104] et pour le diagnostic d'IFI chez des patients ayant une

pathologie hématopoiétique maligne [102, 108]. La derni¢re étude en date a testé les sérums
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de 283 patients avec une leucémie myéloide aigué ou un syndrome my€lodysplasique
recevant une prophylaxie antifongique. Elle a révélé qu'au moins un échantillon de sérum était
positif dans 100% des cas avec une médiane de 10 jours avant le diagnostic clinique chez les
sujets avec une IFI prouvée ou probable (incluant des cas de candidoses, fusarioses,
trichosporonoses et d'aspergilloses). Un résultat négatif avait une valeur prédictive négative
de 100 %. La spécificité du test était de 90% pour un résultat positif et de 96 % quand 2

résultats positifs consécutifs étaient observés [102}.

Bien qu'un résultat positif n'identifie pas le champignon infectant, l'application
pratique de ce test inclut son utilisation comme marqueur de présomption d’IFI pour

permettre une initiation plus précoce de la thérapie antifongique.

La détection combinée du GM et du BG permet d’obtenir une spécificité et une valeur
prédictive positive proche de 100% dans le diagnostic de I’ Al sans affecter la sensibilité et la
valeur prédictive négative. La détection du BG serait plus précoce que celle du GM chez ces

patients [111].

Le BG est ubiquitaire dans l'environnement (par exemple, dans certains types de
compresses), ce qui explique la détection de faux-positifs lors d’une mauvaise manipulation
du prélévement, de l'utilisation de certaines membranes de cellulose en hémodialyse ou de
certains types de compresse et de la perfusion récente d'albumine ou d’immunoglobulines [S1,
58, 100]. Jusqu'a présent, le test BG® Fungitell n'a pas été évalué en Pédiatrie ou dans les

populations transplantées d’organe solide.

2.1.4.3. Mannane

Le mannane est un antigéne majeur de la paroi des Candida. Un test permettant de
détecter ’antigéne mannane pariétal est par exemple le Platelia Candida. C’est un test Elisa
qui utilise un anticorps monoclonal EB-CA1 qui reconnait le mannane. Son seuil de détection
est de 0,25 ng/ml. Sa sensibilité est de 40 % et sa spécificité est de 98 % [128, 136, 137, 165].

La recherche d’anticorps spécifiques se heurte & une difficulté d’interprétation. En
effet, la distinction entre colonisation et invasion est difficile, des taux élevés d’anticorps ont

ainsi été retrouvés chez des patients asymptomatiques.
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La recherche simultanée d’anticorps antimannane et de mannane a montré qu’avec une
antigénemie élevée, le taux d’anticorps diminue et vice-versa. La recherche combinée
d’antigénes et d’anticorps augmenterait la sensibilité (80%) et la spécificité (93%) au cours
des candidoses systémiques causées par Candida albicans, Candida glabrata et Candida
tropicalis qui représentent 80 % des isolats. La sensibilité n’est que de 40 & 50 % pour
Candida krusei et Candida parapsilosis [137, 165)]. L association de la détection d’anticorps
et d’antigénes permet non seulement d’augmenter la sensibilité et la spécificité mais aussi de

réduire le délai du diagnostic.

L’association de la détection d’antigénes et d’anticorps est beaucoup plus
discriminante chez les malades atteints de candidose hépatosplénique. Dans une étude réalisée
par Sendid ef al., les antigénes et les anticorps ont été détectés 18 jours avant I’apparition des
signes radiologiques [136]. Au cours des candidoses systémiques, les hémocultures et les
biopsies sont fréquemment négatives méme aprés I’apparition des images radiologiques.
Ainsi Ia surveillance réguliére (tous les trois jours) du mannane et d’anticorps antimannane

permettrait un diagnostic rapide et une instauration précoce du traitement [137].
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2.2.Biologie moléculaire
2.2.1. Principes

2.2.1.1. Extraction d’ADN

L'extraction de 'ADN est une technique permettant d'isoler I'ADN de cellules ou de

tissus. Elle est une étape préalable essentielle & la bonne réalisation de la PCR.

Il existe différents protocoles pour extraire 'ADN, qui suivent approximativement le

méme schéma :

. Lyse des cellules,

. Elimination des protéines,

. Elimination des autres acides nucléiques (ARN...),
. Concentration de I'ADN par précipitation & l'alcool.

Il existe aujourd'’hui des kits commerciaux permettant de réaliser rapidement ces

extractions a l'aide de réactifs préts a I'emploi.

2.2.1.2. PCR classique dite en point final

La réaction de PCR requiert les constituants suivants :

- Une matrice ’ADN, qui contient la région du fragment d’ADN 2

amplifier ;

- Deux amorces, qui déterminent le début et la fin de la région a

amplifier ;
- Une ADN polymérase qui copie la région & amplifier ;

- Des nucléotides, a partir desquels I’ADN polymérase construit le
nouvel ADN ;

- Un tampon, qui offre un environnement chimique adéquat a

I’enzyme ADN polymérase.
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*  Conditions natives (0 sur la figure 5)

Cette €tape se fait généralement a température ambiante. L’ ADN bicaténaire adopte sa
conformation en double hélice. Dans cet exemple, nous considérerons qu’il n’y a qu’une
molécule initiale d’ADN double brin dans la solution, la zone colorée (rose et orange)

correspondant a notre amplicon (figure 5).

»  Dénaturation initiale (1’ sur la figure 5)

Avant de commencer les cycles de PCR proprement dit, une étape de chauffage
(généralement 10 & 15 minutes & 95°C) est réalisée. Elle permet de déshybrider 1’ ADN double
brin, de casser les structures secondaires, d’homogénéiser le milieu réactionnel par agitation
thermique, d’activer les polymérases de type « Hot start » et de dénaturer d’autres enzymes

qui pourraient &tre dans la solution (Transcriptase Inverse, Uracil-N-Glycosylase).
¢  Phase de dénaturation (1 sur les figures 5 et 6)

Cette étape (généralement 0 2 1 minute & 95°C) permet de déshybrider les ADN, de
« décrocher » les polymérases qui seraient encore lies 3 une matrice et d’homogénéiser le

milieu réactionnel,

¢  Phase d’hybridation ou d’appariement des amorces (2 sur les figures 5 et 6)

Cette étape (généralement 2 & 60 secondes & 56-64°C) permet aux amorces sens et
anti-sens de s’hybrider aux ADN matrices grice a une température thermodynamiquement

favorable.

» Phase d’¢longation ou de polymérisation (3 sur les figures 5 et 6)

Cette ¢tape (généralement 4 a 120 secondes a 72°C) permet aux polymérases de
synthétiser le brin complémentaire de leur ADN matrice 4 une température optimale. Ce brin
est fabriqué & partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel (figure 7). La durée

de cette étape dépend normalement de la longueur de I’amplicon.

Le premier cycle terminé, les deux nouveaux brins d’ADN formés seront la matrice

ADN pour le cycle suivant, multipliant ainsi la quantité d’ADN pour chaque nouveau cycle.
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Figure 5. Evolution de la température et des différents types de brins d'ADN au cours
des 4 premiers cycles de la PCR (D’aprés Wikipedia, PCR basic principle).
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Figure 7. Mécanisme de polymérisation de I' ADN.
La matrice (en blanc) est recopiée par la polymérase qui allonge le brin complémentaire a
partir de I'amorce (D’apres Wikipedia, DNApol).
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2.2.1.3. Séquengage

Cette étape est précédée par une étape de purification des produits de PCR. Elle
permet d’éliminer les amorces, nucléotides en exces, enzymes, sel, et autres impuretés des

échantillons d’ ADN.

Le séquengage de ' ADN consiste a déterminer l'ordre d'enchainement des nucléotides
d’un fragment d’ADN donné. Actuellement, la plupart des séquengages d’ ADN sont réalisés
par la méthode de Sanger décrite ci-dessous. Cette technique utilise la réaction de
polymérisation de I’ADN a l'aide d'une ADN polymérase et des didésoxyribonucléotides
(ddNTP) (figure 8).

2.2.1.3.1. Historique

Le séquengage de ' ADN a été inventé dans la deuxieéme moitié¢ des années 1970. Deux
méthodes ont été développées indépendamment, l'une par l'équipe de Walter Gilbert, aux
Etats-Unis, et l'autre par celle de Frederick Sanger, en Grande-Bretagne. Ces deux méthodes
sont fondées sur des principes diamétralement opposés: l'approche de Sanger est une

méthode par synthése enzymatique sélective, tandis que celle de Maxam et Gilbert est une
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méthode par dégradation chimique sélective. Pour cette découverte, Gilbert et Sanger ont été

récompensés par le prix Nobel de chimie en 1980.

Initialernent, la méthode de Sanger nécessitait de disposer d'un ADN simple brin qui
servait de matrice pour la synthése enzymatique du brin complémentaire. Pour cette raison, le
premier organisme biologique dont le génome a été séquencé en 1977 est le virus
bactériophage ¢X174. Ce virus est constitué ' ADN simple brin qui est encapsulé dans la

particule virale.

Au cours des 25 derniéres années, la méthode de Sanger a é€té largement développée

grice a plusieurs avancées technologiques importantes :

- La mise au point de vecteurs de séquencage adaptés, comme le phage M13

développé par Joachim Messing au début des années 1980.

- Le développement de la synthese chimique automatisée des

oligonucléotides qui sont utilisés comme amorces dans la synthése.

—  L'introduction de traceurs fluorescents a la place des marqueurs radioactifs
utilisés initialement. Ce progrés a permis de sortir le séquengage des pieces

confinées, réservées a l'usage des radioisotopes.

- L'adaptation de la technique de PCR pour le séquengage.

- L'utilisation de séquenceurs automatiques de génes.

—  L'utilisation de I'électrophorése capillaire pour la séparation et l'analyse.

La méthode de Maxam et Gilbert nécessite des réactifs chimiques toxiques et reste
limitée quant a Ia taille des fragments d'ADN qu'elle permet d'analyser (<250 nucléotides).

Moins facile 4 robotiser, son usage est devenu aujourd’hui confidentiel.

2.2.1.3.2.Méthode de Sanger

Le principe de cette méthode consiste & initier la polymérisation de ’ADN & l'aide
d'un petit oligonucléotide (amorce) complémentaire & une partie du fragment d’ADN a
séquencer. L’élongation de ’amorce est réalisée par des ADN polymérases thermostables,

celles qui sont utilisées pour la PCR. Les quatre désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP,
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dTTP) sont ajoutés, ainsi qu’une faible concentration des quatre didésoxynucléotides (ddATP,
ddCTP, ddGTP ou ddTTP).

Ces didésoxynucléotides sont des terminateurs de chaine : une fois incorporés dans le
nouveau brin synthétisé, ils empéchent la poursuite de 1*élongation. Cette terminaison se fait
spécifiquement au niveau des nucléotides correspondant au didésoxyribonucléotide incorporé

dans la réaction.

La détection des fragments ainsi synthétisés se fait en incorporant un traceur dans
I'ADN synthétisé. Initialement ce traceur était radioactif (figure 9), aujourd’hui, on utilise des

traceurs fluorescents attachés au didésoxyribonucléotide.

