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l. Introduction

Les champignons constituent le régne des Fungi et représentent aprés celui des
insectes le second taxon en termes de diversité biologique'2.

En pathologie humaine, les champignons peuvent étre responsables d’intoxications ou
mycotoxicoses, de pathologies de type immunoallergiques ou d’infections fongiques®. La
biologie médicale dans le laboratoire hospitalier de Parasitologie-Mycologie, traite
principalement du versant infectieux des champignons et dans une moindre mesure du versant
immuno-allergique de certains champignons comme ['Aspergillose Broncho Pulmonaire
Allergique (ABPA), ou 'immunisation due a I'exposition répétée a des antigénes fongiques
comme ceux recherchés chez les fermiers. La prise en charge de patients présentant une
infection fongique est différente d’'un champignon a I'autre et nécessite donc une identification
de celui-ci.

L’'une des principales activités du service de Parasitologie-Mycologie du CHU de
Limoges est l'identification fongique de prélévements de patients (6 450 demande d’analyses
mycologique hors recherche d’antigéne et PCR sur un total de 18 750 actes sur le total de
I'année 20203. Cette identification peut se faire de différentes fagons, soit a 'examen direct du
prélevement, soit par la culture sur milieux chromogénes ou favorisant la fructification du
champignon, soit par analyse du spectre protéique, soit par biologie moléculaire. Malgré tout
cet arsenal, il existe des champignons qui ne sont pas identifiables au rang d’espéce, soit car
ils ne comportent pas de caractéristiques suffisamment discriminantes au niveau
morphologique, soit car les analyses spectrométriques n’ont pas permis leurs identifications.

Depuis quelques décennies, I'approche génomique est utilisée en biologie et une
approche d’identification fongique s’est développée a la suite de la premiére réunion
internationale « DNA Barcoding » qui s’est tenue a Londres en 2005*. Cette approche de
séquencage de 'ADN fongique permet une identification au rang d’espéce avec une technique
de séquengage SANGER sur une région exprimée par tous les champignons mais
suffisamment discriminante entre les espéces. Il s’agit d’'une technique longue de plusieurs
jours et méme si d’autres services de Parasitologie-Mycologie I'utilisent, nous ne savons pas
si elle peut étre mise en place dans le service de Parasitologie-Mycologie du CHU de Limoges.

L’objectif principal de ce travail de thése est de mettre au point une technique de
séquengage Sanger pour permettre d’'identifier les champignons d’identification difficile afin de
l'inscrire en routine dans le service. Pour cela nous réaliserons d’abord les tests nécessaires
afin d’analyser si la technique fonctionne et nous l'optimiserons afin qu’elle s’intégre a la
routine du service. Puis, nous ferons une analyse des données obtenues et mettrons en place
les indications retenues pour son usage. Ensuite, nous approximerons le colt que cela
représenterait pour le service. Enfin nous étudierons les autres axes possibles d’amélioration
de l'identification fongique.
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Il. Généralités

Une bonne identification pour une bonne interprétation, c’est primordial dans la prise
en charge en biologie médicale, surtout dans le domaine de la microbiologie. La prise en
charge globale du patient nécessite une bonne identification du potentiel pathogéne, une
bonne connaissance de sa virulence et des capacités du patient a résister a cette infection.

Les infections a champignons, les mycoses, peuvent étre retrouvées dans tous les
domaines de la médecine, dans tous les sites de prélévements. Elles peuvent présenter une
clinique bénigne ou gravissime selon le site infecté et/ou le champignon en cause : un Candida
albicans dans un prélévement respiratoire ne sera interprété que comme un contaminant de
la flore digestive haute, alors qu'il lui sera attribué jusqu’a 47% de mortalité s’il est retrouvé
dans une hémoculture®. Les différents sites infectés peuvent I'étre par diverses espéces de
champignons, ou le méme champignon peut infecter des sites différents : les moisissures
comme le Fusarium sp. peuvent infecter I'ceil en cas de traumatisme végétal, 'ongle en cas
de dépét d'une spore (appelée conidie) puis de développement sur I'ongle ou méme
disséminer en cas de pénétration par une bréche cutanée ou unguéale principalement chez le
patient atteint d’hémopathie maligne®. Un méme champignon peut aussi avoir de multiples
formes cliniques pour le méme site infectieux. L’Aspergillus sp. peut atteindre le poumon par
linhalation de conidie et n’étre que de passage, évacue par les cellules ciliées ou les
polynucléaires neutrophiles (PNN). Mais peut aussi entrainer des Aspergilloses Pulmonaire
Chroniques (APC) diverses ou encore selon le terrain du patient une Aspergillose Pulmonaire
Invasive (API), grave'.

En dehors des champignons qui causent des infections fongiques, nous pouvons
trouver dans des prélévements biologiques, plusieurs types de champignons qui ne sont pas
pathogénes sans pour autant faire partie de notre flore permanente. Les Penicillium sp. dans
des crachats ne provoqueront pas de symptdmes et sont des champignons de I'environnement
naturellement inhalés et expirés par le patient. lls peuvent étre recueillis lors du prélévement.
Aussi, le Saccharomyces cerevisiae, champignon retrouvé dans I'alimentation, est commensal
du tube digestif, il se nourrit de matiére organique sans entrainer de spoliation ni de trouble
pour I'héte. Le retrouver dans des selles ne signifie rien de plus qu’une colonisation et cela
n’explique pas d’éventuels symptoémes.

Les infections fongiques peuvent présenter schématiquement des formes cliniques
exclusivement superficielles, les infections cutanéo-muqueuses. Celles-ci sont le plus souvent
bénignes bien que potentiellement handicapantes sur le plan esthétique (dermatophytose,
Pityriasis versicolor...), ou douloureuses sur le plan fonctionnel (candidose vaginale, kératite
fongique ...). Ces infections superficielles peuvent nécessiter un traitement parfois long. Par
opposition, les infections fongiques invasives (IFl) sont le plus souvent graves voire mortelles.
Au cours de la derniere décennie en France, I'évaluation de la mortalité a 3 mois des IFI
représente environ la moitié des patients”®. Outre ce colt humain énorme, certaines études
anciennes estiment a 20 000 ou 30 000 € le colt d'une IFl avec un codt global annuel
approchant les 100 millions d’euros®. Ce codt et ce nombre d’IFIl a peut-étre évolué lors de la
pandémie récente SARS-CoV-2. Les patients hospitalisés avec une inflammation respiratoire
suite a une infection par le SARS-CoV-2, parfois en réanimation, présentent un terrain pour
faire une API'®"_ |l convient aussi de dire que certaines pathologies fongiques peuvent toucher
la peau et les organes internes lors par exemple d’'une dissémination fongique invasive
entrainant des emboles septiques sous cutanés ou une porte d’entrée cutanéo-muqueuse
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évoluant par une dissémination secondaire. Nous n’évoquerons pas dans ce travail les rares
pathologies génétiques entrainant des candidoses cutanéomuqueuses chroniques (CMC).

En plus de toutes les atteintes possibles superficielles, profondes, a champignon
pathogéne ou non, il est possible de mettre en évidence dans des prélevements non stériles
ou prélevés dans des conditions d’asepsie non strictes des champignons de I'environnement,
présents dans I'air ou sur le patient lors de son prélévement. Nous ne ferons qu’évoquer les
éventuelles identifications de Penicillium spp. qui ne correspondent pas a une infection
fongique. Dans ces cas, la mise en évidence d’un champignon de I'environnement a la culture
permet de le classer comme un contaminant aérien sans lien avec le patient. Ces
champignons non pathogénes peuvent ne pas étre identifiés a I'espéce et s’ils sont trouvés
dans des prélévements profonds ou sur des sites stériles de fagon chirurgicale il est nécessaire
de pousser les investigations afin mettre en évidence un possible lien entre le champignon et
les symptébmes du patient.

Il existe donc dans tous les types de prélévements diverses espéces de champignons
qui peuvent ou non étre pathogénes. Pour pouvoir affirmer la pathogénicité d’'un champignon
chez un patient, il nous faut lidentifier et de cette identification découlera I'abstention
thérapeutique pour les champignons non pathogénes ou les traitements plus ou moins lourds
suivant le champignon mis en évidence. Nous allons donc voir ici, les principaux types de
champignons que nous pouvons mettre en évidence dans le service de Parasitologie-
Mycologie du CHU de Limoges, nous verrons les moyens mis en place pour identifier le
champignon et les interprétations que nous pouvons rendre selon le champignon mis en
évidence.

Il.1. Classification des principaux types de champignons mis en évidence dans le
laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Limoges.

Il existe plusieurs classifications des champignons, les classifications phylogéniques a
partir d’'ancétres communs, une classification taxonomique et une classification plus pratique
utilisée dans le milieu médical pour la prise en charge pratique des patients. Nous ne ferons
qgue les évoquer dans ce travail. Nous n’utilisons en pratique courante que la derniére, basée
sur I'aspect morphologique des champignons en culture et observé au microscope. Elle
permet de faire une identification entre des différences spécifiques de plus en plus
discriminantes, basées sur une démarche dichotomique.

Cette classification morphologique permet de se repérer classiguement en médecine
humaine en distinguant plusieurs formes de champignons microscopiques :

- Les levures, qui sont petites et se multiplient par bourgeonnement, peuvent ou non former
des pseudo-filaments voir des filaments mycéliens comme les Candida albicans.

- Les champignons filamenteux, distingués microscopiquement et macroscopiquement des
levures par la formation d’un thalle filamenteux. Celui-ci peut étre septé, fin, régulier, avec des
ramifications en angle aigue et est appelé Hyphomycéte. Ou il peut étre plus grossier, épais a
bords non paralléles et non septé (il sera alors siphonné) avec un aspect enrubanné et
correspondra a la catégorie des Mucorales citée plus haut (parmi les Zygomycétes).

- Parmi ces Hyphomycetes sont distingués les Hyalohyphomyceétes (champignons
clairs) et les Phaeohyphomycétes (les dématiés, champignons pigmentés). Nous retrouvons
dans les Hyalohyphomycétes les Aspergillus, Penicillium, Acremonium, Fusarium,
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Scedosporium ... et dans les Phaeohyphomycétes les Alternaria, Bipolaris, Cladosporium,
Exophiala, Ulocladium ...