Il en résulte un mélange de fragments d’ADN de tailles croissantes, qui se terminent
tous au niveau d'un des nucléotides de la séquence. Ces fragments sont ensuite séparés par
électrophorése sur un gel de polyacrylamide, ce qui permet ainsi de repérer la position des

nucléotides dans Ia séquence (figure 10).
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Figure 8. Structure du dATP (haut) et du ddATP (bas).
Dans le ddATP, le groupement 3'-OH (en jaune) est remplacé par un hydrogene. Cette

modification enpéche la poursuite de la synthése de I'ADN qui continue normalement sur le 3-
OH (D’apreés Wikipedia, DAATP).
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Figure 9. Résultat du séquengage par la méthode de Sanger (traceur radioactif).
L'ordre de chaque bande indique la position d'un nucléotide A, T, C ou G (D’aprés Wikipedia,
Sequencing).
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Figure 10. Résultats donnés par un séquenceur automatique (Régions ITS1-5,8S-ITS2
d’ Absidia corymbifera, données personnelles).
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2.2.2. Cibles utilisées dans le diagnostic fongique

White et al. [159] ont décrit, dés 1990, les principales amorces créées pour
I’amplification de régions situées sur les génes codant pour les ARN ribosomaux des
champignons. Depuis, de nombreuses études ont utilisé ces amorces avec différentes
techniques de biologie moléculaire : PCR nichée [34] ou semi-nichée [31], PCR-EIA [24],
PCR-RFLP [78], PCR multiplex [75], PCR-LiPA [87], PCR-SSCP [62], PCR-RLB [114],
PCR en temps réels {105}, PCR et séquencage[19].

Ces amorces ont permis, par le séquengage de ces régions, la création d’amorces et de
sondes spécifiques de genre et d’espece. Spreadbury et al. ont par exemple créé des amorces
spécifiques situées sur ’ADN ribosomal 26S pour la détection d’Aspergillus fumigatus dans
les tissus pulmonaires [142]. Sandhu et al. ont créé 21 sondes spécifiques d’espéees ou de
genres sur ’ADN ribosomal 28S et les ont testées sur des cultures et des prélévements

humains [133].

Les techniques de PCR les plus utilisées actuellement ciblent les régions ITS1 et ITS2
grice 4 des amorces universelles situées sur I’ADN ribosomal. Les régions ITS 1 et ITS 2,
hautement variable, appartiennent au complexe génique codant pour les ARN ribosomaux qui
sont multicopies (supérieure ou égale & 100 copies dans le génome fongique) [20, 44, 46, 50,
62, 65, 66, 67, 75]. Les régions codant pour I’ARN ribosomal (ARN 18S, ARN 5,8S et ARN

288S), moins variable entre les espéces, permettent la création d’amorces universelles.

Les approches moléculaires basées sur la PCR ont ét¢ développées pour fournir
I'identification plus rapide et plus fiable autant pour les levures que pour les moisissures, par
rapport aux méthodes traditionnelles {41, 42, 46, 50]. Plusieurs études récentes ont confirmé
I’intérét de ces approches dans l'identification des levures et moisissures d’intérét médical
[41, 42, 46, 50, 53]. Les séquences d’ADN des principales espéces fongiques sont disponibles

dans des bases de données comme GenBank (hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/),

cependant, il convient d’étre prudent car la qualité des séquences est trés variable d’ou la

nécessité de vérifier origine des données & chaque comparaison de séquence [42, 46].

Avec Pamélioration des techniques de séquencgage, des bases de données plus larges et
plus siires, et des kits et des logiciels plus disponibles, cette technologie sera une alternative

compétitive aux techniques classiques d’identification des IF1L.
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Ces techniques de PCR ont été expérimentées a partir de souches fongiques issues de
culture et/ou de prélevements de tissus ou de liquides biologiques animaux ou humains [19,

20, 46, 68, 119].

2.2.3. Identification des souches

L’identification des souches fongiques par la biologie moléculaire peut avoir plusieurs
intéréts.

Les méthodes conventionnelles ne permettent pas dans certains cas ’identification
d’espéce. Dans d’autres cas, 1’absence de sporulation rend impossible I’identification d’un
champignon par ces méthodes conventionnelles (filamenteux non identifiable). Le séquengage
des régions ITS 1 et 2 a ainsi permis & Pounder ef /. d’identifier 16 pathogénes potentiels sur
50 cultures de filamenteux non identifiables [117]. Pour les mucorales, identification
d’espece est difficile par les méthodes conventionnelles alors que P'intérét de la biologie

moléculaire pour ’identification d’espéce est avéré [78, 134].

En Dermatologie, les méthodes conventionnelles pour identifier les dermatophytes
sont souvent longues et ne peuvent pas conclure dans les cas ol la microscopie et/ou la
morphologie sont atypiques. Le séquencage des régions ITS 1 et 2 permet I’identification sans

attendre le vieillissement des cultures [68].

Ciardo et al. ont proposé un algorythme décisionnel pour ’identification des levures
par les méthodes conventionnelles, la biologie moléculaire ayant un intérét lorsque les

caractéres biochimiques ne sont pas discriminants (17/1648 cas) [21].

2.2.4. Prélévements biologiques

Le nombre de maladies infectieuses diagnostiquées via la biologie moléculaire
augmente rapidement. Cependant, la majorité des tests moléculaires validés pour l'utilisation
dans les laboratoires de microbiologie sont dédiés actuellement au diagnostic des maladies
virales. Ftant donné les limites actuelles dans le diagnostic fongique, I'utilisation de la PCR

comme aide diagnostique est prometteuse.
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La PCR a été étudi¢e surtout dans le diagnostic des candidémies et des aspergilloses
invasives, & partir de divers prélévements dont le sérum ou le sang pour les Candida et
Aspergillus et les prélévements respiratoires (par exemple, les expectorations ou le LBA),
pour les filamenteux en général [60, 99, 164]. Les fragments amplifiés varient selon les
¢tudes, mais incluent souvent des génes ribosomaux (ARNr 188S) ou les régions ITS {53, 65,
164]. Les sensibilités varient de 78 % a 100 % pour les candidoses et de 33 % 4 100 % chez
les patients avec une aspergillose invasive prouvée [164]. Les spécificités sont variables avec
les PCR amplifiant les Aspergillus car la présence transitoire de conidies dans le systéme
respiratoire peut entrainer un résultat faussement positif. L'utilisation du sérum ou du plasma
est préférable a l'utilisation des prélévements respiratoires, car la contamination par les
conidies est beaucoup moins probable. La combinaison d’une PCR quantitative et d’un test
détectant le GM dans le LBA a amélioré la sensibilité et la spécificité dans le diagnostic de
I’aspergillose pulmonaire invasive [99]. L utilisation des tests antigéniques et de la PCR en
temps réel a partir du sérum s’est avérée utile dans le dépistage hebdomadaire des

aspergilloses invasives des patients en Hématologie [60].

Comme en Bactériologie, I'utilisation de PCR universelle est une stratégie
potentiellement intéressante [164]. L'amplification suivie d’une analyse par restriction avec
une endonuclease, ou par séquencage, ou par hybridation de sondes spécifiques de genre ou
d'espéces sont des possibilités d’aide au diagnostic des infections fongiques [18, 44, 50, 53,
65). En revanche, contrairement a4 la Bactériologie, I'intérét de la PCR panfongique en

pratique courante demande a étre confirmé [2].

Nous avons mis au point une technique de PCR avec séquencage, ciblant les
régions ITS 1 et 2, et une PCR spécifique Aspergillus fumigatus, pour la détection et
I’identification des champignons dans les prélévements biologiques issus de patients avec

des IFI prouvées ou probables.
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Matériels et Méthodes
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1. Souches

Les souches fongiques utilisées pour la mise au point des techniques de PCR
appartiennent a différents genres et espéces de levures, mucorales, hyphomycétes et
dermatophytes (tableau 4). Ces souches proviennent de la collection de référence du
laboratoire de Mycologie du CHU Dupuytren (Limoges) et ont été identifiées par des

méthodes conventionnelles macro et microscopiques.
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Tableau 4. Souches fongiques utilisées pour la mise au point des techniques de PCR.

_Anamorphe

Levures

Candida albicans

Candida glabrata

Candida krusei

Candida parapsilosis
Candida tropicalis

Candida kefyr
Cryptococcus neoformans
Mucorales

Absidia corymbifera

Mucor circinelloides
Rhizopus microsporus
Rhizomucor pusillus
Hyphomycétes

Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Aspergillus terreus
Aspergillus glaucus
Aspergillus niger
Aspergillus versicolor
Aspergillus nidulans
Aspergillus candidus
Fusarium oxysporum
Scedosporium apiospermum
Trichotecium roseum
Trichoderma longibrachiatum
Beauveria sp.

Penicillium sp.

Phoma sp.

Chaetonium sp.

Alternaria alternata
Scopulariopsis brevicaulis
Cladosporium sphaerospermum
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Microsporum canis

Issatchenkia orientalis

Kluyveromyces marxianus

Eurotium herbariorum

Emericella nidulans

Pseudallescheria boydii

Microascus brevicaulis
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2. Prélévements biologiques

Tous nos prélévements ont été manipulés sous hotte aspirante a flux laminaire et
stockés a -80°C. Ils proviennent de 17 patients correspondant a 12 liquides biologiques et 23
biopsies tissulaires. Parmi ces 17 patients, 7 patients avaient une IFI prouvée et 10 une IFI

probable selon les critéres EORTC 2008 (tableau 5).
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Tableau 5. Prélévements biologiques.

Patient ‘ Echantillon  Prélevements ) Culture
MR Prouvée 1 Biopsie pleurale FH Aspergillus fumigatus
HF Prouvée 2 HP FH -
3 HP FM Rhizopus sp.
MP Prouvée 4 Biopsie pulmonaire FH, TA A. fumigatus
RF Prouvée 5 Biopsie pulmonaire FH, TA -
6 Biopsie pulmonaire - -
SP Prouvée 7 Biopsie pulmonaire - A. fumigatus
CIM  Prouvée 8 Biopsie pulmonaire - Scedosporium apiospermum
LK Prouvée 9 PRR - Candida albicans
10 CFE Levures C. albicans
11 Liquide articulaire - C. albicans
12 CFE - Mucor sp.
LA Probable 13 Aspiration FH A. fumigatus
Bronchique
GJF  Probable 14 1BA - A. fumigatus
BD Probable 15 Aspiration FH A. fumigatus
Bronchique
16 LBA FH A. fumigatus
PA Probable 17 Sinus - Aspergillus sp.
18 Sinus - Aspergillus sp.
19 Sinus FH -
20 Sinus FH -
21 Sinus FH, TA Aspergillus sp.
22 Sinus - -
23 Sinus FH -
24 Sinus FH Aspergillus sp.
WMP  Probable 25 LBA FH A. fumigatus
26 LBA FH A. fumigatus
27 Aspiration FH A. fumigatus
Bronchique
CM Probable 28 Biopsie nasale FM Absidia sp.
29 Biopsie nasale FM Absidia sp.
GX Probable 30 LBA - A. fumigatus + C. albicans
31 Crachats Levures, A. fumigatus + C. albicans
FH
PA Probable 32 Sinus FM -
33 Sinus FM Aspergillus sp.
PSA  Probable 34 LBA - A. fumigatus
RR Probable 35 Crachats - Absidia sp. + Candida kefyr

NOTE.

(-) : Négatif, négative ; ED : Examen direct microscopique ; HP : Hématome péritonéal ; LBA :
lavage broncho-alvéolaire ; PRR : plaie région rotulienne ; CFE : condyle fémoral externe ; FH :
Filaments mycéliens type Hyphomycéte, FM : Filaments mycéliens type Mucorale, TA : Tétes
aspergillaires.
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3. Extraction de PADN

Trois techniques différentes ont été utilisées en fonction de la nature du matériel a

extraire (cultures, liquides biologiques ou biopsies).

3.1.Cultures

L’extraction de I’ ADN fongique a été réalisée a I’aide des tubes de 2 ml Lysing Matrix
C® (MP Biomedicals, llikirch, France) {figure 11). Une colonie (levures) ou une petite partie
de la culture (moisissures) est mise en suspension dans 500 ul d’eau stérile directement dans
les tubes Lysing Matrix C®. Les tubes sont traités dans Pappareil Fast Prep® FP120A (MP
Biomedicals, Illkirch, France) (figure 12) & la vitesse de 6.0 m/sec pendant 2 cycles de 40

secondes. Les tubes sont ensuite centrifugés 1 minute 4 6000 g.
Le surnageant est prét a I’emploi pour la PCR.

Le dosage de I’ADN a été réalisé par spectrophotométrie grice au NanoDrop® ND-
1000 (Labtech, Palaiseau, France) disponible & 1’unité d’oncologie moléculaire du CHU de

Limoges.

3.2.Liquides biologiques

LADN fongique situé dans les liquides biologiques (LBA, liquide articulaire,

crachat,...) est extrait dans les tubes Lysing Matrix C® avec la procédure suivante :

-~ 500 pl a 1000 ul de liquide sont traités dans I’appareil Fast Prep®

FP 120A dans les mémes conditions que pour les cultures,

- 200 ul de surnageant sont utilisés avec le protocole « Blood and
Body Fluid Spin Protocol » du kit QIAamp® DNA Mini Kit

(Quiagen, Courtaboeuf, France).
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3.3.Biopsies tissulaires

Les tissus solides (biopsies) sont traités apres une découpe de 10 a 25 mg de tissu. Ce
morceau est recoupé en petits morceaux a 1’aide d’un scalpel stérile a usage unique et placé
dans 500 pl de tampon ATL (kit QIAamp® DNA Mini Kit) préalablement introduit dans les
tubes Lysing Matrix C*.

Les tubes sont placés dans I’appareil Fast Prep® 120A et traités dans les mémes
conditions que pour les cultures. Les tubes sont ensuite incubés pendant 3 heures a 56°C avec
la protéinase K (20 pl) du kit QIAamp® DNA Mini Kit. Les tubes sont retraités dans
I’appareil Fast Prep® 120A a la vitesse de 6,0 m/sec pendant 2 cycles de 40 secondes.

Le protocole « Tissue Protocol» du kit QIAamp® DNA Mini Kit (Quiagen,

Courtaboeuf, France) est ensuite suivi dans son intégralité.

Figure 11. Tube de 2 ml Lysing Matrix C® (MP Biomedicals, Illkirch, France).
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Figure 12. Fast Prep”® FP120A (MP Biomedicals, Tlikirch, France).
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4, Choix des amorces

Nous avons utilisé¢ 3 couples d’amorces correspondant & 3 PCR différentes (figure
13):

- PCRITS1+2 qui utilise le couple d’amorces ITS1/ITS4 encadrant la
région ITS1-5,88-ITS2,

- PCR ITS1 qui utilise le couple d’amorces ITS1/ITS2 encadrant la
région ITS1,

- PCR fumigatus qui utilise le couple d’amorces AFUMI/AFUM?2
qui cible spécifiquement les régions variables ITS1 et ITS2
d’Aspergillus fumigatus, champignon le plus fréquemment isolé
&’IFI [75].

Les séquences des amorces utilisées sont reportées dans le tableau 6.
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Figure 13. Localisation des régions ITS1 et ITS2 et des couples d’amorces utilisées dans les 3
techniques de PCR.

rDNA-repeat rDNA-repeat

ITS 2 ITS4
<4 <4—
ETS SSU (18S) ITS1.__ | 588 o2 LSU (28S) | ETs
AFUM 1 AFUM 2
ITS 1

NOTE.
NTS : nontranscribed spacer, ETS : external transcribed spacer, ITS : internal transcribed spacer, SSU :

small subunit, LSU : large subunit.

Tableau 6. Amorces utilisées dans les 3 techniques de PCR.

Amorces Séquence (5°—3’) Position Références
ITS 1 (F) TCC GTA GGT GAACCT GCG G SSU 1768- White et al. [159]
1787
ITS2(R)  GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC 5.8S 50-31 White e al. [159]
ITS 4 (R) TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC LSU 69-50 White et al. [159]

AFUMI (F) CGC CGA AGA CCC CAA CAT GAACGC ITS1 117-140 Luo et al. [75]
Hinrikson et al. [46]

AFUM2 (R) TAA AGT TGG GTG TCG GCT GGC ITS2 137-157 Luoetal. [75]
Hinrikson ef al. [46]

NOTE.
SSU : small subunit (petite sous unité ribosomale), LSU : large subunit (grosse sous unité
ribosomale), ITS : internal transcribed spacer, (F) : Amorce sens, (R) : Amorce anti sens.
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5. PCR

Le mélange pour la réaction de PCR ITS1 ou ITS1+2 contient 25 pl comprenant :

12,5 ul de QIAGEN® Multiplex PCR Master Mix (contenant la HotStarTaq
DNA Polymérase) du kit QIAGEN® Multiplex PCR {Quiagen,

Courtaboeuf, France),

1 pi d’amorce sens ITS1 & 10 pmol/pl,

1 ul d’amorce anti-sens ITS2 ou ITS4 a 10 pmol/ul,
5,5 ul d’eau distillée du kit QTAGEN® multiplex PCR,

5wl d’échantillon.

Le mélange pour la PCR fumigatus est 1égérement différent puisqu’il contient :

12,5 ul de QIAGEN® Multiplex PCR Master Mix (contenant la HotStarTaq
DNA Polymérase) du kit QIAGEN® Multiplex PCR (Quiagen,

Courtaboeuf, France),

0,25 pl d’amorce sens AFUM1 a 40 pmol/ pl,
0,25 ul d’amorce antisens AFUM2 40 pmol/ pl,
7 ul d’eau distillée,

5 pl d’échantillon.

Aprés optimisation de la température d’hybridation des amorces et du nombre de

cycles nécessaires, le programme de PCR retenu a été le suivant : une étape de dénaturation

initiale de 15 minutes a 95°C suivie de 35 cycles avec les étapes suivantes : dénaturation a

94°C pendant 30 secondes, hybridation & 58°C pendant 30 secondes et extension a 72°C

pendant 30 secondes et elle s’achéve par une étape d’élongation finale de 30 minutes & 60°C.

Dans le but de vérifier que "amplification de notre ADN s’est bien déroulée, nous

avons procédé a une migration de nos produits d’amplification sur gel d’agarose de haute

résolution, qualité biologie moléculaire RESOPHOR (Eurobio, Les Ullis, France).

L’¢lectrophoreése a été effectuée en gel d’agarose 2% en tampon Tris-Borate-EDTA ou

TBE (Tris-base 45mM, acide borique 45mM, EDTA 1,25 mM ; pH 8,6) 1X (solution mére

TBE 10X Biorad, Ivry sur Seine), aprés avoir incorporé dans le gel 2 ul de bromure
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d’éthidium ou BET & 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) qui est un
agent intercalant et fluorescent, ce qui permet de visualiser 'ADN dans le gel sous un

éclairage d’ultraviolets.

Le gel a ensuite été coulé dans une cuve d’électrophorese MINICELL® EC 370M
(Electrophoretic Gel System, St Petersburg, Floride, USA) avec un maximum de 13 puits par
gel :

- 12 puits sont réservés aux échantillons (dont un contient un témoin
négatif) : 5 pl &’ ADN amplifié + 5 pl de bleu de bromophénol dilué (100 pl
de bromophénol 0,25%, xyléne-cyanol 0,25%, glycérol 30% et 500 pl de
TBE 1X).

- 1 puits est réservé au marqueur de poids moléculaire : 1 ul de marqueur de
poids moléculaire XIV (Roche Diagnostics, Meylan, France) + 5 ul de
TBE 1X + 1 pl de bleu de bromophénol.

L’ADN amplifié a migré 20 minutes a 160 volts & ’aide d’un générateur de champ
électrique modele PS 250/2,5 AMP (Hoefer Scientific instruments, San Francisco, Californie,
USA). Puis nous avons photographié le gel avec un film Seikosha VP-150528 110mm /
21mm (Seiko precision Inc, Japon) sous éclairage par ultraviolets avec I’appareil FluoLink
(Céra.Labo, Aubervilliers, France). La présence d’ADN est visualisée par une bande
fluorescente d’intensité variable sur le gel, dont la taille peut étre estimée par comparaison a
la migration de marqueur de poids moléculaire (distance de migration des fragments d’ADN

inversement proportionnelle au Log10 de leur taille).

Une seule bande est attendue ; en présence de plusieurs bandes fluorescentes, le
séquencage est impossible. Il est possible de séparer les populations fongiques par migration
de ’amplifidt sur un gel d’agarose a 1% (100 Volts pendant 1H30). Chaque bande est
découpée et pesée. Nous purifions chaque bande grace au kit QIAquick® gel extraction Kit
(Quiagen, Courtaboeuf, France). Nous vérifions la pureté et la quantité d’ADN par migration

sur gel d’agarose a 1% (160 Volts pendant 20 minutes).
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6. Séquencage

Seules les régions ITS1 ou ITS1-5,8S-ITS2 sont séquencées dans notre étude. La
région spécifique « fumigatus » a €té séquencée une fois afin de vérifier la spécificité de

"amplification de la PCR fumigatus.
6.1.Purification des produits de PCR

La purification du produit de PCR est réalisée a ’aide du kit Rapid PCR Purification

Systems® (Marligen, Bioscience, Jjamsville, USA).
Le produit de purification (50 pl) est conservé a -20°C.

4 ul d’échantillon sont utilisés pour le séquengage.
6.2.Réaction de séquencage

Les produits de PCR ont été séquencés dans les 2 directions grice aux amorces sens
ITS1, et antisens ITS2 ou ITS4 avec le kit Big Dye® Terminator v1.1 (Applied Biosysterms,

Courtaboeuf, France).
Chaque réaction de séquengage contient 10 pl de mélange comprenant :

- 4 ul d’échantillon purifié,

2,7 ul du kit Big Dye® Terminator v1.1,

- 0,5 pl d’amorce sens ou antisens & 10 uM,

2,15 pl d’eau distillée,

0,65 ul de tampon de séquengage du kit Big Dye® Terminator v1.1.

Le programme de la réaction comprend 30 cycles avec une ¢tape de dénaturation, 10
secondes a 96°C, une étape d’hybridation, 5 secondes a 50°C et une étape d’élongation, 4
minutes & 60°C. La totalité du produit de séquencage est purifiée par précipitation a

I'isopropanol.
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6.3.Précipitation a I’isopropanol

Un mélange comprenant 30 ul d’eau distillée, 60 pl d’isopropanol et 10 pl du produit
de séquencage est vortexé puis centrifugé 4 secondes « short spin » et laissé a ’obscurité et a
température ambiante toute la nuit. Le lendemain, le tube est centrifugé 20 minutes a 20 000
g, puis le surnageant est enlevé par retournement. 250 pl d’éthanol & 70 % sont rajoutés et le
tube est centrifugé 5 minutes & 20 000g. Le surnageant est enlevé par retournement et
évaporation passive. Quinze pl de formamide (stocké a +4°C) sont ajoutés et le tube est

vortexé doucement puis centrifugé 4 secondes « short spin ».

L’ADN est dénaturé 3 minutes 4 95°C et mis immédiatement dans la glace.

6.4.Electrophorése capillaire

Les 15 pl du mélange sont mis dans le puits d’une plaque 96 puits qui est déposée a
I'unité de séquengage du CHU. L’échantillon est soumis & une électrophorése capillaire dans

un ABI prism 3130x! (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France).