- Parmi les Mucorales nous avons la famille des Mucoraceae avec la majorité des
Mucorales pathologiques en France : Mucor, Rhizopus, Rhizomucor et Lichthemia. |l y a aussi
d’autres genres de Mucorales, plus rarement retrouvés en clinique courante comme
Cunninghamella ou Syncephalastrum ...

- Nous classons a part parmi les champignons filamenteux les dermatophytes
présentant des caractéristiques morphologiques, métaboliques et cliniques a part.

Nous retrouvons aussi dans cette classification, les champignons dimorphiques, qui
ont généralement une forme filamenteuse infectante dans le milieu extérieur et en culture,
I'’Humain se contamine par respiration de spores et le champignon se développe sous forme
de levures dans son organisme comme dans le cas de l'histoplasmose a Histoplasma
capsulatum var. capsulatum.

Il y a aussi des champignons « atypiques » pour lesquels il est n’y a pas encore de
classification morphologique simple, nous y retrouvons les Microsporidies et Pneumocystis
Jirovecii, 'agent de la pneumocystose.

Certaines espéces ne peuvent étre différenciées morphologiquement et sont appelées
« especes cryptiques », nous verrons des exemples de ces espéces lorsque nous aborderons
les Aspergillus. Maintenant classés par choix morphologique, nous allons les décrire.

I1.2. Principaux champignons mis en évidence dans le laboratoire de Parasitologie-
Mycologie du CHU de Limoges

Nous exposerons ici par soucis de logique vis-a-vis de notre démarche en laboratoire,
une classification morphologique plus a méme détre utilisée en biologie médicale
quotidiennement. Cette classification selon I'aspect morphologique est la base de l'arbre
diagnostic permettant une identification morphologique au microscope détaillée par la suite.

11.2.1. Les levures

Les levures sont des champignons unicellulaires ronde ou obovoide se reproduisant
par bourgeonnement'. Certaines levures, a force de bourgeonner de fagon successive,
peuvent former un pseudomycélium. Certaines autres comme Candida albicans peuvent
former un véritable filament mycélium.

Les levures regroupent plusieurs types de pathogénes ou de champignons non
pathogénes retrouvés en clinique médicale, parmi lesquels se trouvent les genres Candida,
Cryptococcus, Malassezia, Saccharomyces, Saprochaete, Trichosporon, Rhodotorula. Nous
pouvons en retrouver une grande partie dans notre mycobiome en porteur sain (exemple
Malasseia sur le mycobiome cutané sain'?>'3, dans le mycobiome de patients souffrant de
certaines situations pathologiques (les patients atteints de mucoviscidose vont avoir tendance
a avoir plus de Candida ou d’Aspergillus dans leur systéme respiratoire' ou encore dans des
situations pathologiques directement en rapport avec le champignon (un Cryptococcus dans
un liquide cérébro spinal (LCS) ne pourra pas étre considéré comme un portage
asymptomatique)'®.

Genre Candida : Les Candida spp. sont les principales levures retrouvées dans les
prélevements dans le laboratoire de Parasitologie-Mycologie et dans la majorité des cas le
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Candida albicans est le plus souvent retrouvé. Candida albicans est un Candida commensal
du tube digestif et des voies aériennes supérieures', il est aussi impliqué dans des processus
pathogénes et est méme celui le plus impliqué dans les infections fongiques invasives (IFl) en
2019 en France avec plus de la moitié des IFI a levure®. Parmi les autres Candida retrouvés
dans le laboratoire, nous citerons C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei etc ...
Avec Candida albicans, il s’agit des 5 Candida les plus retrouvés dans les IFl des 3648 patients
hospitalisés entre 2004 et 2008 au Canada et aux USA'®. Ces données sont corrélées a celles
des IFI francaises de 20198. La candidémie a Candida albicans représente une mortalité
élevée jusqu’a 47%>°. A noter que le Candida parapsilosis présente comme particularité de se
retrouver sur la peau de fagon commensale et non dans le tube digestif.
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Figure 1 : Schéma d'une levure et photo d’un aspect microscopique d’'une culture de Candida albicans
x40 (Sources : images Google libres de droits)

Genre Cryptococcus : Principalement représentée en médecine humaine par
Cryptococcus neoformans®, cette levure cosmopolite présente une capsule polysaccharidique
participant a sa virulence'’. Cette capsule peut étre mise en évidence de fagon négative autour
d’une levure lors d’'un examen de LCS a I'encre de Chine.

Il s’agit de levure basidiomyceéte, retrouvée habituellement dans le tube digestif des oiseaux'”
et est principalement retrouvée dans le LCS des patients trés immunodéprimés,
principalement séropositifs au Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH).

Figure 2 : Photos de Cryptococcus neoformans en examen direct a I'encre de Chine avec
bourgeonnement et absence de contraste révélant la capsule x40
(Sources : images prises au laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de Limoges, photo Sarah MAFI)
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Genre Malassezia : Levures commensales de I'épiderme du sujet sain, elles sont
généralement lipophiles et kératinophiles'®. Elles peuvent étre retrouvées sur la peau d’un
patient sain ou étre retrouvées en plus grande quantité dans le mycobiote cutané de patients
atteints de dermatite atopique, de dermatite séborrhéique’ ou dans le systéme nerveux
central de patients atteints de maladie d’Alzheimer'®. Beaucoup d’études sont en cours sur
'impact d’'une dysbiose mycobiotique dans l'origine des maladies ou de celui de la maladie
sur une modification du mycobiote. La Malassezia est rarement retrouvée dans le cadre
d’IFI318,

Genre Saccharomyces : Levure retrouvée dans la biére, le pain, le vin etc... car utile a
la fermentation. Il n’est pas rare de la retrouver dans le tube digestif de patients consommant
des aliments contenant du Saccharomyces cerevisiae ou qui prennent des probiotiques a base
de Saccharomyces boulardii. La présence d’anticorps anti-Saccharomyces cerevisiae dans le
sang du patient, en cas de maladie inflammatoire chronique de l'intestin (MICI) est un
argument orientant vers une maladie de Crohn?. Dans I'étude ARTEMIS portant sur les
fongémies a levure, environ 0.5% des levures incriminées correspond soit a Saccharomyces,
soit Saprochaete, soit Trichosporon soit Rhodotorula'®?".

Genre Saprochaete : Levure retrouvée dans la nature ou l‘alimentation, elle est le plus
souvent retrouvée dans le tube digestif ou les selles de patients, parfois retrouvée au carrefour
aérodigestif?? et n’est qu’exceptionnellement a I'origine de pathologie humaine®18.

Genre Trichosporon : Levure basidiomycéte, se développant, comme Saprochaete en
arthrospore et présentant une résistance naturelle aux echinocandines. Il n'est pas bon de
traiter par Amphotéricine B liposomale avant la réalisation d’'un antifongigramme (car I'espéce
principalement isolée, Trichosporon asahii, présente le plus souvent des CMI élevées a
I’Amphotéricine B). Dans ce cas de fongémie a Trichosporon il convient donc de préférer un
traitement probabiliste par Voriconazole. Cette prise en charge particuliere n’est qu’un
exemple mais permet de comprendre I'importance de l'identification fongique.

Genre Rhodotorula : Levure commensale de la peau, trés peu retrouvée en biologie
médicale impliquée en pathologie'® mais 2°™® IFl parmi les fongémies a basidiomycétes en
France en 2019, derriére une grande majorité de Cryptococcus neoformans®.

11.2.2. Les champignons filamenteux

Parmi les champignons filamenteux, nous ferons le distingo entre les champignons
filamenteux septés, décrits comme Hyphomyceétes et regroupant les Hyalohyphomyceétes et
les Phaeohyphomycétes, puis décrirons les Mucorales.

1.2.2.1. Les Hyphomycétes

Ces champignons filamenteux se distinguent par la présence ou non de mélanine (ou
apparenté) qui donne une pigmentation foncée aux champignons de la catégorie des
Phaeohyphomycétes et permet de classer dans les champignons hyalins ou
Hyalohyphomycétes les champignons dépourvus de ces pigments mélaniques?®.

1.2.2.1.1. Hyalohyphomycétes ou mucédinés

Parmi les plus souvent rencontrés en biologie humaine, nous décrirons ici ceux
fréquemment observés dans le service de Parasitologie-Mycologie.
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Genre Aspergillus : Champignon présentant un thalle flamenteux et septé, avec des
ramifications en angle aigue. Certaines ramifications présentent une « téte » aspergillaire
constituée d’'une vésicule, d’'une rangée périphérique de phialides avec parfois des métules
entre les deux, ces philalides forment des conidies. Cet ensemble formant la téte aspergillaire
est soutenu par un conidiophore le reliant au mycélium constituant les ramifications du thalle
de I'Aspergillus. L’identification d’espéce ou de section d’espéces peut se faire a I'aide du
microscope optique par des caractéristiques propres a chaque section, mais I'appui de la
spectrométrie de masse ou de la biologie moléculaire permet une plus grande spécificité quant
au diagnostic d’espéce.
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Figure 3 : Schéma d'un Aspergillus sp. et photo d’un aspect microscopique d’une culture d’Asperqgillus
fumigatus x40
(Source Haute Autorité de santé_ Actualisation des actes de biologie médicale relatifs au diagnostic des infections a

Aspergillus_mai 2017 et image tirée du Campus de Parasitologie-Mycologie - Association Frangaise des Enseignants de
Parasitologie et Mycologie (ANOFEL))

L’Aspergillus est un champignon filamenteux dont les spores, les conidies, sont présents dans
I'air ambiant et nous en respirons chaque jour. L’épithélium bronchique participe a la clairance
de ces conidies inhalées et ceci avant la germination et la croissance de celles-ci**. En
I'absence de systeme de filtre ou d’'une clairance suffisante, les Aspergillus présents dans nos
alvéoles pulmonaires peuvent croitre, germer et envahir I'épithélium bronchique?® chez des
terrains particuliers. Une classification permet d’établir le caractére « possible », « probable »
ou « prouvé » d’'une aspergillose invasive chez le patient en hématologie, il s’agit de la
classification EORTC-MSG des IFI%.

Il s’agit du plus important genre de filamenteux retrouvé dans le laboratoire de Parasitologie-
Mycologie, mais aussi celui le plus souvent impliqué dans des IF| a filamenteux avec 1889 API
probables ou prouvées déclarées au Centre national de référence des Mycoses invasives et
antifongiques (CNRMA) via le Réseau de surveillance des Infections Fongiques invasives
(RESSIF) de 2012 a 2018%. Dans 78% des cas, il s’agit d'une seule espéce incriminée,
I'Aspergillus fumigatus®.