6.5.Analyse des séquences

Les données de 1’électrophorégramme sont vérifiées a 1’aide du logiciel d’alignement
de séquence « Finch TV » (http://www.geospiza.com) et les séquences sens et antisens sont
comparées grice au logiciel d’alignement en ligne ClustalW [146, 147] disponible sur le site

EMBL EBI (http://www.ebi.ac.uk).

Les séquences vérifiées sont ensuite comparées avec la base de données disponible sur
GenBank grice au logiciel en ligne BLAST [4] disponible sur le site NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Une identification d’espéce est valable lorsqu’un pourcentage
d’homologie entre les séquences est > 99%. Nos séquences sont aussi comparées a notre base
de donndes établie avec les souches isolées de culture, identifiées macroscopiquement et

microscopiquement au laboratoire de Mycologie du CHU de Limoges.
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Les séquences des souches de référence ont été alignées entre elles avec le logiciel
AliBee-Multiple  alignment Release 2.0  disponible sur le site GenBee

(http://www.genebee.msu.su/) et mises en annexe 1, 2 et 3.

7. Application pratique

La collection de souches nous a permis de mettre au point les techniques d’extraction,

de PCR et de séquengage.

Nous avons ensuite appliqué ces techniques & partir des prélévements biologiques avec

la méthodologie suivante :
—  LePCRITSI1, ITS 1+2 et fumigatus ont été réalisées sytématiquement ;

—  Le séquengage des régions ITS1-5,8S-ITS2 a été réalisé lorsque la PCR
ITS 142 était positive. Lorsque cette derniére était négative, le séquengage de la

région ITS1 a été réalisé sous réserve que la PCR ITS1 était positive.
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Résultats
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1. Souches

Les résultats du séquengage des régions ITSI par la PCR ITS1 et des régions ITS1-
5,8S-ITS2 par la PCR ITS1+2 et de la PCR fumigatus a partir des souches étudiées sont

reportés dans le tableau 7.

La sensibilité des 3 techniques d‘amplification a été testée avec de ’ADN extrait de
culture de Candida albicans, Absidia corymbifera et Aspergillus fumigatus. Des dilutions a
partir d’une solution contenant une concentration d’ADN de 10 pg/ul ont été réalisées, Cette
stratégie a €té choisie pour tenir compte & la fois de ’étape d’extraction et de I’étape

d’amplification qui peuvent interférer sur le seuil final de détection de la technique.

1.1.Levures

I.’amplification et le séquengage des régions ITS1-5,85-ITS2 par la PCR ITS1+2 a été
possible pour toutes les souches de levures étudiées. Les séquences complétes de la région

ITS1-5,8S-1TS2 de chaque levure ont été alignées (annexe 1).

La sensibilité des PCR ITS1 et ITS1+2 a partir d’une souche de Candida albicans est
de 1 pg/ul, soit 5 pg d’ADN.

La PCR fumigatus a été négative dans tous les cas.

1.2.Aspergillus

Les séquences des régions 1TS1-5,8S-1TS2 des Aspergillus flavus, glaucus, nidulans et
versicolor ont été alignées en annexe 2. L’amplification des régions ITS1-5,8S-1TS2 a été
négative pour les Aspergillus fumigatus, A. niger, 4. terreus et A. candidus. Seule la région

ITS1 de I’ Aspergillus candidus a pu étre amplifiée et séquencée.

Le couple d’amorces « spécifique fumigatus », PCR fumigatus, nous a permis
d’amplifier les Aspergillus fumigatus et Aspergillus terreus uniquement, ceux-ci ne présentant

pas le méme profil de migration sur gel d’agarose et pouvant donc étre distingués aisément (le
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séquencage du produit de PCR a bien montré que nous étions en présence soit de
I dspergillus fumigatus soit de I’ Aspergillus terreus). Nous avons donc décidé de faire migrer
sur gel d’agarose toutes les PCR fumigatus avec un témoin positif d’Aspergillus fumigatus
(contrdlé par séquencage).

La limite de détection de la PCR fumigatus était de 100 pg/ul avec Aspergillus
Jumigatus, soit une sensibilité de la PCR fumigatus de 500 pg d’ADN.

1.3.Mucorales

Comme pour les levures, la région 1TS1-5,8S-1TS2 a pu étre amplifiée et séquencée

pour toutes les mucorales étudiées (annexe 3).

La limite de détection des PCR ITS 1 et ITS 1+2, était de 1 pg/pl avec V'Absidia
corymbifera, soit une sensibilité des PCRITS 1 et ITS 142 de 5 pg d’ADN.

La PCR fumigatus a été négative dans tous les cas.

1.4.Autres filamenteux

Toutes les moisissures autres qu’Aspergillus et Mucorales ont €té¢ amplifiées et
séquencées a partir de la PCR ITS1 ou de la PCR ITS1+2, a I’exception de Chaetonium sp
(tableau 7). Les séquences du Fusarium oxysporum et du Scedoporium apiospermum ont été
alignées avec celle des Aspergilius (annexe 2). La PCR fumigatus a €té négative dans tous les

cas.

Parmi les 4 dermatophytes étudiés, les séquences des régions ITS1-5,8S5-1TS2 ont pu
étre obtenues pour Trichophyton mentagrophytes et Microsporum canis tandis que pour
Trichophyton rubrum et Trichophyton tonsurans seule la région ITS1 a pu éire séquencée

(tableaun 7). La PCR fumigatus a été négative dans tous les cas.
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Tableau 7. Résultats d’identification des champignons & partir de la PCR fumigatus et
du séquencage de Ia PCR ITS1 et ITS1+2 sur des cultures identifices
macroscopiquement et microscopiquement au laboratoire de Mycologie du CHU

Limoges.

Séquengage

uencage I

L umigatus® -
Levures
Cryptococcus Négative NR Cryptococcus
neoformans™® neoformans
Candida albicans® Négative NR Candida albicans
Candida glabrata™ Négative NR Candida glabrata
Candida kefyr* Négative NR Candida kefyr
Candida krusei* Négative NR Candida krusei
Candida parapsilosis™® Négative NR Candida parapsilosis
Candida tropicalis™* Négative NR Candida tropicalis
Aspergillus
Aspergillus fumigatus Positive NA NA
Aspergillus flavus™ Négative NR Aspergillus flavus
Aspergillus glaucus™ Négative NR Aspergillus glaucus
Aspergillus niger ‘ Négative NA NA
Aspergillus terreus Positive NA NA
Aspergillus nidulans* Négative NR Aspergillus nidulans
Aspergillus versicolor™* Négative NR Aspergillus versicolor
Aspergillus candidus Négative Aspergillus candidus NA
Mucorales
Mucor circinelloides™* Négative NR Mucor circinelloides
Rhizopus microsporus* Négative NR Rhizopus microsporus
Absidia corymbifera* Négative NR Absidia corymbifera
Rhizomucor sp. Négative NR Rhizomucor pusillus*®
Autres moisissures
Fusarium oxysporum™ Négative NR Fusarium oxysporum
Scedoporium Négative NR Scedoporium
apiospermum™* apiospermum
Trichotecium roseum Négative Trichotecium roseum NR
Trichoderma Négative NR Trichoderma
longibrachiatum longibrachiatum
Beauveria sp. Négative NR NR
Penicillium sp. Négative NR NR
Phoma sp. Négative NR Phoma cava
Chaetonium sp. Négative NA NA
Alternaria alternata Négative Alternaria allernata NR
Scopulariopsis Négative NR NR
brevicaulis
Cladosporium Négative Cladosporium NR
Sphaerospermum sphaerospermum
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Dermatophytes i
Trichophyvton Négative NR Trichophyton

mentagrophytes mentagrophytes

Trichophyton rubrum Négative Trichophyton rubrum NR

Trichophyton tonsurans Négative Trichophyton tonsurans NR

Microsporum canis Négative NR Microsporum canis
NOTE.

Les séquences des champignons marqués d’un astérisque* sont reportées en annexes.

NR : non réalisé, NA : non amplifié.

* Une PCR fumigatus négative indique I’ absence de bandes sur le gel d’agarose ; une PCR
fumigatus positive indique la présence d’une bande sur gel : 'une a 382 bp pour Aspergillus
JSumigatus et autre 4 525 bp pour Aspergillus terreus. Le séquengage des 2 produits de PCR a
permis de montrer que les 2 bandes étaient spécifiques de chaque espéce.
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2. Prélévements biologiques

Les résultats du séquengage des régions ITS1 par la PCR ITS1 et des régions ITSI-
5,88-ITS2 par la PCR ITS1+2 et de la PCR fumigatus 4 partir des prélévements biologiques

de 17 patients sont reportés dans le tableau 8.

2.1.Infection fongique invasive prouvée

Un total de 12 prélévements correspondant a 7 patients avec une IFI prouvée ont été
étudiés.

Seulement 5 examens directs microscopiques étaient positifs et dans 9 cas, la culture a
permis d’identifier un pathogéne fongique (sans identification d’espéce dans 2 prélévements).
La biologie moléculaire, quant a elle, retrouve une identification précise d’espéce dans 10

prélévements.

2.2.Infection fongique invasive probable

Un total de 23 prélévements correspondant & 10 patients avec une IFI probable ont été
étudiés. L’examen direct microscopique était positif dans 17 prélévements et la culture était
positive dans 18 prélévements (dont 4 prélévements avec 2 champignons différents).
Cependant Pidentification d’espéce a été limitée au genre pour 8 champignons car ils
correspondaient soit a une mucorale soit & un Aspergillus dont 1’aspect macroscopique et

microscopique ne permettait pas de donner un nom d’espéce.

La biologie moléculaire nous a permis d’identifier 1 ou 2 champignons dans 17
prélévements sur 23. L’identification d’espéce est obtenue pour chaque champignon (le
pourcentage d’identité par rapport a GenBank est supérieur ou égal & 99%). Nos séquences
sont également comparées a notre base de référence obtenue avec les souches de référence et

reportée en annexe.

Les résultats du séquengage sont corrélés dans tous les cas avec ’identification par la

culture (lorsqu’elle est positive).
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2.3.Syntheése

Une synthése de nos résultats est reportée dans le tableau 9.

L’examen direct microscopique permet de détecter la présence d’éléments fongiques

mais ne permet pas d’identifier un champignon,

Une culture positive signifie qu’un ou plusieurs champignons ont pu étre déteciés mais
ne signifie pas que lidentification est réalisée. En effet, la culture n’a pas pu identifier

1’espéce fongique dans 10 cas parmi les 32 isolements de notre étude.

Une biologie moléculaire positive implique systématiquement que Pidentification

d’espéce est obtenue.

Pour ’ensemble de nos prélévements, nous avons d’abord comparé les résultats de
chaque technique obtenus séparément. La culture et la biologie moléculaire ont des résultats
supérieurs a I’examen direct ; cependant, malgré sa faible sensibilité, I’examen direct reste un
examen indispensable afin de rendre un résultat précoce au moindre cofit. Avec une sensibilité
égale (77%), la culture et la biologie moléculaire ne détectent cependant pas des champignons

dans les mémes prélévements d’ott I'intérét d’associer les 2 techniques.

Nous avons ensuite comparé les résultats en associant les techniques, Les critéres de
positivité sont les mémes que pour chaque technique prise individuellement. Un résultat

positif signifie qu’au moins une des deux techniques est positive.

Le gold standard actuel, c’est-d-dire I’examen direct microscopique associé a la
culture, permet de détecter 33 prélévements positifs sur 35, mais sans identification d’espece
dans 17 cas. L’association examen direct, culture et biologie moléculaire détecte un
prélévement positif supplémentaire par rapport & I’association examen direct et culture mais la
biologie moléculaire permet d’identifier 14 espéces de champignons sur les 17 non identifiées

par les 2 autres techniques.