Genre Penicillium : Champignon filamenteux de I'environnement, contaminant des
plantes et céréales, il est trés répandu dans l'air ambiant et est aussi un contaminant de
laboratoire?”. Le retrouver dans un prélévement signifie soit d’une inhalation ou d’une
consommation par le patient sans conséquence clinique et sa mise en évidence en culture,
soit une contamination lors du prélévement ou dans le laboratoire. A la différence
morphologique des Aspergillus, les Penicillium ne forment pas réellement de « téte » et les
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conidiophores donnent naissance a des métules et des phialides allongées dits en pinceaux,
lesquelles produisent des conidies en petites chainettes.

Il est exceptionnel qu'un Penicillium soit impliqué dans des pathologies humaines du fait de
'aérocontamination trés majoritairement plus fréquente qu’un potentiel pouvoir pathogéne
inhérent au champignon. Il est nécessaire que le préléevement et les conditions de conservation
soient dans l'asepsie la plus stricte pour envisager une infection a Penicillium. Lesdites
infections a Penicillium vraies sont évaluées a une petite centaine de cas depuis 1951 et la
revue de cas de G.Lyratzopoulos?® jusqu’a des cas plus récents en 2014. Pour les anciennes
études de cas, les diagnostics d’espéces sont moins fiables que depuis les récentes avancées
de la biologie moléculaire?®. A noter qu’en dehors de ces extrémes raretés, il existe une
pénicilliose endémique a Talaromyces marneffei (anciennement Penicillium marneffei) en Asie
du Sud Est touchant principalement des patients immunodéprimés par le VIH, mais cette
infection n’est pas a proprement parler une infection a Penicillium?® et ce champignon n’a
jamais été mis en évidence dans le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU de
Limoges.

——conidie

—vphialide -

——métule

Figure 4 : Schéma et photo d’'un aspect microscopique d'un Penicillium sp. au grossissement x 40
(Sources : Images Google libres de droits)

Genre Fusarium : Champignon filamenteux assez souvent retrouvé dans le laboratoire
de Parasitologie-Mycologie, le Fusarium est un champignon filamenteux trés répandu dans
I'environnement et est un aérocontaminant®®. La culture de ce champignon dévoile des
filaments laineux au verso rosé et une microscopie caractéristique avec plusieurs types de
conidies. Il y a les microconidies en amas de « grain de riz » pouvant faire jusqu’a 3 logettes
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et apparaissant en 48 heures de pousse pour Fusarium complexe solani (le plus fréquemment
retrouvé) et il y a les macroconidies en « banane » pouvant faire jusqu’a 6 ou 7 logettes et
apparaissant en 2 semaines pour Fusarium complexe solani.

Sur le plan pathologique, les Fusarium sont trés répandus dans la nature et sont des
aérocontaminants au méme titre que les Aspergillus et Penicillium précédemment décrits, ce
qui fait que pour une mycose unguéale avec suspicion de dermatophytose, si un Fusarium est
retrouvé, un second prélévement est nécessaire afin de mettre en place un traitement dans le
cas ou celui-ci est retrouvé une seconde fois. Le Fusarium est aussi impliqué dans des
mycoses secondaires a des traumatismes végétaux, notamment en ophtalmologie®'. Dans de
rares cas le Fusarium peut étre retrouvé dans des IFI®. Ceci d’autant plus si le patient est
immunodéprimeé principalement s’agit d’'une hémopathie maligne.

1.2.2.1.2. Phaeohyphomycétes ou dématiés

Parmi les plus souvent rencontrés en biologie humaine, nous décrirons ici ceux
fréquemment observés dans le service de Parasitologie-Mycologie.

Genre Alternaria : Ces champignons filamenteux se reproduisent de fagon asexuée par
des conidies pluricellulaires avec des cloisons transversales et longitudinales, celles-ci
s’appellent dictyospores. Ces dictyospores forment un « bec » a leur extrémité apicale et a
partir de se bec se développe une autre dictyospore de la méme fagon. Cette fagon dont les
spores se forment a partir de la partie apicale de la spore précédente s’appelle « acropéte »?2.
L’alternariose peut se localiser chez I'humain le plus souvent au niveau cutané et/ou sous
cutané®.

Genre Bipolaris : A la différence des spores d'Alternaria, les phragmospores des
Bipolaris possédent une cloison transversale mais pas de cloison longitudinale. Ces conidies
ne naissent pas a la suite les unes des autres mais de part et d’autre de la partie terminale du
conidiophore?. Bipolaris peut entrainer des phaeohyphomycoses superficielles ou profondes
mais restent rares.

Genre Exophiala : Champignon filamenteux avec un hyphe septé et brun pale duquel
se développent des petites annelides cylindriques ou lIégérement gonflées avec une extrémité
éffilée. Ces cellules conidiogénes produisent des conidies ovales uni ou bicellulaires?.

1.2.2.2. Les dermatophytes

Les dermatophytes sont classés a part parmi les champignons filamenteux car présentent des
caractéristiques particuliéres dans plusieurs domaines :

- morphologique : les dermatophytes sont des mucédinés avec une reproduction par conidies
solitaires issus d’éléments préexistants du thalle, ces conidies solitaires sont appelées
aleuries. Parmi les mucédinés formant des aleuries, les dermatophytes peuvent avoir des
macroconidies et ne possédent pas d’aleuries intercalaires?.

- métabolique : les dermatophytes ont une appétence pour la kératine présente uniquement
dans I'épithélium cutané, les poils, cheveux et les ongles.

- épidémiologique : les dermatophytes infectant I'humain peuvent étre telluriques
(Trichophyton mentagrophytes, Nannizzia gypsea), zoophiles (Microsporum canis) ou
anthropophiles (Trichophyton tonsurans, Epidermophyton floccosum)'.
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- clinique : ce sont des champignons filamenteux ne faisant pas d’infection invasive et restant
limités aux infections superficielles, sauf rares exceptions.

11.2.2.3. Les Mucorales

Les mucorales sont des champignons cosmopolites quasiment ubiquitaires?®. lls sont
filamenteux et présentent un thalle non septé (ou siphonné), plus large, a bords non paralléles
avec un aspect possiblement enrubanné. Ces caractéristiques communes aux principales
mucorales diagnostiquées en laboratoire permettent de les distinguer facilement des autres
filamenteux. lls font tous partis du méme phylum des Zygomycota, une branche
phylogénétiquement plus « primitive » par rapport aux autres filamenteux.

Morphologiquement, les mucorales développent des spores dans son sporocyste qui
est lui-méme soutenu par un sporocystophore. Afin de distinguer les espéces de mucorales, il
est possible de regarder 'apophyse ou la columelle a la base du sporocyste, de regarder si
les sporocystophores sont sympodes ou uniques et reliés entre eux par un stolon, la présence
de « racines » appelées rhizoides permettant 'ancrage dans I'environnement du champignon.

Sur le plan clinique les mucormycoses sont potentiellement trés graves, responsables
d’'IFl ou une extension locorégionale trés délabrante jusqu’a pouvoir entrainer le décés. La
mucorale est un champignon avec un fort pouvoir angioinvasif et une croissance trés rapide
et envahissante a 37°C. Parmi les formes cliniques, le terrain du patient est primordial, a la
fois dans l'espéce incriminée et dans la présentation clinique. Les principaux terrains
favorisant la dissémination invasive restent quand méme les hémopathies malignes avec
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Figure 5 : Répartition des especes de mucorales en fonction du terrain du patient
(Source IFI_RESSIF_rapport 2020 sur I'année 2019)
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63.2% des IFl a mucorales contre seulement 7.5 %, 8.3 % et 11.8 % respectivement pour les
patients diabétiques, les transplantés d’organes solides et les traumatisés ou grands br{ilés®.

Parmi les différentes formes cliniques, nous pouvons citer les infections locales chez le patient
traumatisé ou bralé, souvent avec un contact tellurique. La forme rhino-sino-orbitale du patient
diabétique qui a une évolution loco régionale dramatique, nécessite un traitement chirurgical
et médicamenteux et peut aboutir a une défiguration ou au décés du patient dans un délai
rapide. Des formes pulmonaires ou digestives peuvent aussi survenir chez le patient
présentant une hémopathie maligne. La mise en évidence du champignon rapidement est
donc primordiale pour éviter au maximum toute complication chez le patient.

11.2.3. Les dimorphiques
Nous les évoquons ici car un Histoplasma capsulatum var. capsulatum a été mis en

évidence dans le laboratoire de parasitologie-Mycologie du CHU de Limoges récemment.

Comme son nom l'indique, les champignons dimorphiques possédent les deux formes
de levure et de champignon filamenteux. L’exemple de I'Histoplasma capsulatum est parlant,
dans la nature le champignon est sous forme de filamenteux et ses spores sont infectantes si
elles pénétrent dans I'organisme. Dans I'organisme, principalement aprés une inhalation des
spores, le champignon se développe et peut étre envahissant sous forme de levure dans
l'organisme. La pousse de champignons dimorphiques est trés lente (surtout pour
I'Histoplasma capsulatum), elle nécessite un temps d’incubation prolongé comme précisé en
Annexe 2. La culture permet de trouver le champignon sous forme filamenteuse et infectante.
Cette forme infectante en culture, son aérosolisation et la complexité des traitements curatifs
font que les dimorphiques sont généralement des champignons a analyser dans des
conditions de type Niveau de Sécurité Biologiques 3'8, comme les cultures de bacilles de la
tuberculose ou de VIH.

1.2.4. Les champignons atypiques

Les champignons atypiques regroupent en clinique humaine les Pneumocystis jirovecii
et les Microsporidies.

Le premier entraine la pneumocystose chez le patient immunodéprimé, il ne pousse
pas sur les milieux standards utilisés au laboratoire et ne peut étre mis en évidence dans le
service en routine que par I'examen direct (rare, nécessite une forte concentration fongique)
ou par la PCR spécifique Pneumocystis jirovecii.

Les seconds sont des champignons parasitant le tube digestif du patient, d’évolution
spontanément favorables chez 'immunocompétent mais entrainant une diarrhée chronique
chez 'immunodéprimé, principalement le transplanté de rein.

I1.3. Mise en évidence et identification des champignons en pratique courante

La mise en évidence d’'un champignon et son identification dans le but de traiter ou non
un patient peut étre longue. Le diagnostic clinique, épidémiologique, infectieux, séméiologique
peut orienter vers une origine fongique au lit du malade et étre faite directement a la vue des
symptdmes, mais l'identification d’'un champignon ne peut étre réalisée dés l'arrivée d’un
prélévement au laboratoire.
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Initialement et selon le prélévement, sa nature « précieuse » (prélévement stérile ou
difficulté de prélévement) ainsi que la quantité totale de prélévement peuvent permettre de
réaliser un examen direct puis une mise en culture ou la réalisation de techniques de biologie
moléculaire.

11.3.1. Recueil du prélévement primaire et état frais

Une fois le prélevement regu dans le laboratoire, une partie peut étre recueillie et mise
directement entre lame et lamelle pour un examen a I'état frais. Dans certains, cas il est
nécessaire de fluidifier le prélevement avec un digesteur ou de réaliser une coloration avec
une coloration de May Griinwald Giemsa (MGG) ou de I'encre de Chine afin de mieux voir ce
qui est recherché.

Lors d’'un état frais d’une collection, il est possible d’observer des levures, indiquant
une possible levurose si elles ne sont pas attendues dans les conditions du prélévement ou
selon sa nature. Il en est de méme pour la visualisation de filaments mycéliens. Ces filaments
peuvent étre trés fins et terminés par des levures, orientant vers une levurose du genre
Candida. Ces filaments peuvent aussi étre plus épais, a bords paralléles, présentant des
ramifications en angle aigu et des septas orientant vers une infection a filamenteux type
hyphomyceéte. Enfin ces filaments peuvent étre plus larges, a bords non paralléles, présenter
des ramifications a angle droit, des aspects enrubannés et I'absence de septa, pouvant
orienter dans ce cas vers la présence de mucorale.

Au cours d’un examen direct avec une coloration ad-hoc, il est possible d’observer des
champignons particuliers selon la coloration et la mise en évidence :

- Pneumocystis jirovecii dans une coloration au MGG d’un prélévement respiratoire profond
- Cryptococcus neoformans dans une coloration a I'encre de Chine d’un prélévement de LCS

- Filaments ou levures mis en évidence lors d’'un examen au noir chlorazole ou au calcofluor
d’une recherche de dermatophyte

Ces examens directs et/ou états frais peuvent visualiser des champignons levuriformes
ou filamenteux mais pas une identification stricte. La visualisation d’une levure dans un
examen de LCS a I'encre de Chine, chez un patient immunodéprimé présentant un méningo-
encéphalite oriente vers une infection a Cryptococcus neoformans qui sera confirmée par la
positivité de la détection d’antigéne cryptocoque et permettra la mise en place d’un traitement
spécifique. D’autres situations sont moins ciblées et la mise en évidence d’'un filament
semblable a un champignon filamenteux type hyphomycéte dans un prélévement respiratoire
peut orienter vers une aspergillose mais n’est pas spécifique. La mise en place d’'un traitement
spécifique peut étre discutée selon la situation clinico-biologique du patient et I'urgence a
mettre en place un traitement probabiliste.

11.3.2. Mise en culture dans différents milieux

En plus de cet examen direct, une partie du prélevement est mise en culture afin de
faire fructifier le champignon, d’observer des aspects permettant l'identification a 'espéce du
champignon et permettant d’autres examens utiles a la mise en place d’un traitement pour le
patient.

Chromagar® : il s’agit d’'un milieu de culture optimisé pour la croissance de levures et
permettant de distinguer différents Candida selon la couleur de la colonie poussant sur le
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milieu (exemple : Candida albicans donnera des colonies de vert clair trés jeune puis vert
foncé, Candida tropicalis prendra I'apparence d’un bleu avec parfois une auréole violette
entourant la colonie, Candida krusei présentera des colonies de grande taille blanche en
périphérie puis rose en son centre)3.

Sabouraud chloramphénicol : milieu de croissance historique dans le domaine
mycologique, le milieu Sabouraud est composé de protéines dégradées, de glucose, d’agar-
agar et d'eau distillée. Il permet la croissance de nombreux mycetes et I'ajout de
Chloramphénicol inhibe la croissance des germes bactériens présents dans I'environnement
ou dans le prélevement.

Sabouraud chloranphénicol cycloheximide : I'ajout de cycloheximide permet d’inhiber
la croissance de nombreux champignons filamenteux courants (Aspergillus, Penicillium,
Fusarium ...) mais n’inhibe pas la croissance des Dermatophytes. Il est utilisé pour
sélectionner les Dermatophytes dans les cultures de prélévements superficiels, permettant
d’éviter une croissance rapide d’un contaminant potentiel ne permettant pas d'observer un
Dermatophyte ayant une croissance plus lente.

MALT : fabriqué a partir de poudre de malt et de d’eau osmosée, ce milieu est pauvre
en nutriments absorbés par le champignon, forcant celui-ci a fructifier pour fabriquer des
spores afin de se répandre dans son environnement (si nous avions une idée finalistique).
Cette fructification permet une meilleure reconnaissance et donc une bonne identification du
champignon, elle est utilisée pour identifier des champignons ayant une faible croissance sur
les milieux Sabouraud initialement utilisés.

Une fois les milieux ensemencés, ceux-ci dépendant du prélévement initial et des
champignons attendus, ils sont conservés a des températures et des durées dépendantes des
genres de champignons attendus en Annexe 2.

11.3.3. Identification morphologique, macroscopique et microscopique

Une fois la croissance des champignons constatée morphologiquement, I'identification
est possible.

Pour les levures, une orientation diagnostique peut étre possible sur les aspects des
colonies sur Chromagar® mais une confirmation en spectrométrie de masse reste nécessaire.

Pour les filamenteux, I'aspect de la colonie associé a un examen microscopique permet
d’observer des caractéristiques spécifiques de chaque champignon selon son aspect décrit
plus haut. Pour cela nous utilisons un raisonnement dichotomique permettant de nous orienter
sur l'identité du champignon visualisé. Est-il filamenteux ? Septé ou non ? Présente-t-il des
tétes ? Des phialides ? En pinceaux ou non ? Des conidies alignées ou en amas ? De quelle
forme ? ...

La mise en paralléle d’une identification microscopique, macroscopique et la corrélation
attendue avec le prélévement permet dans une majorité des cas de faire un diagnostic
d’espéce. Cependant dans certaines identifications, un doute persiste si des caractéres
discriminant ne sont pas clairs. L’absence totale de ces caractéres ne permet pas
l'identification fongique, dans ces cas une analyse complémentaire est nécessaire.
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11.3.4. Identification au spectrométre de masse

Parfois I'identification d’espéce selon 'aspect morphologique n’est pas suffisante, elle
peut étre complétée par une analyse spectrométrique. Le spectrométre de masse de type
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight) permet une
identification protéique du champignon étudié. Il est utilisé depuis le début des années 1990
pour l'identification bactérienne, puis celle des levures et depuis les années 2010 celle des
champignons filamenteux®. La méthode consiste a déposer une colonie fongique sur une
plague calibrée. A cela une solution d’acide formique a 70% est déposée sur la colonie afin de
la lyser, puis une matrice est ajoutée aprés évaporation de l'acide formique. Aprés
I'évaporation de la matrice, I'échantillon est solidifié. La plaque est déposée dans le
spectrométre de masse. Celui-ci envoie un rayon pour ioniser le prélévement qui se détache
donc de la plaque et passe dans un tube fin permettant de laisser passer les protéines ionisées
une par une. Puis le passage de chacune d’elle devant un analyseur permet en fonction de sa
charge et de son « temps de vol » (donc de son poids moléculaire) d’identifier la protéine
ionisée. Puis la somme de toutes les protéines ionisées dans le spectrométre de masse pour
une colonie permet d’obtenir un spectre protéique, soit une empreinte de la composition en
protéine de la colonie analysée. Ce spectre est comparé dans le spectrométre de masse a
une banque de données interne permettant d’identifier avec un indice mesuré l'identité du
champignon testé®. Les bases de données d'identification spectrométriques des
champignons sont plutt faibles pour les champignons filamenteux ou rares, mais elles sont
en évolution constante®. La base spectrométrique permet un résultat robuste si tant est que
le champignon soit dans la base de données. Il est néanmoins nécessaire de garder un ceil
critique et d’interpréter en tant que biologiste les résultats obtenus®.

La spectrométrie de masse ajoute un niveau de diiscrimination plus important entre les
espéces. En effet, beaucoup de champignons possédent des espéces cryptiques réunies au
sein de complexes d’espéces. Ces espéces cryptiques étaient référencées comme une méme
espéce initialement car présentaient les mémes critéres morphologiques mais sont bien des
espeéces différentes. |l est nécessaire de correctement identifier 'espéce car méme trés proche
morphologiquement au sein d’'un complexe elle peut avoir des sensibilités différentes.

Prenons pour exemple le complexe des Aspergillus section fumigati, dominé par
'espéce Aspergillus fumigatus. Certaines espéces comprennent des sensibilités différentes
au sein de ce complexe®.
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Tableau 1 : Sensibilités de diverses Aspergillus section fumigati aux Azolés et a I'Amphotéricine B
(Sources : Alcazar-Fuoli L, Mellado E, Alastruey-lzquierdo A, Cuenca-Estrella M, Rodriguez-Tudela
JL. Aspergillus Section Fumigati : Antifungal Susceptibility Patterns and Sequence-Based
Identification. Antimicrob Agents Chemother. avr 2008;52(4):1244-51)

(dans les colonnes Azolés et Amphotéricine B : SEhsible, [ESISiam )

Amphotéricine B

Aspergillus section fumigati Azolés

A. fumigatus

A. lentulus

A. fumigatiaffinis

A. viridinutans

A. hiratsukae

Dans I'exemple ci-dessus, tous ces Aspergillus section fumigati sont trés proches
morphologiquement et ne peuvent étre reconnus que par technique spectrométrique avec une
bonne base de données ou par séquencgage. Leur identification est majeure car permet d’avoir
une idée des résistances avant d’avoir les résultats de I'antifongigramme.

Cette simple notion d’espéces cryptiques avec des impacts différents sur le patient et ne
pouvant étre distinguées morphologiquement induit la nécessité d’effectuer une recherche
d’identification plus précise que la simple analyse morphologique.