L’association de la culture et de la biologie moléculaire nous permet de constater que
ce ne sont pas les mémes prélévements qui sont détectés par chacune des techniques prises

individuellement (tableau 9).
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Tableau 9. Résultats de chaque technique prise isolément et associée.

ED Culture BM ED+ ED + Culture +  ED + culture +
n(%) n(%) (%) culture BM BM BM
n(%) n(%) n(%o) n(%o)
Négatif 13(37%) 8(23%) 8(23%) 2(6%) 4(11%) 2(6%) 1(3%)
Positif 22(63%) 27(77%) 27(77%) 33(94%)  31(89%) 33(94%) 34(97%)
Total 35 35 35 35 35 35 35
NOTE.

ED : Examen direct microscopique, BM = Biologie moléculaire.

Un examen direct microscopique est considéré comme positif lorsque des levures, des filaments

et/ou des tétes aspergillaires sont visualisés.
Une culture positive ne permet pas d’identifier une espéce dans tous les cas.
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Discussion
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Notre objectif était de développer une méthode de diagnostic moléculaire permettant
de détecter les champignons dans les prélévements biologiques pour pallier au manque de
spécificité et de sensibilité des techniques histologiques ou culturales habituellement utilisées.
La région des génes codant pour I’ARN ribosomal est une cible de choix pour la mise au
point d’une technique permettant la détection d’un large éventail d’espéces potentiellement
pathogénes. Elle est en effet présente chez tous les champignons et contient des séquences
conservées permettant de dessiner des amorces encadrant des séquences variables spécifiques
d’espéce ou de groupes d’espéce. De plus, le nombre important de copies des génes codant

pour I’ ARNr permet d’obtenir une bonne sensibilité de la technique d’amplification.

La mise en ceuvre des techniques d’amplification pa PCR peut avoir un intérét dans le
cas ol une IFI est fortement suspectée afin d’accélérer le processus d’identification du

champignon responsable et de mettre en place un traitement antifongique probabiliste adapté.

L’examen direct est un examen simple et rapide mais peut étre négatif lors
£

d’authentiques IFI pour les raisons suivantes :

— La partie de tissu ou de liquide analysée ne contient pas de materiel

fongique,

— Le champignon est présent mais en trop faible quantité pour €tre détecté

microscopiquement,

— Le tissu analysé est difficilement analysable microscopiquement (par

exemple, un liquide biologique trés visqueux).

La culture peut éventuellement permettre d’isoler et d’identifier le champignon
responsable. Cependant elle peut étre négative lorsque le champignon ne pousse pas (faux
négatifs) ou lorsque son identification est impossible par ’examen macroscopique et
microscopique de Ia culture (exemple, filamenteux non identifiable). Elle peut €tre également
positive lorsque le prélévement est colonisé ou contaminé avant la culture (cas des

prélévements issus de site non stérile ou manipulés non stérilement).

La biologie moléculaire peut, comme la culture, étre faussement positive si le
prélévement est souillé par des spores ou en cas de contamination lors des différentes étapes
de la PCR [70]. Le risque inhérent aux techniques d’amplification avec des amorces
consensus est ’obtention de résultats faussement positifs dus 4 la contamination des réactions
d’amplification par de I’ADN fongique provenant d’une autre source que I’échantillon testé.

Loeftler et al. [70] dans une étude destinée & évaluer ce risque ont trouvé un taux de 8% de
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réactions positives pour les témoins négatifs placés dans les séries d’amplification. Les
sources de contamination peuvent étre les produits d’amplification générés dans le laboratoire
mais également les moisissures présentes dans I’environnement [70]. Les réactifs
commercialisés pour la réalisation des étapes d’extraction ou d’amplification peuvent eux
méme &tre a origine de résultats faussement positifs en raison de leur contamination par de
I’ADN fongique. C’est ainsi que la présence d’ADN fongique a été détectée dans certains lots
de zymolyase et de lyticase [70]. Ces deux enzymes produites par une bactérie, Arthrobacter
luteus [70] sont utilisées pour la lyse de la paroi fongique dans les protocoles d’extraction
d’ADN.

Pour étre en mesure de détecter la survenue d’une éventuelle contamination lors des
manipulations, nous avons inséré des contrdles négatifs aux différentes étapes de réalisation
de la PCR (contrble négatif d’extraction et contrdle du mélange réactionnel d’amplification).
Nous nous sommes par ailleurs conformés aux recommandations en vigueur concernant la
séparation des locaux pour la prévention des risques de contaminations croisées au cours des
techniques d’amplification. Les manipulations ont été réalisées sous hotte a flux d’air

laminaire avec du matériel a usage unique.

Aucune contamination n’a été détectée au cours de nos manipulations de PCR.

84



1. Choix de la technique

La premi¢re étape de notre technique flt la mise au point de ’extraction, étape
fondamentale préalable & la PCR. La paroi des champignons se caractérise par la présence
d'une paroi cellulaire complexe solide qui résiste a la lyse par les méthodes classiques

d’extraction &’ ADN employées pour les bactéries.

Plusieurs protocoles d’extraction de ' ADN fongique ont été décrits dans la littérature
[3, 29, 37, 97, 149, 160]. La congélation-décongélation, en utilisant 'azote liquide ou la neige
carbonique, a démontré son efficacité [37, 56, 71]. L’homogénéisation a également été
utilisée pour extraire 'ADN fongique en utilisant des billes de verre {97, 140]. L’extraction
enzymatique est une autre méthode utilisant la lyticase qui décompose la paroi cellulaire
fongique, libérant I'ADN fongique [160]. Bien que ces protocoles donnent de bons résultats,

ils sont complexes et longs & réaliser, difficilement utilisables en routine.

Nous avens dans un premier temps testé un protocole d’extraction chimique décrit par
Hendolin et al. [44] mais sa complexité et ’absence de résultats probants nous a amené a
I’abandonner rapidement. Les protocoles tissu et liquide biologique du kit QIAamp® DNA
Mini Kit {Quiagen, Courtaboeuf, France) ont été également testés mais sans résultat avec les
moisissures. Nous avons finalement opté pour la technique HSCD « High Speed Cell
Disruption » qui utilise la I’action mécanique des billes de verres sur les parois des cellules
[97]. L utilisation des tubes de 2 ml Lysing Matrix C® avec ’appareil FastPrep® 120A ont
permis d’obtenir facilement et rapidement de bons résultats sur les cultures comme 'ont

montré Fredricks ef al. [34] et Griffiths et al. [38].

Nous avons essayé d’optimiser cette technique d’extraction en ajoutant des étapes de
congélation-décongélation dans ’azote liquide et/ou « boiling » (utilisé pour les bactéries),

mais sans que cela améliore le rendement d’extraction de I’ADN.
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2. Souches

La plupart des souches de collection identifiées morphologiquement ont été également
identifi¢es au niveau moléculaire avec une concordance de 100%. Certains champignons,
comme 1'Aspergillus niger, n'ont pas pu étre amplifiés par PCR. Ces problémes
d’amplification ne sont pas notifiés dans la littérature avec les mémes amorces et cette
discordance nous interpelle. Luo et al. avaient en revanche noté une absence d’amplification
pour certaines moisissures en particulier avec colonies agées [75]. Une inhibition de la PCR
due aux pigments a cependant été rapportée pour Scytalidium dimidiatum et Aspergillus niger
[771.

Aspergillus fumigatus n’a pas pu étre amplifié avec les PCR panfongiques ITS1 et ITS
1+2. Cette absence d’amplification est suppléée par la PCR fumigatus qui permet de
s’affranchir du séquencage puisqu’Adspergillus fumigatus représente 47% des infections
fongiques dues aux filamenteux chez les greffés de moélle osseuse [8]. Cependant un témoin
de migration sur gel est nécessaire car nous avons montré que Vdspergillus terreus est

également amplifié par la PCR fumigatus.
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3. Prélévements biologiques

La détection et l'identification des agents pathogénes fongiques par la biologie
moléculaire peuvent donner des résultats plus précoces que la culture {30, 43, 118]. En outre,
chez les animaux infectés expérimentalement et chez les patients, la sensibilité de la PCR
semble plus élevée que la culture et les tests sérologiques pour le diagnostic des infections
fongiques invasives [29, 57, 118]. Ces résultats ont été corrélés avec I’amélioration clinique et
l'effet du traitement, en particulier chez les patients avec une aspergillose invasive [29, 72,

163], une candidose invasive [29], et une cryptococcose méningée [120].

Dans notre ¢€tude, les différentes techniques conventionnelles et de biologie
moléculaire n’ont pas été réalisées en méme temps dans la plupart des prélévements, mais
lorsque cela a €té possible, la biologie moléculaire a donné des résultats plus précoces que la
culture. Malgré le faible nombre de prélévements, la biologie moléculaire a une sensibilité

¢gale 4 la culture (77%) dans les IF1 prouvées et probables.

Dans un cas (patient « RF ») pour lequel deux biopsies pulmonaires ont été analysées,
le diagnostic d’IFI prouvée a été basé uniquement sur la présence de filaments mycéliens de
type hyphomycéte et de tétes aspergillaires a 1’examen direct microscopique du prélévement
« RF 5 ». La PCR fumigatus a était positive pour les deux prélévements alors que la culture
est restée négative. Les résultats de la PCR auraient permis de confirmer et de diagnostiquer

une Aspergillose Invasive 4 Aspergillus fumigatus.

Dans un autre cas (patient « HF »), ’ensemble des analyses effectuées sont
concordantes, I’examen direct microscopique mettait en évidence des filaments type
mucorale, la culture un Rhizopus sp. et le séquengage de la région ITS1-5,8S-ITS2 un
Rhizopus oryzae. Cependant pour ce patient, seule la biologie moléculaire a détecté un
Aspergillus fumigatus dans les deux prélévements d’hématome péritonéal. Ce diagnostic est
conforté par la présence de filaments mycéliens de type hyphomycéte dans un des deux
prélévements 4 D’examen direct microscopique et par un taux trés élevé d’antigéne

Galactomannane dans le liquide péritonéal.

Les méthodes de diagnostic moléculaire, comme la culture, ne permettent pas de

distinguer les individus qui sont colonisés de ceux qui sont infectés {12, 91]. Par exemple, § 4
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38% de faux-positifs (moyenne 31%) ont été signalés dans le diagnostic de candidose et
l'aspergillose [12, 91, 142]. Les explications les plus probables sont la colonisation des voies
aériennes par des conidies et/ou des hyphes et la contamination de I'échantillon et/ou des
tampons de réaction par des champignons de l'environnement [70]. Des méthodes de travail
rigoureuses et des procédures de décontamination aident & contrbler le risque de
contamination. La présence de ces faux positifs dans notre étude est impossible a évaluer car
notre technique n’a été testée que sur des prélevements issus de patients avec une IFI prouvée

ou probable selon les criteres EORTC 2008.