Au laboratoire de Parasitologie-Mycologie, nous disposons d’un spectrométre de
masse de type Vitek MS® de BioMerieux® (France). La base de données d’identification
fongique est propre au fournisseur et le nombre d’espéce de moisissures identifiables est mis
a jour régulierement. Cette base de données, bien que renouvelée n’est pas trés fournie en ce
qui concerne les identifications de champignons filamenteux, surtout la base de BioMerieux®
comme indiquée en tableau 2.

Tableau 2 : Nombres d’espéces de moisissures/dermatophytes identifiables par les différentes bases
de données disponibles de 2014 a 2020. (Source : Blaize M, Normand AC, Fekkar A, Piarroux R.
Identification des moisissures au laboratoire de routine hospitaliere. Revue Francophone des
Laboratoires. févr 2021;2021(529):58-65.)

 rournisseur de Avant 2014 2017 2020
Bruker® 111 111 189
bioMérieux® 26 53 78
MSI Projet non initié 554 1026

(MSI = biological-Mass-Spectrometry-Identification)

Une étude*® de 2018, comparant notamment les résultats d’identification par
spectrométre de masse et par séquencage pour 102 isolats cliniques retrouve une
identification correcte dans 52 % parmi les identifications réalisées avec la base de données
Vitek MS®. Par conséquent, bien que plus robuste que lidentification morphologique au
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microscope, lidentification par spectrométrie de masse reste a perfectionner soit par
optimisation de I'extraction protéique, soit par I'utilisation de bases de données plus fournies
et complétes.

11.3.5. Identification par PCR

Une autre technique d’identification en routine, consiste a réaliser une PCR d’espéce
dans un prélévement dans lequel il n'est recherché qu’un seul genre de champignon, comme
cela peut étre le cas pour la recherche de Pneumocystis jirovecii dans un prélévement
respiratoire, la recherche de Microsporidies dans une selle ou celle d’Aspergillus spp. ou de
mucorales dans du sérum. Cette technique bien que permettant une identification a I'espéce
dans chacun des cas dans le prélevement n’est qu’'une multiplication d’ADN fongique sans
pour autant permettre I'identification d’autres champignons présents dans le prélevement, ni
de passer outre une infection ancienne ou une colonisation avec certitude dans le cas ou les
PCR en temps réel retrouvent un Cycle Threshold (seuil de cycle ou CT) élevé. Cette
technique n’est pas réalisée pour tous les champignons.

11.3.6. Identification par séquengage

A la suite de I'évolution de la biologie moléculaire et notamment du séquencage nous
avons remarqué que certaines identifications n’étaient pas exactes et que certaines espéces
forment entre elles des complexes d’espéces. Ces complexes sont regroupés en section qui
ne sont que peu voire pas discernable par les méthodes usuelles d’analyse macroscopique
ou microscopique et pour lesquelles, parfois, la spectrométrie de masse n’arrive pas a
discriminer une espéce®. Dans ce cas-la, I'identification par biologie moléculaire et plus
particulierement par le séquencage peut s’avérer plus utile, pertinente et plus juste.

11.3.6.1. Principe du séquengage

Le séquencage de I'ADN consiste en la détermination de la succession des nucléotides le
composant et compris entre deux oligonucléotides spécifiques appelés amorces*'. Pour cela
il est nécessaire de passer par plusieurs étapes afin d’avoir un grand nombre de brins a
étudier, et donc de I'amplifier par PCR.

La PCR débute par la dénaturation d’ADN double brin en ADN simple brin par forte
élévation de la température. L’amplification d’'un brin matrice d’ADN par PCR est réalisé par
une enzyme, 'ADN polymérase ADN dépendant, est initié par la fixation des amorces,
complémentaire du brin d’ADN par diminution de la température a la température optimale
d’activation de l'enzyme. Cette enzyme va permettre I'élongation d’un nouveau brin
complémentaire au brin matrice dans le sens 5’-3’. L’ADN polymeérase permet l'incorporation
de nucléotides - des désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) pour une PCR usuelle -
libres présents dans le milieu réactionnel par la formation d’'un pont phosphodiester entre
'extrémité hydroxyle en position 3 (3’'OH) de la chaine et I'extrémité phosphate en position 5
(5’P) du dNTP suivant.

La réaction de Sanger est réalisée aprés une PCR permettant d’obtenir plusieurs
amplicons et repose sur lincorporation aléatoire par cette ADN polymérase de
didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP) interrupteurs de chaine eux aussi présents
dans le milieu réactionnel. Ces ddNTP different des dNTP par leur extrémité 3’. L’extrémité
3'OH des dNTP est remplacée par une extrémité 3’'H, soit un ribose di-désoxydé. Cette
modification empéche la formation de la liaison phosphodiester entre le ddNTP incorporé dans
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la chaine et le nucléotide suivant. L’allongement de la chaine est alors interrompu. Dans le
milieu réactionnel, les ANTP et les ddNTP sont en compétition. Le rapport spécifique
ddNTP/dNTP et l'affinité de 'enzyme pour chaque nucléotide sont optimisés de telle fagon
gu'un ddNTP soit statistiquement incorporé a toutes les positions possibles parmi tous les
amplicons. Une migration électrophoreétique du produit de cette réaction de séquence sur un
gel de polyacrylamide tres résolutif permet de séparer tous les fragments présents en fonction
de leur masse moléculaire. Les plus petits fragments vont migrer plus rapidement que les
grands. La grande résolution de ce gel permet de discriminer les fragments différant entre eux
d’'une base. Les ddNTP comprennent un marquage par un fluorophore différent pour chaque
base. Les fluorophores vont générer des signaux lumineux recueillis par un systéme
informatique qui déterminera la séquence des nucléotides du brin d’ADN simple brin initial.

Bien que les nouvelles techniques de séquencage haut débit soient en phase de
révolutionner la biologie par I'ampleur des informations qu'elles sont a méme de générer, le
séquencage Sanger est encore le standard’®.

D T |
PCR
e 5'-..TACAG A C AGTA G c -3
. © . ..3"-_ATGTC i i '
deénaturation 0
. ,ATGTC“T¢

3’..ATGTC T, G¢

3’...ATGTC T

3'...ATGTC T G T, c¢
_ 3'..ATGTC T GT C,A
s 2 3'..ATGTC T GT C :a_ddT¢§

3 3'..ATGTC T GT C A T, Chi
ADN cible
P 3..ATGTC TGT CA T CddG¢
U: ADN polymerase
i} m 3t
( GO AQ LCCA MGG L a3
; Migration sur un séquenceur

Anlle ANl B as b A mAR AR
III_I|'|_l .‘l |l.|.|II | -I'.-ll‘!: L‘l tll Jllllll‘li ,lllllll|.|| It'i't'l_'LL ItJII--llrj||.||h|- IIIL.Illll ',rl 'Ia 4

Electrophorégramme
Figure 6 : Principe du séquencgage selon la méthode de Sanger
Source : Lamoril J. et al.,Les techniques de séquengage de '’ADN : une révolution en marche., 2008

11.3.6.2. Choix des régions a séquencer

L’objectif de la technique est d’identifier au rang d’espéce les champignons pour
lesquels lidentification de routine s’est avérée incompléte, inexistante ou pour confirmer la
présence d’'un champignon rare. Cette approche d’identification s’est développée pour les
champignons a la suite de la premiére réunion internationale « DNA Barcoding » qui s’est
tenue a Londres en 2005*.
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Tout d’abord, il faut déterminer quelles régions du génome permettent de distinguer les
différentes espéces entre elles. Ces régions doivent étre identiques pour toutes les souches
d’une méme espéce et suffisamment différentes entre les espéces pour les distinguer*?. De
plus ces régions doivent avoir un point d’ancrage pour les amorces qui soit identique sur tous
les champignons testés. Pour ce travail, il est important de choisir des amorces pan-fongiques
qui permettent 'amplification des séquences cibles de tous les champignons testés. Parmi les
génes qui présentent un intérét pour lidentification des champignons et les amorces
disponibles pour leur séquengage, nous avons choisi ceux qui correspondent mieux aux
critéres mentionnés ci-dessus et sont considérés comme pan-fongiques’®.

Chez les champignons, le géne de '’ADN ribosomique présente un grand intérét dans
I'identification des espéces car il présente une structure particuliére (Figure 7 et 8)*. En effet,
ce géne est constitué de régions codantes pour la petite sous-unité (18S) de I'Acide
Ribonucléique ribosomique (ARNTr), pour la partie 28S grande sous-unité de 'ARNr (28S),
composeé de la 28S et la 5.8S chez les eucaryotes. Ces unités sont séparées par 2 zones non
codantes : Internal Transcribed Spacer 1 (/ITS7) et Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2)
entourant la région codante pour la partie 5.8S de la grande sous-unité de 'ARNr (5.8S).

On observe que les régions codantes alternent avec les zones non fonctionnelles. Les
régions ITS1 et ITS2 sont extrémement variables entre les espéeces, tandis que les régions
codant pour 'ARNTr (18S, 28S et 5.8S) sont connues pour étre trés conservées*?. Cela permet
de cibler les génes non fonctionnels, a la fois différents entre chaque espéces et identiques
au sein d’'une espece donnée, pour l'identification des espéces et les extrémités des zones
codantes comme support pour I'élaboration des amorces universelles*. Ces génes ont
'avantage d’étre présents chez tous les champignons et ils ont de hombreuses copies dans
le génome*. La région ITS entiére est constituée de I'alignement des génes : ITS7, 5.8S et
ITS2. La longueur de la région ITS présente une variabilité inter-espéce de 400 a 900 bases
(entre 2 amorces ITS5 et ITS4) sur tous les champignons testés*.

En 2012, a l'International Fungal Barcoding Consortium, les régions ITS ont été
recommandées comme « codages a barres primaires » pour les champignons*'845, Ces
régions sont trés utilisées a travers le monde pour l'identification des champignons, donc les
séquences qui leur correspondent se sont trés vite répandues dans les bases de données
publiques*8. D’autres régions du génome fongique ont été analysées pour l'identification des
champignons. Le géne mitochondrial codant la sous unité 1 du cytochrome ¢ oxydase (COX1)
a été exclu, car il est difficilement amplifiable, insuffisamment variable et contient de nombreux
introns*®. Les génes codant trois autres sous unités provenant de génes de 'ADN ribosomal
nucléaire ont été étudiés, ces génes codent respectivement pour la grande sous unité de 'ARN
polymérase Il, pour la petite sous unité de 'ARN polymérase Il et pour une protéine de
maintien. Le géne de la petite sous unité de 'ARN polymérase Il n’est pas performant pour
différencier les espéces*®. Malgré le fait qu'’il soit possible d’identifier correctement une souche
avec le séquengage de la grande sous unité de 'ARN polymérase I, le taux d’amplification
par PCR et le pouvoir de discrimination des espéces sont supérieurs pour la région ITS, ce
qui est un avantage en faveur de cette cible*.
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lll. Matériels et Méthodes

Le but de cette thése étant d’ajouter une nouvelle technique en routine au panel des
techniques déja utilisées pour lidentification de champignons, nous avons procédé en
plusieurs étapes. La premiére consistant a la mise en place de la méthode et la confirmation
de son bon fonctionnement, ensuite I'enseignement de la méthode a I'équipe de biologie
moléculaire du service de mycologie et pour finir la recherche des indications pour lesquelles
nous considérons comme nécessaire 'usage du séquengage pour identifier 'espéce. Toutes
les étapes d’extraction, d’amplification, de purification et de séquengage ont été réalisées dans
le service commun de microbiologie dédié a la biologie moléculaire, toutes les étapes ont
respecté les régles d’hygiéne et de stérilité afin de limiter au maximum toute contamination.

Pour cela, j'ai profité de mon stage Inter-CHU au CHU Henri MONDOR a Créteil dans
le service du Professeur BOTTEREL pour comparer ce qui se faisait ailleurs puis de tester
comment améliorer la technique développée au CHU de Limoges.

l11.1. Matériels

Nous avons testé 40 souches de champignons issues de 19 patients prélevés au CHU
de Limoges entre octobre 2020 et juin 2021. Ce sont des champignons pour lesquels
l'identification a été impossible avec les méthodes habituelles citées dans les Généralités ou
des champignons peu fréquents en pratique courante. Les prélevements proviennent de
diverses matrices de plusieurs systémes comme des prélévements respiratoires, des
prélevements cutanés, des selles, des biopsies... récapitulés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Identifications fongiques avant séquengage des prélevements utilisés dans ce travail

Numéro Numéro Milieu de

prélévement tube Prélévement culture Identification Méthode
1 AB SC
2 AB SC , . .
200345134 3 AB sc Acremonium spp. Microscopie
4 AB SC
1 Squames SC
200359149 2 Cheveux SC Trichophyton tonsurans Microscopie
3 Cuir chevelu SC
1 Sinus MALT
200368067 2 Sinus SC CFENI**
3 Sinus Biopsie*
210035715 1 Ongle hallux SC Neoscytalidium spp. Microscopie
200353575 1 Nez sC Aureobasidium pullulans ~ “~-D"
1 Expectoration SC
200379843 2 Expectoration = Chromagar CNI**
3 Expectoration = Chromagar
201892858 1 Nez SC CFENI**
. . MALDI-
210018012 1 Selles SC Rhizomucor variabilis ToF
1 AT SC : MALDI-ToF
200332118 2 AT sC P gec’g’.?y Cfbs. SPp- - et
3 AT SC anaiaa albicans microscopie
1 Expectoration SC
200337020 2 Expectoration SC Pagzl;'od%};cglsb X;z;rllqztu - M#IC;II:DI-
3 Expectoration MALT
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1 Nez SC

2 Nez SC Alternaria alternata - MALDI-
200356993 3 Nez SC Penicillium sp. ToF

4 Nez SC

1 Sinus SC
200364654 2 Sinus MALT CFENI**

3 Sinus Biopsie*
200330016 1 Sinus Biopsie* CNI*™

1 Ongle hallux MALT o -
210012252 5 Ongle hallux MALT CENI** - Penicillium sp.

T.rubrum - C.parapsilosis - C.albidus -
200389912 1 Phanére MALT Rhodotorula mucilaginosa
(identifications au MALDI-ToF)

200376862 1 Expectoration MALT Asperqgillus fumigatus — CENI**

1 AB SC Scedosporium apiorpermum - A.
200362635 2 AB MALT fumigatus — Penicillium sp.
210066990 1 AB SC CNI**

1 Selles SC o
211983825 2 Selles sC CFNI

(AB = Aspiration Bronchique, SC = Sabouraud Chloramphénicol, CFNI = Champignon Filamenteux
Non Identifié, CNI = Champignon Non ldentifié, AT = Aspiration Trachéale,*analyses réalisées
directement a partir de la biopsie, ** absence d’identification malgré la culture, 'analyse morphologie
et la spectrométrie de masse)

Pour mettre au point le protocole de séquengage, il nous a paru important de travailler
avec des champignons en culture car nous sommes sdrs qu’il y a du matériel génétique
fongique dans I'’échantillon testé. Pour chaque patient, le prélevement peut avoir été mis en
culture sur différents milieux (cf tableau 3), ceux-ci sont détaillés dans les Généralités. Nous
avons également testé 3 pieces opératoires pour voir si la technique est applicable directement
pour ce type de prélévement, sans passer par la culture. Apres l'identification de routine décrite
en Généralités, le résultat et la technique utilisés sont inscrits dans la derniére colonne du
tableau. Les échantillons ont été conservés a une température de 5°C (+/- 2°C) aprés les
techniques usuelles d’identification. Au total nous avons disposé de 37 cultures et 3 biopsies
pour lesquelles nous avons pratiqué une identification par séquengage Sanger. De plus, nous
avons utilisé un contrdle positif précédemment identifi€ morphologiquement,
microscopiquement et macroscopiquement : un Aspergillus section fumigati et une souche
identifiée comme Acremonium tubakii par séquengage SANGER (régions ITS71 et ITS2) en
2014 par Marilyne DUGAT au cours de sa thése d’exercice*®.

11l.2. Méthodes

Ce travail nécessite la mise en place d’une technique de séquengage Sanger comme décrite
initialement. Cette technique nécessite un choix judicieux des régions amplifiées et amorces
utilisées.

Comme vu dans les généralités, la région pan-fongique a utiliser en premiére intention est
'analyse du séquencgage de la région ITS.

lll.2.1. Régions et amorces utilisées

l1l.2.1.1. Choix de séquencer ITS1 et ITS2 séparément
Nous avons fait le choix initialement de séquencer séparément les régions ITS1 et ITS2
pour plusieurs raisons. La premiére est la taille de la séquence : si la région ITS est trop longue
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(dépasse 800 bases) il se peut que la qualité du chromatogramme final ne permette pas de
distinguer les espéces fongiques testées avec la méthode SANGER. Ensuite, la région 5.8S
est hautement conservée et connue pour le risque de formation d’'artefacts de PCR*. Le fait
de ne pas séquencer cette région en entier diminuerait donc ce risque.

lll.2.1.2. Choix de séquencer ITS1 et ITS2 ensemble

Au cours de mon semestre de Mycologie dans le service du Professeur BOTTEREL,
dans le CHU Henri MONDOR a Créteil, j’ai assisté a des identifications par séquengage de la
région ITS avec un protocole trés proche de celui testé dans ce travail et ai donc été étonné
que la région ITS soit séquencée entierement avec le géne 5.8S entre le couple d’amorces
ITS5 — ITS4 (cf Figure 8). Ce protocole de séquengage fonctionne et permet de réaliser
globalement deux fois moins de travail, malgré des publications allant dans le sens qu’il n’était
pas réalisable de séquencer la région ITS en une fois*'*°. Nous avons pris le parti d’essayer
sur 3 nouvelles souches ainsi que sur 7 souches déja testées afin de vérifier si cette partie du
protocole de MONDOR était applicable a nos manipulations et de voir s’il y avait des
différences entre le séquengage des ITS 1 et 2 séparément ou ensemble.

111.2.1.3. Choix des amorces utilisées

Le choix des amorces constitue un autre facteur qui peut impacter le séquencage car
il peut modifier le taux d’amplification par PCR. Selon une étude in silico*” qui teste les amorces
illustrées dans la Figure 8, les couples ITS5-ITS2 et ITS3-ITS4 ont la meilleure capacité
d’amplifier respectivement les régions ITS1 et ITS2. Néanmoins, les couples ITS1 - ITS4, ITS1
- ITS2 sont largement utilisés a travers le monde. Le premier couple d’amorces ITS5 - ITS2
encadre une partie du géne 78S, la région ITS1 et une partie du géne 5.8S. Le deuxiéme
couple ITS3-ITS4 permet de cibler une partie du géne 5.8S, la région ITS2 et I'extrémité du
géne 28S. Les séquences des amorces sont disponibles dans le Tableau 4, elles ont des
extensions M13F et M13R (séquences en noir) qui permettent 'ancrage des amorces
spécifiques pour la PCR de séquence. De plus, nous avons testé sur une souche d’Aspergillus
section fumigati identifié par le service 2 autres couples d’amorces. Ces couples d’amorces
ciblent pour le premier les introns des génes codant pour une protéine de structure : la B-
tubuline et pour le second une protéine impliquée dans le métabolisme : la Calmoduline. Ces
régions présentent un intérét parce qu’elles sont courtes (jusqu’a 200 paires de bases) et ont
un polymorphisme élevé chez la plupart des champignons d’intérét médical sans pour autant
étre pan-fongiques'*3. Elles sont utilisées pour différencier des espéces étroitement
apparentées (ex : certaines sections d’Asperygillus et les Scedosporium sp.)*. Les séquences
des amorces pour la B-tubuline et la calmoduline sont présentées dans le Tableau 5, elles
possédent aussi des extensions M13F et M13R représentées en noir.