De plus la biologie mol€culaire est la seule & donner une identification d’espéce dans
106% des cas ol un champignon est détecté alors que la culture donne une identification
d’espéce dans 16 cas sur 27 soit 59%. C’est par exemple le cas du patient « PA », pour lequel
la culture ne permettait pas de donner I'identification d’espéce d’un Aspergillus sp. alors que
la biologie moléculaire nous a permis d’identifier un Aspergiilus flavus dans plusieurs
prélévements. Cette identification a été confirmée par le séquencage de la souche obtenue en

culture,

Le Preumocystis jiroveci obtenu par séquencage de la région ITS1 de [aspiration
bronchique du patient « BD » a été confirmé par la PCR spécifique Preumocystis jiroveci
réalisée au laboratoire de Mycologie. Le Preumocystis jiroveci n’étant pas cultivable sur les
milieux de culture utilisés en Mycologie, la PCR ITS1 peut donc éventuellement le détecter

dans les cas ou la PCR spécifique n’est pas demandée.
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4. Perpectives

Notre travail a évalué ’intérét de la biologie moléculaire chez des patients atteints
d’TFI, Cette technique peut également avoir un intérét en Mycologie médicale de routine
lorsque 1’identification par la culture est impossible comme c’est le cas assez souvent dans les
prélévements de Dermatologie. Nous avons pu ainsi identifier par exemple 2 dermatophytes :
Microsporum canis (responsable d’une teigne) et Trichophyton rubrum (responsable d’une
dermatophytose de la peau glabre) qui n’étaient pas identifiables microscopiquement a partir

de la culture.

Le développement des techniques d’extraction automatisée peut permettre de faciliter
cette étape primordiale préalable a toute PCR. Des centres frangais (comme le laboratoire de
Mycologie du CHU de Nancy) utilisent déja ’automate MagNAPure LC® avec le kit
MagNAPure LC DNA isolation kit II® (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) pour
extraire I’ADN 2 partir de souches. Lau ef al. utilisent également cette technique d’extraction
a partir de prélévements biologiques [65]. Loeffler ef al. ont montré I’intérét de cet automate
pour Dextraction des levures et des filamenteux & partir des cultures [73]. Les méthodes
d’extraction automatisées semblent intéressantes en cas de grande série d’échantillons a
extraire, mais en présence d’un nombre peu important d’extraction a réaliser, les méthodes

d’extraction manuelles sont plus rentables avec des sensibilités comparables [32].

Les automates de PCR en temps réel offrent une perpective intéressante pour
améliorer Ia rapidité de la technique mais présentent une limite quant 4 la taille du fragment a
amplifier (700 paires de base). Vollmer ef al. ont utilisé¢ 1la PCR en temps réel (a partir de
I’ADN ribosomal 28S) pour la détection et ’identification de champignons dans les
prélévements biologiques avec une limite de détection de 95% & partir de 15 copies par PCR
et une identification par séquencgage [154]. La PCR en temps réel peut avoir un intérét dans la
détection des principales espéces de Candida et I’ Aspergillus fumigatus dans les hémocultures
[76, 105,127, 135, 162].

Actuellement la durée de notre technique diagnostique par biologie moléculaire varie

en fonction de la réalisation du séquengage. En cas de PCR fumigatus positive seule, les
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résultats sont obtenus dans la journée mais si une des PCR universelles est positive, le
séquengage du produit de PCR va augmenter le temps de diagnostic (d’autant plus si plusieurs
bandes sont observées lors de 1'étape de migration en gel d’agarose) & 2 ou 3 jours. La
méthode de purification que nous utilisons lors du séquengage est peu coliteuse. Des kits de
purification en colonne existent avec 'avantage d’étre plus rapides mais sont aussi plus
onéreux. L’ utilisation d’un kit de purification, qui permettrait de diminuer encore le temps du

diagnostic d’au moins 12 heures, est a4 envisager.

Le développement de nos techniques sur des tissus paraffinés semble &tre une
prochaine étape afin d’élargir le champ d’action des techniques de biologie moléculaire sur
les prélévements ou seule la preuve histopathologique est présente comme I’ont fait Lau ef al.
mais avec une sensibilité plus faible que celle observée avec les tissus frais congelés [65].
Willinger ef al. ont ainsi identifiés 90% des espéces fongiques sur les tissus frais congelés et
seulement 50% sur les tisssus paraffinés [161]. Lau ef al. ont utilis€¢ une « PCR ITS1 » pour
détecter 'ADN fongique dans les tissus frais et les tissus paraffinés de patients atteints d’IFI
prouvées par la culture ou histologiquement. Ces auteurs ont pu ainsi détecter et identifier les
agents pathogénes fongiques dans 93,6% des cas lorsque la culture était positive et dans
64,3% des cas lorsque la preuve de Iinfection fongique était uniquement histologique [65].
En comparaison, dans notre étude en cas de culture positive, soit 27 prélévements, notre
technique a permis de détecter et identifier 21 prél¢vements contenant 1 ou 2 champignons
soit 78% des cas. En cas de preuve a l’examen direct microscopique seul, la biologie

moléculaire était positive dans 5 cas sur 6.

Le développement de la biologie moléculaire a permis une augmentation du nombre
d’études sur la phylogénie des champignons, entrainant une révision des classifications dites

morphologiques [14, 16].
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Conclusion
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Les techniques conventionnelles de diagnostic des infections fongiques se heurtent
souvent a un manque de sensibilité quant a la détection mais surtout a ’identification des
espéces fongiques. Nos travaux ont permis de développer 2 techniques de PCR panfongique
avec séquengage de la région ITS1-5,88-1TS2 et une technique de PCR spécifique Aspergilius
Jumigatus, capables d’identifier des champignons en culture mais également a partir de

prélévements biologiques.

Les PCR utilisées n’ont jamais amplifié de ’ADN non fongique, prouvant la spécifité
de ces techniques vis-a-vis des champignons. La sensibilité de la PCR (77%) était égale a
celle de la culture avec P’avantage de rendre un résultat plus précoce et d’identifier

précisément une espéce fongique.

La biologie moléculaire semble pouvoir prendre sa place en cas d’examen direct
positif pour les patients suspects d’Infection Fongique Invasive (IFT) en complément de la
culture, afin d’obtenir un résultat ptus rapide mais également en cas de culture hégative pour
identifier un agent fongique pathogéne, et ainsi orienter le clinicien dans son choix
thérapeutique. En cas de forte suspicion d’Infection Fongique Invasive, I’association de la
culture et de la biologie moléculaire permettrait d’améliorer la faible sensibilité de I’examen

direct microscopique lorsque celui-ci est négatif.
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ANNEXE 1. Séquences comparatives des régions ITS1-5,8S-ITS2 des principales especes de
Candida (C.) et de Cryptoccocus neoformans (Cr. neoformans).

+++++H++ L P . el
Cr. neoformans (1) TECGTAGGTGAACCTGEGGARGGATCAGTAGAG-~————==————————————=——————
C. albicans (1) TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTG————————=——=—-——————-====—==—-
C. glabrata (1) TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGaaatttaATTgatTTGTCTGAgcteyy
C. kefyr (1) TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAG——————- ATT-—-ATGAATGA-—————
C. krusei (1) TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTG-———==—=====—=———=——=————==
C. parapsilosis (1) TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAG-——========———————————————=
C. tropicalis (1) TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTG-—————=========————————————
w3 ww  ismeess B 8 Fots o
Cr. neoformans (34) —————===mmm e AATAT - — === mm———————
C. albicans (34) ——————smmm s ————— ATTT———————————————
C. glabrata (61) agagAGACATCTCTGGGGaggaccagtgtagacactcagGAGGCTectaaaatattttct
C. kefyr (45) —-—-—-ATAGATTACTGGGG-————————====m=—————— GAATCG———————————————
C. krusei (34) ———— == e TGATTT————————————=——=
C. parapsilosis (34) -———————————————-—-—=—-——— oo oo————————— AATGA~——————————————
C. tropicalis (34) ——m———mm e e e ATTT-———————————————
e ases  assssss G s P s o o O
Cr. neoformans (39) == TGGA———————————=——===—=—= CTTTGGTCCAT————————=====——————
C. albicans (38) ——==—mm e GCTTAATTGCAC——————————==m=——————
C. glabrata (121) ctgcTGTGAAtgctatttcTCCTGCCTGCGCTTAAGTGCGCggttggtgggtgttetgea
C. kefyr (65) -——-TCTGAA-———————— CAAGGCETGOGCTTAATT GUGE————r i e
C. krusei (40) === g GTACTACACTGCGT=-—————————————————
C: ‘parapsilosis [39) BEr=stes AR~ === ————————— AGTGCTTAACTGCAT ———————————=——————=
C. tropicalis (38) —mremrmm e s TS TR GCTTAATTGCAC======—————————————
Cr. neoformans (54) —————— =
C. albicans (50) ——————— e e
C. glabrata (181) gtggggggagggagccgacaaagacctgGGAGTGTGCgTGGATCTCTCtattccaaagga
C. kefyr e ) GGCCAGTTC-TTGAT-TCTC-——=—====———
C. krusei (55} —————— e e e
C. parapsilosis (56) wrrommermemms s s e e m T R S S e e S S A GRS
C. tropicalis (B0) —— e e e e e
. aeas R a3 e Eea ¥ vEm gii § e Phbess sPemwes 3 e
Cr. neoformans (54) ———--- TTAT-~———=——== CTA--=-~--— CCCAT--CT--ACACCTGTGA-——————==~
C. albicans (D)) s s o e e e e e T T R T T CACATGTGTTTTT-CTTTG
C. glabrata (241) ggthTTTATcaCAcG—ACTCGACaCTTTCTAATtACTACACACAGTGGAGTTTACTTTA
C. kefyr (111) ----TGCTAT--CA-GLTTTCTA---TTTCTCAT-CCTAAACACAATGGAGTTT-TTTCT
C. krusei (58] sommsmrme e R R S e e S S S e GAGCGG—————-—
C. parapsilosis (56) —-—————=======——--————m—o—oo TITTTCT === ACACATGIGTTTTTCTTTTT
C. tropicalis (FQ) reoc—s=-ecoSEEE R RS RS SRR SRS CACATGTGTTTTT--TATT
o 5 T mewPwem T wommos ¥ % sismoe ot . . . ae s T L
Cr. neoformans (78) ——=—--— AC---TGTTTATGT—————=————— GCTT-—————————————— CGGCACGTTTT
C. albicans (68) AAACABRAC--TTGCTTTGGCGGTGGGCCCAGCCT-———===——————— GCCGCCAGAGGT
C. glabrata (300) CTACTATTcTTTTGTTCGTTGGGGGAACGCTCTCTTToggggggGAGTTCTCCCAGTGGA
C. kefyr (159) CTATGAAC-—--TACTTCCCTGGAGAGCTCGTCTC-——======———————— TCCAGTGGA
C. krusei (6l) —-———- AR —— e e GAA
C. parapsilosis (84) TTGAAAAC-TTTGCTT---TGGTAGG-CCTTCTATAT——————— GGGGCCTGCCAGAGAT
C. tropicalis (67) GAACAAAT---TTCTTTGGTGGCGGG-—--AGCAATCC—————————— TACCACCAGAGGT
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Cr. neoformans
C. albicans

C. glabrata

C. kefyr

C. krusei

C. parapsilosis
C. tropicalis

Cr. neoformans
C. albicans

C. glabrata

C. kefyr

C. krusei

C. parapsilosis
C. tropicalis

Cr. neoformans
C. albicans

C. glabrata

C. kefyr

C. krusei

C. parapsilosis
C. tropicalls

Cr. neoformans
C. albicans

C. glabrata

C. kefyr

C. krusel

C. parapsilosis
C. tropicalis

Cr. neoformans
albicans
glabrata
kefyr

krusei
parapsilosis
tropicalis

Aot

Cr. neoformans
C. albicans

C. glabrata

C. kefyr

C. kruseli

. parapsilosis
C. tropicalis

Cr. neoformans
¢, albicans

C. glabrata

C. kefyr

C. kruseil

C. parapsilesis
C. tropicalis

(1L04)
(112)
{360)
{199)