Au cours des essais de séquencage de la région ITS globale, nous avons utilisé les
amorces ITS5 — ITS4 pour plusieurs raisons. Tout d’abord, ce sont celles utilisées au CHU
Henri MONDOR, deuxiémement nous les avions déja commandées pour ce travail et savions
donc déja qu’elles s’hybridaient correctement a ’ADN fongique.
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Figure 7 : Représentation schématique de I'ADN ribosomique
(ITS : Internal Transcribed Spacer ; IGS : Intergenic spacer)

Source : Codreanu C. Mémoire DFASP2, Innovation du séquencage SANGER dans l'identification
des champignons responsables d’infections fongiques chez les patients du CHU de Limoges,
Université de Limoges, 2021

Tableau 4 : Amorces utilisées pour les cibles ITS1, ITS2 et ITS total

Cible Amorces Séquences

ITS1 ITS5-M13F GTAGCGCAGCGGCCAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
ITS2-M13R CAGGGCGCAGCGATGACGCTGCGTTCTTCATCGATGC

ITS2 ITS3-M13F GTAGCGCAGCGGCCAGTGCATCGATGAAGAACGCAGC

ITS4-M13R CAGGGCGCAGCGATGACTCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS total ITS5-M13F GTAGCGCAGCGGCCAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

ITS4-M13R CAGGGCGCAGCGATGACTCCTCCGCTTATTGATATGC

Tableau 5 : Amorces utilisées pour les cibles B-tubuline et Calmoduline

Cible Amorces Séquences
B-tubuline AFTUB206-M13F GTAGCGCAGCGGCCAGTTGGTGCCCGCTTTCTGGTA
AFTUBG676-M13R CAGGGCGCAGCGATGACAAGTTGTCGGGACGGAATAG
Calmoduline CMD5-M13F GTAGCGCAGCGGCCAGTCCGAGTACAAGGARGCCTTC
CMD6-M13R CAGGGCGCAGCGATGACCCGATRGAGGTCATRACGTGG
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Figure 8 : Les régions ITS1, ITS2 et la position relative des amorces
Source: Bellemain E., Carlsen T., Brochmann C., Coissac E., Taberlet P., Kauserud H. ITS as an
environmental DNA barcode for fungi: an in silico approach reveals potential PCR biases. BMC
Microbiology. 2010;(10):189-198.

11l.2.2. Extraction de I’ADN fongique

La paroi fongique (figure 9) a une structure complexe et rigide, permettant au
champignon de pouvoir survivre dans un milieu extérieur et les méthodes d’extraction d’ADN
de bactéries et de virus ne sont pas applicables aux champignons*.

Afin de lyser complétement la paroi et de pouvoir extraire ’ADN d’'un champignon, il
convient d’exercer plusieurs types de lyse dont idéalement une lyse thermique et une lyse
mécanique.

#1.3
#1.6

glucans .
ot . % .
Cell i e iti
21,3 glucan N ? chitin
membrane synthase %

Figure 9 : Composition de la paroi fongique (Source : Image
Google libre de droit)

Aprés avoir repris les travaux du Dr J.B. MURAT du CHU de Limoges sur le
séquencage de champignons, nous avons essayé le type d’extraction décrit dans le protocole
de I'étude STEFI sur les bactéries du genre Nocardia®. Bien qu'il s’agisse de I'extraction
d’ADN de bactéries du genre Nocardia, le Dr J.B. MURAT avait essayé et réussi a extraire de
’ADN fongique dans le service avec ce protocole.
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Nous avons ensuite essayé de coupler une partie de la méthode de I'étude STEFI et
la méthode déja utilisée dans le service, en utilisant QlAamp DNA Mini kit (par Quiagen®)
apres une lyse mécanique au vu de la rigidité de la paroi fongique. Nous avons donc passé
I'échantillon au systéme rupture des cellules Bio 101 FastPrep FP120 (Thermo Scientific,
France). Le fragment de culture mis dans 500 pL de la suspension du protocole de 'étude
STEFI décrit en Annexe 1, le tout versé dans des tubes contenant la matrice de lyse D
FastPrep (MP Miomedicals, France). Nous avons soumis I'échantillon a 1 cycle de broyage de
45 secondes a la vitesse 6,5 métre/seconde. Nous avons récupéré le lysat et continué
I'extraction en suivant le protocole fourni par le fabricant du QlIAamp DNA Mini kit. L’extraction
avec ce kit repose sur une lyse thermique (30 minutes a 56°C) et chimique dans un tampon
de lyse, suivi de lavages et passages successifs au travers des colonnes de silice pour séparer
’ADN du lysat.

Les extractions ont été réalisées soit a partir de cellules en culture, soit a partir de
piéces opératoires directement.

Les extractions ont été réalisées dans la salle d’extraction du secteur propre dédié aux
extractions d’ADN au CBRS du CHU de Limoges. Les extraits de cultures ou de piéces
opératoires ont été mis dans la solution du protocole STEFI sous hotte (PSM 2) dans le
laboratoire de mycologie du CHU de Limoges.

11l.2.2.1. Extraction de I’ADN fongique a partir de cellules en culture

Les extractions de 'ADN fongique peuvent se faire a partir de cellules en culture,
comme décrit dans le protocole STEFI pour les bactéries et étudié par le Dr J.B. MURAT pour
les cellules fongiques. Nous avons donc choisi de tester les 2 types d’extraction (type STEFI
et via le protocole QlAamp DNA Mini kit) sur des cellules en culture de champignons
filamenteux notamment Acremonium sp., quatre souches (200345123, 1-2-3 et 4) identifiées
macro et microscopiquement, cultivées sur milieu Sabouraud Chloramphénicol et provenant
de lavages bronchiques.

A la suite des premiers résultats, nous n’avons continué qu’a faire les extractions
d’ADN fongiques en utilisant le protocole QlAamp DNA Mini kit. Les champignons ont été
cultivés sur milieu Sabouraud Chloramphénicol ou MALT selon les modalités de culture
habituelles.

1ll.2.2.2. Extraction d’ADN fongique a partir de piéces opératoires

Les extractions des ADN fongiques issues des piéces opératoires n’ont été faites que
selon le protocole QlIAamp DNA Mini kit réalisé directement sur les pieces déposées dans la
suspension du protocole STEFI.

Nous avons utilisé le méme protocole que pour les extractions d’ADN de biopsie
classiquement utilisé dans le service. Il prévoit aussi I'utilisation du protocole QlAamp DNA
Mini kit, mais auparavant, les biopsies sont lysées chimiquement a I'aide d’'un tampon de lyse.
De plus la lyse thermique est plus longue (30 minutes a 56° C et 10 minutes a 70° C). Le
protocole complet est décrit en Annexe 3.

11l.2.3. Amplifications des régions d’intéréts

L’amplification des régions d’intérét se fait a partir des amorces précédemment citées
et dénommées ici ITS-5, ITS-2, ITS-3 et ITS-4 pour I'amplification des régions ITS et
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AFTUB206 et AFTUB676 pour I'amplification de la B-tubuline et CMD5 et CMD6 pour
'amplification de la Calmoduline. Chacune de ces amorces est composée d’une structure
M13F ou M13R selon qu’elle soit respectivement sens ou antisens et ce pour permettre
I'amplification de séquence lors des PCR spécifiques de séquences dans une étape ultérieure
de lidentification par séquencgage.

111.2.3.1. Amplification des régions ITS1 et ITS2

Afin d’amplifier les régions ITS1 et ITS2, nous avons utilisé le kit Light Cycler Fast Start,
DNA Master HybProbe (Roche). La composition du mix de PCR était faite dans la salle des
mix du secteur propre dédiée aux préparations de PCR au CBRS du CHU de Limoges. Ces
mix ont été réalisés selon la préparation décrite dans le Tableau 6.

Une fois les mix préparés, les ADN fongiques précédemment extraits y ont été rajoutés
dans une salle de dépdts des extractions dans le secteur propre dédié aux préparations de
PCR au CBRS du CHU de Limoges.

Tableau 6 : Préparation des milieux réactionnels pour les PCR des régions ITS71 et ITS 2

Réactifs Conaentralion | - Goncentration finale | Volume/PCR (L)
H>0 - - 12,75
Tampon “PCR Reaction Buffer”, without 10 X 1X 25
MgCl2
MgCl2 Stock Solution 25 mM 25mM 25
Tampon “GC-RICH Solution” 5X 0,5 X 2,5
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5
Cible ITS1 : amorce sens ITS5-M13F
ou Cible ITS2 : amorce sens |TS3-M13F 10 M 0.4 uM 1
Cible ITS1 : amorce antisens ITS2-M13R
ou Cible ITS2 : amorce antisens ITS4-M13R 10 uM 0.4 M !
Taq DNA Polymerase 5 U/uL 0,2 U/uL 0,25
ADN préalablement extrait - - 2

Les préparations terminées ont été amplifiees dans un Thermocycleur 2720 (Applied
Biosystems) selon le programme détaillé en figure 10. Il est & noter que nous avons réalisé
pour la premiére série 35 cycles d’amplification puis 42 cycles pour les suivantes et ce afin
d’augmenter la quantité d’ADN amplifié. Pour chaque série de souches amplifiées nous avons
ajouté un contréle négatif.

Nous n’avons pas testé une amplification en modifiant la température d’hybridation, en
'abaissant par exemple afin de diminuer la spécificité des amorces pour amplifier plus
facilement 'ADN fongique car la température d’hybridation était déja adaptée a la fourchette
basse de ce qui est préconisé pour la Tag DNA polymérase utilisée.

Etienne HERAULT | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2021 49
Licence CC BY-NC-ND 3.0




°C Dénaturation initiale . Cycledamplification .Elongationfinale . Fin de réaction
4 : 42 o0u35cycles : :
55
' - ‘ : :
[ HEn| A I 5
/ : \ : 1
51 | P : !
Bl | : — 3 4
@ H H .
el | : : 21
) | . . .\
[ . . .
I : 2 : E
/ : : |
: : : A
s ; P
s : s ,
Minutesr
Temps
1 — Dénaturation; 2 — Hybridation; 3 — Elongation;

Figure 10: Schéma du programme d’amplification par PCR pour les cibles ITS17 et
ITS2 (Source : Master 2 Carolina CODREANU_2020-2021)

Nous avons testé avec les mémes schémas d’amplification les différents modes
d’extraction précédemment décrits. Nous avons aussi testé ce schéma de PCR sur une
souche déja extraite en 2014 lors du travail du Dr DUGAT Maliryne puis conservé dans un
congélateur du service a -80°C, un Acremonium tubakii, identifié par séquencage*® déja extrait
avec le protocole kit Qiagen QlAamp® DNA Minikit.