{(67)
(132}
(111}

(197)
(214)
(478)
(305)
{178)
(225)
(214)

(257)
(274}
(538)
(365)
(237)
(285}
(274)

{317)
{(334)
(598)
(425)
(297)
(345)
(334)

{366)
{386)
{655)
{479)
(339}
(394)
(384)

(417)
(419)
{707)
{539)
(383)
{413)
(417}

T S i R -f R N LT e AP N +k+ P
—-~ACACAAACTTCTAA-ATGTAAT GAA——TGTAATCAT ———~~~~———~— ATTAT———
CTAAACTTACAARCCAATTTTTTATCAACTTGTCACACC——— ===~~~ BGATT e AT
~TGCARACACARACAAATATTTTTTTA-AACTAATTCAGTCaaCACARGATTTCETTTAG
-CATADACACAAACAATATTTTGTATT -ATGARAAACT ~ e e = ATTAT-ACTAT
~ARCAAARRCACCTAABATGTCGAATA~ ~TAGCATATAGTC - - GACAAGAGAAA-—~--TC
———TABACTCAACCAA-ATTTTATTTA~-ATGTCAACCG-——— =~~~ ATTAT—————~
~TATAACTAAACCAAACTTTTTATTTA-CAGTCARAC T~~~ ——~~~~ TGATTTA--TTAT

....... T o s o o Sl o o e S o 5 o0 20 oo o o o
————AACAATAAT-AAAACTTTCAACARCGGATCTCTTGGCTTCCACAT CGATGAAGRAC
TAC~~~TAATAGTCAARAACTTTCAACAACGGATCTCTITGET TCTCGCATCGATGRAGAAC
TAGAAAACAACTTCAAAACT TTCAACAATGGATCTCITGGT TCTCGCAT CGATGARGAAC
ARAATTTAATATTCAAARCTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCCCAT CGAT GARGRAL
TACGAAARACAAACARAACT TTCAACAACCEATCTCTTGGT FCTCGCATCGATGAAGAGC
————— TTAATAGTCAAAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTCGCATCGATGAAGRAC
TAC-~——-AATAGTCAARACTTTCAACARCGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT GAAGAAL

B o e S o MU SRR 0 o e o o MRS O b o6 o b b o o A B e S
GCAGCGARATGC GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTIGAA
GCAGCGARATGCGATACGTARTATGAATTGCAGATATTCGIGAATCATCGAATCTTTGAA
GCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGARATTCCGIGARTCATCGAATCTTITGAA
GCAGCGAATTGCGATATGTAT TGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCAAATCTTTGAA
GCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCAT-CGTGARTCATCGAGTTCTIGAA
GCAGCGABATGCGATAAGTARTATGAATTGCAGATATTCGYGAAT CATCGARTCTTTGAA
GCAGCGAAATGCGATACGTAATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAA

B o O S 8 Y Y S U ot o2 o Rt o 1 B 2 o o e e e b e o PV o o P iy o
CGCARCTTGCGCCCTTTGGTAT TCCGAAGGECATGCCTGTTTGAGAGTCATGAAAATCTC
CGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCOGAGEGCATGLCTGTTTGAGCGTCETITTCTCCCTC
CGCACATTGCGCCCTCTGETATTCCGEGEEGCATCCCTETTTGAGCGTCATTTCCTITCTC
COCACATTGCGCCCTCTGGETATTCCAGGGGGCATGCCTGI TTGAGCGTCATTTCTCTCTC
COCACATTGCGCCCLTCGGCAT TCCGEGEGGCATGCCTGITTCGAGCGTCGITTCCATCTT
CGCACATTGCGCCCTTTGETATTCCAARAGGGCATGCCTGTT TGAGCGTCATTTCTCCCTC
CGCACATTGCGCCCTTTGCGTATTCCARAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTC

+ R SR S 5 o o s APRIE SIS . I S RIRT 5
AATC—---CCTCGGGTTTTATTACCTGTTGGAC ————— TTGGATTTGGGEGTTTGCCG
ARMAC -~ -CGCTGGGTTTGGTGTTGAGCAATAC ———~~ GACTTGGGTTTGCTTGARMAGACG

ABAC--ACGTTGCTGITTGGTAGTGAGT GATACECTCYTT TTTGAGTTAACTTGARRT TG~
ABAC—~-CTTTGGGTTIGHEAGTGAGT GATAC--TC-GTCTCGGCTTAACT TGAARGT GG

GLGCYTGCGCAGAG-TTGG- —GGEAGCGEAGC - ~—————— ==~ GGACGACGTGTAR -~~~
ARAC--——CCTCEGGITTGETGTTGAGCGATAC -~ GCTGGGTTTGCTTGAAAGAL -
ARRAC-—-—-CCTCGGETTTGGT GT TGAGCAATAC - —m == GCTAGGTTTGTTTGARAGAAT

. s et T P L
CGAC~—-—-CTGCAARGGACGT »- - CGGCT-CGCCTTAAATGTGTTAGTGGGAAGGTGAT
GTAG-——————~ TGEETAAGG— -~ - LGEEAT -~ ———— === === CGCTTTGACAATGGC
~TAG-GCCATATCAGTATGT ~—-—- GGGACACGAGCGCAAGCT-TCTCTATTAATCTGCT
CTAGCCGTTGCCATCTGUGT gagCAGGGCTGCETGTCAAGTCTATGGACTCGACTCTTSC
——AG-——— AGCGT-—~-CGGAGCTGCCACTCGCCTGAARGGGAGCGARAGCTGGC
— Al e e GCGG—~——— F N L e ADACTAAT
TTAR~————=————== CET === GGAA-—————-—— ACTTATTTTAAGCGACTTAGGT

. veae o tFo cie aant e e e e PN .
————— TACCTGTCAGC ———~CCGGCETAAT —— = ARGTTTCGLT ~—————— = = e

GCTCGTTTECECGAGC gGCGGEEETTART —~ACTGT ~~ATTAGGTTTTACCARCTCGGTG
ACATCTACGTCTTAGG-TTTGCGCCART T egTGETARGCTTGGGTCATAGAGACTCATAG
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cr.

Cs
C
C.
i,
C
C.

(657 5"

C.
C.
C.

neoformans
albicans
glabrata
kefyr
krusei
parapsilosis
tropicalis

neoformans
albicans
glabrata
kefyr
krusei
parapsilosis
tropicalis

neoformans
albicans
glabrata
kefyr
krusei

. parapsilosis

tropicalis

(448)
(440)
(763)
(598)
(402)
(427)
(436)

(492)
(472)
(818)
(658)
(44¢)
(456)
(462)

(551)
(532)
(877)
(717)
(505)
(516)
(522)

. it + g . S R TR
-GGGCCTATGG———-GGTAGTC-—-TTCGGCTTGCTGATAAC—————— AACC--ATCTCT
——————————————— GCTTGCG—==-————————GCGGTAACGTCCACCACG-TATATCT

TTGATCTAGGGAGGGATAAGTG———-AGTGTTTTGTGCGTGC-TGGGCAGACAGACGTCT
GTGTTATAAAGACTCGCTGGTGtEtGTCTCCTTGAGGCATACGGCTTTAACCAAAACTCT

~——-TTCAGGGA--CGCTTGGC—————————— GGCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACAACA
—————————— CACTCATTGGTA-~~—===========CAAAC-—----TCCAARACTTCT
————————————— TTGTTAGTG-———=—=—==-===-GCCACC----—-——-ACAATTTATTT

++ . ++ . +++++++H b L
TT-TTGTTTGACCTCARATCAGGTAGGGCTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
TCAAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
TT-AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
CA-AAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
AA-AAGCTCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
TCCAAATTCGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
CATAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
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ANNEXE 2. Séquences comparatives des régions ITS1-5,8S-ITS2 des souches d’Aspergillus
(A. flavus, A. glaucus, A. nidulans et A. versicolor), de Fusarium oxysporum et de
Scedosporium apiospermum.

0

.

o

A.
A.
A.

g

[ B T S

.

A.
A.
A.

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oXysporum
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oxysporum
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oxXysporumn
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oXysporum
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oxysporum
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oXysporum
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oXysporum
apiospermum

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(60)
(57)
(61)
(61)
(50)
(50)

(114)
(105)
(104)
(104)

(90)
(100)

(172)
(149)
(162)
(163)
(137)
(155)

(229)
(190)
(201)
(203)
(195)
(214)

(289)
(250)
(261)
(263)
(255)
(274)

(349)
(310)
(321)
(323)
(315)
(334)

B A P I R Fus s R
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCT-AGCGAGCCCAAC
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGC-~CCTCTGGG——TCCAAC
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT CATTACCGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGCGCCCAAL
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGCGCCCAAC

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGT —————————— TTACAACTCCCAA-
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAGAGT - ————————~~— TACTACTCCAAAC
T O RS, R (i, P S i e o i P o o o o i .- +.

CTCCCACCCGTGTTTA-CTGTAC-—~—— CTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAttCATGG
CTCCCATCCGTGTCTATCTGTAC———~- CCT-GTTGCTTCGGCGTG——-GCCA-——-CGGC
CTCCCACCCGTGACTA-CCTAAC————-. ACT-GTTGCTTCGGLCGGG~————————— GAGC
CTCCCACCCGTGACTA-CCTAAC————~ ACT-GTTGCTTCGGCGEG—————————— GAGC
————— ACCCCTGTGAA-CATACC—----ACTTGTTGCCTCGGCGGA-————-————TCAGC
Crmmm=e CATTGTGAACCTTACCtatgtTCT-GTTGCCTCGGCGGCGTGGTCA---GCGC
o e L AN, RO Fineiince = & euspsimneses Py e i $ 8 eTEEe s EeEs o B
CCGC-CGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACAC-CACGAACTCTGTCT
CCGC-CGGAGACTA-————————— ACATTTGAACG——CTGTCTGA--AGT-TTGCAGTCT

CCCC-CAGGGGCGAGCCGCCGGGGACCACTGAACTTCATGCCTGA-GAGTGATGCAGTCT
CCTCTCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGA-GAGTGATGCAGTCT
CEGE~————rm—rm TCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCT
CC-CTCTGAAAAGAG-—-GACGATGCCCTCCCGCCGGCAGCACCAA——-ACTCTTGAATTTT

------- B o S S S O S A
GATCTAG———TGAAGTCTGAGTTGAITGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGA

........... -

GAGTPT T —<— == s TAGTTAAACAATC-GTTARAACTTTCAACAACGGA
GAGCCET G-~ r s r s s AATACAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGA
GAGTCTG———————=======———=—= AATATADAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGA

GTTTCTAtATGTAACTTCTGAGT--AARACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACARCGGA
ACAGCGG-ATTACAGTTCTGATTTGAARAACAAAARACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGA

+++++++++++ A L L L
TCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATAACTAGTGTGAATTGCA
TCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCA
TCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARCTGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
TCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARCTGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCARAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA

+4++++ . A Lo L
GAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
GAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGARCGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGE
GAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGC
GAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGC
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGTAATCTGCCGGGC

At S o o R SO At R S I
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC— === == == =====—— ATC----BAGCACGGCTT
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC - —— === === == === TC———-BAGCACGGCTT
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC -~ === == == ====== TC----RAAGCCCGGCTT
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC-—————=====—=—= ATC----AAGCCCGGCTT
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTITCAALCC—————= === TC—----AAGCACAGCTT

ATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCtcgaacctecegtttcCTCagggAAGCTCAGGGT
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0 1 e e e

i P B

P RR e

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oxysporum
apiospermun

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oxysporum
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oxysporum
apiospermum

flavus
glaucus
nidulans
versicolor
oxysporum

. apiospermum

(390)
(350)
(361)
(364)
(355)
(394)

(440)
(398)
(407)
(410)
(395)
(449)

(495)
(454)
(463)
(467
(443
(508

(548)
(507)
(519)
(520)
(497)
(561)

W o e i i P e P e i RTINS O R [ R,
GTGTGTTGGGTC—————————— GTCGTCCCCTCTCCGGGGGGYACGGGCCCCARAGGCAG
GTGTGITGEG-Crmmmmmmm TTCCGTCCCTGGCAACGGGG—ACGGGCCCARRAGGCAG
GTGTGTTGGGTC——~——————~ GTC-GTCCCC~-CCCGGEEG-ACGGGCCCGARAGGCAG
GIGIGTICGETC~—=mmmmmms GTC-GTCCCC--CCCGGGGG-ACGGGCCCGARAGGCAG
G-GITGTTGGGAC——————————— TC-—--GCG-TTAATTCGC-—-GTTCCTCAAATTGAT

CGGTGTTGGGGCgetacggegaGTC~TTCGCGACCCCCGTAG-—~~GCCCTGARATACAG

N B s PP I I R DRI 5 5 o o o P i LT I G g o Y o Fiae
CGGCGGCACCGCGTC~CGAT-CCTCGAGCGTA-TGGGGCTTTGTCACCCGCT-C-TGTAG
TGGCGGCACCATGTC-TGGT-CCTCGAGCGTA-TGGGGCTTTGTCACCCGCTCC-CGTAG
CGGCGECACCETGTC-CGGT-CCTCGAGCGTA-TGGGGCTTTGTCACCCGCTCG-ATTAG
CGGCGGCACCETGTC-CGGT-CCTCGAGCGTA-TGGGGCTTTGTCACCCGCTCGATTTAG
TGGCGGT--CACGTCgAGCT-TCCATAGCGTA-—————— GTAGTAAAACCCTCG--TTAC
TGGCGETCCCGCCGL-GGTTYCCTTCTGCGTAGTAAGTCTCTTTTGCAAGCTCGCATTGG

..... T I e R . T B
GCCCGGCCEG-CECTTGC-C-—-GAaCGCARATCAATCTTTTT -~ CCAGGTTGACCTCGG
GTCCAGCTGGCAGCTAGC———-—— CT--CGCAACCAATCTTTTTAACCAGGTTGACCTCGG

GGCCBECCGEEGCECCAGC-CGGCGT-CTCCAACC-TTATTTTT-CTCAGGTTGACCTCGG
GGCCGECCGEGCECCAGC-CGACGT———CCAACC-ATTTTTCT -~ TCAGGTTGACCTCGG
TGGTAATCGT-CGCGGCCaCGCCGT—--TAAACCCCAACTTCT -~ GAATGTTGACCTCGG
GTCCCGGCGGAGGCCTGC———-CGT--—CARACCTATAACTTCAGATGGTTTGACCTCGG

++++++++++ . A
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGARCTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ATCAGGTAGGGATACCCGCTGARCTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
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ANNEXE 3. Séquences comparatives des régions ITS1-5,8S-ITS2 des souches de mucorales
(Mucor circinelloides, Rhizopus microsporus, Absidia corymbifera, Rhizomucor pusillus).

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

circinelloides (1)
microsporus {1)
corymbifera (1)
pusillus (1)
circinelloides (48)
microsporus (60)
corymbifera (58)
pusillus (53)
circinelloides (95)
microsporus (11e)
corymbifera (111)
pusillus (96)

circinelloides(135)

microsporus (172)
corymbifera (167)
pusillus (117)

circinelloides(171)
microsporus (229)
corymbifera (221)
pusillus (157)

circinelloides (225)

microsporus (269)
corymbifera (280)
pusillus (199)

circinelloides(283)

microsporus (322)
corymbifera (340)
pusillus (254)

circinelloides (343)

microsporus (381)
corymbifera (400)
pusillus (314)

circinelloides(402)
microsporus (441)
corymbifera (460)
pusillus (374)

B R R e o o R U

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA-ACTAATGTATTGGCACTTTactGGGATTT
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT TACTGAGAGGTTAT TAAGCCTT——-GGGGTTG

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA---AAAAGTTGTGGAAATCG————— TGGTG
Sk S hRaaaas tesm kB 5 ¢ huhbomngyy s Wt v sk .
GCTTGTC--CATTATTATC-TATTTACTGTGAACT-—-—~ GTATTATTAC-—~T~—TGAC

ACTTCTCaGTATTGTTTGCTTCTATACTGTGAACCTC-~—-—-TGGCGATGAAGGT cgTAAC
GCCTAAC-TTAAGG---TCTTCTCTTAAG-GTTCCTCACAGTTTTGTGCAATGT--TGGG

ACCT-=C==TATRG=—==w~= GTGAGCCGCGATTCTCTCCTTTTTGTGAAATGT ——~~—=
R R R 4 « s E g e e 8o eweEs g
—-——GCTT---GAGGGA~~—======—=——= TGCTCCACTGCTATAAGGATAG“GCGGTGGG

TGACCTTCgGGAGAGACTCAGGACATATAGGCTATAATGG—~GTAGGCCTGTTC—-TGGG
TCACCTT---GGTTGACTCTGCCTAAAG-CTCTTGACTTGAARAAGACTTGAGCAATGGG

—————— TC-TGAGGGA~———————-=-=TTGCTCCA~~~-—=========GATC—~~~——
8 ewene w & aEes  edem W s T e % # » Fis . et » —
Gmmmm ATGTTAACC--GAGTCATAGTCAAGCTTAGGCT -~ TGGT

GT-——-TTGATCGATGCCAATCAGGATTACCtETCTTCCTTTGGGAAGGAAGGTGCCTGGT
CTggcCTTAGGGGCCCCTAGTATGTTTATC——--ATACTAACCCCA--AAGGTTTTTTCT
——————— TCTCGA--CCTTTTAT-TTTACA---——---TATTTGATTGACTGTT-~-GTTT

T aare: T ww s .+ + TS, S P © . R, o & @niiTis,

ATCCTAT-TAT-TATTTACCAARAGAATTCAG-~AATTAAT--ATTGTAACATAGACCTA
ACCCTTT--AC-CATATACC-~ATGAATTCAG--AATTGAA-————~~= AGTATA---——-
ACTATGTCTATGAATTGATG-TATGARAAAAGE tATTTGT TaaCTTGAAGGCTTCTGTAA
AACAAAT--————- TGARAGTTTTGGA-TCAG--ARATGAT~ -~ ~TCAAGACGA-———TA

P R T R P o b ot b o PR PR b b R o e b PR L o o o sk o ot o o o o o 0k o s i e 0
AAA—AATCTAI ~AAAACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAA
——————— ATATAATAACAACTTTTAACAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAA
AAAGAGTCTTTAAAAACAACTCTTGGCAATGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAG
ADA————— TTTCAAAACAACTTTAAGCAATGGATCACTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAG

+++++++++ .+ A AL L. Ll L L L
CGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGTAGCAAAGTGCGATAACTAGTGTGAATTGCATA-TTCGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGTAGCARAGTGCGATAATTATTGCGACTTGCATTCATAGTGAATCATCGAGTTCTTGAA
CGTAGCARATTGCGAAAAGTAATGCGATCTGCAGCCTTTGCGAATCATCGAATTCTCGAA

I R O R TS U & o P R
CGCAACTTGCGCTCATTGG-TATTCCAATGAGCACGCCTGTTTCAGTATCAAAACAANCC
CGCAGCTTGCACTCTATGGATCTTCTATAGAGTACGCTTGCTTCAGTATCATAACCAACC
CGCATCTTGCGCCTAGTAGTCAATCTACTAGGCACAGTTGTTTCAGTATCTGCATCCACC
CGCACCTTGCACCCTTTGGTTCATCCATTGGGTACGTCTAGTTCAGTATCTTTATTAACC

. +4 Py i i P + w3 ¥ P vhuedy awn yian?®
CT-CTATCCARCATT -~~~ TT-TGTTGAATAGGA-~ATAT -~ ~TGAGAGTCTCT~———- T
CA--CACATAAAATTTATTTTaTGTGCTGATGGACAAGCTCGGTTAAATT TAAT ~~ TATT
AAtCAACTTAACCTT--TTGT--GTTGAGTTGGA--ACTGGGCT TCTAGT TGAT gGCATT
CC-———- TAAAGGTTTATTTT-~-~TTGA~~~~TA-AATCT---TTGGATTTGCG-GTGCT
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R

)

ol

el

>R

A.

Rh.

M.
R.
A.

Rh.

h.

h.

circinelloides (446)
. microsporus (497)
corymbifera (514)
pusillus (417)

circinelloides(482)
microsporus (541)
corymbifera (571)
pusillus (468)

circinelloides (530)
microsporus (582)
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. microsporus (629) TCTTT-AACT—————-. ATGATCTGAAGTCAAGTGGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT

corymbifera (691) CCTTTAAACTCACATTTAGATCTGAAATCAACTGAGACCACCCGCTGAACTTAAGCATAT

pusillus {561} —ATTTCAACT---—— ATGGATCTGAACTTAGATGGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
R S
circinelloides (626) CAATAAGCGGAGGA
microsporus (682) CAATAAGCGGAGGA
corymbifera (751) CAATAAGCGGAGGA
pusillus (615) CAATAAGCGGAGGA
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Résumé

L’incidence des infections fongiques invasives est en constante augmentation avec
I’émergence d’espéces de plus en plus variées. Une identification rapide et précise de 1’agent
pathogéne est essentielle pour la mise en place d’une thérapeutique adaptée. Nous avons
développé deux techniques de PCR panfongique avec séquengage des régions ITS1 ou ITS1-
5,8S-ITS2 et une technique de PCR spécifique Aspergillus fumigatus. Ces techniques ont été
réalisées sur 34 souches fongiques issues de notre laboratoire et sur 35 prélévements
biologiques congelés issus de 12 patients avec une infection fongique invasive prouvée ou
probable. Les séquences ont été comparées a la base de données Genbank. Les techniques de
biologie moléculaire ont pu identifier un pathogéne fongique dans 77% des prélévements
biologiques en corrélation avec I’examen direct microscopique et/ou la culture. De plus,
I’identification précise de genre et d’espéce a été possible dans 14 cas avec identification
incompléte ou impossible par les méthodes conventionnelles de diagnostic. Ces résultats
corroborent 1’intérét de la biologie moléculaire en combinaison avec 1’examen direct
microscopique et la culture dans le diagnostic des infections fongiques invasives.

Summary
PCR in the diagnosis of invasive fungal infections.

The incidence of invasive fungal infections is increasing in immunocompromised patients. A
~ quick and accurate identification of the pathogen is essential to initiate specific therapy as
soon as possible. We have developed two panfungal PCR assays followed by sequencing of
the ITS1 or ITS1-5,8S-ITS2 regions and one specific PCR assay for Aspergillus fumigatus.
These techniques were tested in 34 fungal strains cultured in our laboratory and in 35 frozen
biological samples from 12 patients with a proven or probable invasive fungal infection. The
obtained sequences were compared to the Genbank database. The molecular biology assays
identified a fungal pathogen in 77% of biological samples and were correlated to direct
microscopic examination and/or culture. Moreover, these techniques allowed an accurate
identification of the genus and the species in 14 cases in which identification was impossible
or incomplete by conventional methods of diagnosis. These results corroborate the interest of
molecular biology in combination with direct examination and culture in the diagnosis of
invasive fungal infections.
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