111.2.3.2. Amplification de la région ITS globale

Pour tester les amplifications de la région globale /TS nous avons pris 'amorce sens
ITS5-M13F et antisens ITS4-M13R. Nous avons pu faire cela car les protocoles de mix sont
identiques, ne modifient pas les concentrations de chacun des composants (cf tableau 7) et
que le programme d’amplification reste identique pour les amorces ciblant ITS-1 et celles
ciblant ITS-2, a 42 cycles pour augmenter le nombre total d’ADN amplifié.
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Tableau 7 : Préparation des milieux réactionnels pour les PCR de la région /TS globale

Réactifs Concentration | Goncentration finale | Volume/PCR (L)
H20 - - 12,75
Tampon “PCR Reaction Buffer”, without 10 X 1X 25
MgCl2
MgCl2 Stock Solution 25 mM 2,5mM 25
Tampon “GC-RICH Solution” 5X 0,5X 2,5
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5
Cible ITS : amorce sens ITS5-M13F 10 uM 0,4 uM 1
Cible ITS : amorce antisens ITS4-M13R 10 uM 0,4 uM 1
Taq DNA Polymerase 5 U/uL 0,2 U/ulL 0,25
ADN préalablement extrait - - 2

1l1.2.3.3. Amplification des régions de la 8-tubuline et de la Calmoduline

L’amplification des cibles de la B-tubuline et de la Calmoduline nécessite aussi
l'utilisation du kit Light Cycler Fast Start, DNA Master HybProbe (Roche). La composition du
milieu réactionnel est précisée dans le Tableau 8. Nous avons réalisé 2 meélanges réactionnels
pour une souche d’Aspergillus fumigatus, un contenant les amorces pour le géne de la B-
tubuline (amorces AFTUB206F et AFTUB676R) et I'autre pour le géne de la Calmoduline

(amorces CMD5-M13F et CMD6-M13R).

Les régions amplifiées ne sont pas des régions considérées comme pan fongiques'®
mais peuvent étre utilisées pour différencier au rang d’espéce des souches d’Aspergillus.

Tableau 8 : Préparation des milieux réactionnels pour les PCR de la région 8-tubuline et Calmoduline

Réactifs Con_c:e_r]tratl Concentration finale HolmEFER
on initiale (uL)
H20 - - 15,25
Tampon “PCR Reaction Buffer”, without MgCl2 10 X 1 X 2,5
MgCl. Stock Solution 25 mM 2,5mM 25
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5
B-tubuline : amorce sens AFTUB206F
ou Calmoduline : amorce sens CMD5-M13F 10 uM 04 uM !
B-tubuline: amorce antisens AFTUB676R
ou Calmoduline: amorce antisens CMD6-M13R 10 uM 0.4 uM !
Taq DNA Polymerase 5 U/uL 0,2 U/uL 0,25
ADN préalablement extrait - - 2
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Nous avons ensuite amplifié 'ADN dans un Thermocycleur 2720 (Applied Biosystems,
France) selon le programme détaillé dans la Figure 11. Un contréle négatif a été aussi ajouté

a cette série.
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Figure 11: Schéma du programme d’amplification par PCR pour la 8-tubuline
et Calmoduline (Source : Master 2 Carolina CODREANU_2020-2021)

lll.2.4. Migration et révélation des produits d’amplifications par PCR

Une fois l'amplification faite, il nous a fallu la faire migrer dans une cuve
électrophorétique puis la révéler afin de voir si '’ADN a bel et bien été amplifié.

Initialement, nous avons fabriqué des gels d’agarose (UltraPure™ Agarose) a 0,5%,
puis, nous avons augmente la teneur en agarose a 1% ce qui a permis d’augmenter le pouvoir
de résolution du gel.

Pour fabriquer les gels nous avons dissous une masse de 0.25 g d’agarose dans un
volume de tampon TBE (tris borate EDTA) de 50 mL. Le rapport m/V correspond a 0.5 %
d’agarose dans le gel. Pour pouvoir visualiser la migration, on rajoute un colorant des acides
nucléiques : Midori Green (3 uL pour 50 mL de gel). Pour la fabrication de gel d’agarose a 1%,
il nous a fallu dissoudre 0.5 g d’agarose dans 50 mL d’eau et y ajouter 3 uL de Midori Green.

Le gel obtenu est placé dans une cuve d’électrophorése PowerPac™ 300 (Bio-Rad®).
On dépose les produits d’amplification, 3 uL dans chaque puits, auquel nous ajoutons 1 uL de
tampon de charge, pour chaque série de migration nous déposons 5 uL de marqueur de taille
(SmartLadder® 200- 10000 bp).

La migration se déroule sur 30 min a 100 V et nous visualisons les bandes sous UV.
L’intensité de la bande est proportionnellement corrélée a la quantité d’ADN qui a été amplifiée.

Les produits de PCR amplifiés, méme faiblement, permettent un séquencage. Ceux
n‘ayant pas migrés ne possédent pas d’ADN en quantité suffisante permettant leur
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séquencage. Dans le cas d’absence d’ADN, il s’agit le plus souvent d’'une erreur de
manipulation car ont été extraites seulement les colonies mises en culture et les pieces
opératoires pour lesquelles nous avons trouvé des filaments en microscopie et donc pour
lesquels nous sommes sdrs de la présence du champignon.

Les migrations ont éte realisées dans la salle des gels du secteur dédié aux traitements
des prélevements amplifiés au CBRS du CHU de Limoges. Les révélations ont été faites du
cé6té recherche du CBRS, dans la salle des gels (possédant les outils permettant de numériser
et d’enregistrer les gels post migration).

lll.2.5. Purification des produits d’amplification par PCR

La purification de produits amplifiés par PCR et révélés se fait a I'aide du kit innuPREP®
PCRpure Kit (analytikjena®). C’est celui utilisé par le service de microbiologie du CBRS afin
de faire des séquencages SANGER pour les bactéries et virus, ce qui simplifie les éventuelles
futures commandes de matériel et de réactifs.

Cette purification consiste initialement a ne garder que I'ADN amplifié (chargé
négativement) dans une colonne (chargée positivement) aprés centrifugation. Ensuite, nous
diluons 'ADN avec un tampon d’élution modifiant la charge des parois de la colonne et rejetant
I’ADN dans le tube d’élution aprés une seconde centrifugation. Le volume de tampon d’élution
(a l'intérieur duquel est dilué 'ADN amplifié) dépend de l'intensité de la bande obtenue lors de
la révélation sur gel d’agarose. Une bande faible correspond a une faible amplification et donc
a une moindre quantité d’ADN fongique amplifiée, qui sera diluée dans 35 a 40 pL de tampon
d’élution. A l'inverse une bande de forte intensité correspond a une forte amplification et a une
plus grande quantité d’ADN fongique amplifiée, qui sera diluée dans 80 uL de tampon
d’élution.

Les purifications de PCR ont été réalisées dans la salle post-PCR du secteur propre
dédié aux traitements des prélévements amplifiés au CBRS du CHU de Limoges.

lll.2.6. Réalisation de la PCR de séquence

Les PCR de séquences sont effectuées grace aux amorces universelles (M13F et
M13R) se trouvant aux extrémités 5’ et 3’ des amplicons, soit aux extrémités des amorces
initiales et précédemment amplifiées.

Pour chaque souche de champignon, nous avons réalisé 2 PCR de séquence, chacune
a partir de la méme purification mais la premiére avec 'amorce M13F (sens) et l'autre avec
'amorce M13R (antisens). L’alignement par la suite de ces 2 séquences aide a confirmer le
résultat obtenu et détecter une éventuelle anomalie de séquencage.

Les PCR de séquences sont réalisées avec 'aide du kit Big Dye Terminator v3.1, déja
utilisé par le service de séquencage du CBRS en virologie et en bactériologie. Le mix est
préparé selon le tableau 9, dans la salle des mix du secteur propre du CBRS du CHU de
Limoges et TADN amplifié et purifié est ajouté dans une salle de dépbts du secteur propre
dédié aux préparations de PCR au CBRS du CHU de Limoges.

A la suite des premiéres analyses informatiques de séquence et de 'abondance du
bruit de fond correspondant a I'importante quantité d’ADN parasite dans chaque séquence,
nous avons suivi le conseil de la personne en charge du service de séquengage et avons
diminué la concentration d’ADN amplifié sans modifier les autres concentrations.
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Tableau 9 : Préparation des milieux réactionnels pour les PCR de séquences
avec ADN purifié concentré a 3 L puis 2 pL par PCR

o Concentration | Concentration Volume/PCR (pL) HETEIECRS (.”L)
RioEEE initiale finale avec ADN concentré AT ADIN RIS
concentré
H20 - - 10 11
Tampon “BigDye” 5X 0,5X 2 2
BigDye Terminator v3.1 ) ) 4 4
Ready reaction mix
Amorce sens M13F 3,4 uM 0,17 uM 1 1
ou Amorce antisens 1
M13R 3,4 uM 0,17 uM 1

ADN amplifié et purifié - - 3 2

Une fois le mix de PCR fait, nous avons amplifié€ TADN dans un Thermocycleur 2720
(Applied Biosystems, France) selon le programme détaillé dans la Figure 12. Dans celui-Ci
nous observons que la température d’élongation est plus basse que lors des PCR classiques,
cette faible température ralentit la Taq polymérase et déplace I'équilibre pour permettre une
meilleure incorporation des ddNTP“3. Il arrive cependant qu’elle se termine par I'incorporation
d’'un dNTP. Dans ce cas, I'absence de fluorochromes sur les dNTP ne permet pas de visualiser
les « faux stops » par le séquenceur.

l1l.2.7. Purification des produits de PCR de séquence
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Figure 12 : Schéma du programme d’amplification par PCR pour la PCR de séquence

Nous réalisons cette étape de purification avec I'aide de la résine Séphadex® G50
Superfine (Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) constituée de billes perforées dont les trous ont
un diamétre déterminé, ici de 20 a 50 um. Cette résine est placée a l'intérieur de plaques
filtrantes Multi Screen (Millipore, Billerica, MA, USA). Il s’agit d’'une méthode de
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chromatographie d’exclusion permettant le piégeage de particules de bas poids moléculaires
sur une colonne Sephadex® G50. Ainsi les petites particules de diamétre inférieur a 20 ym
entrent et sont piégées. A linverse les grosses particules passent autour et sont éluées
rapidement. Les ddNTP libres en excés sont donc piégés. En effet, ces ddNTP libres peuvent
parasiter les signaux de fluorescence spécifiques lors du passage dans le séquenceur en
créant un bruit de fond.

La résine séche doit étre mise dans les puits d’'une plaque MultiScreen HV format HTS
a l'aide du chargeur de colonne de 45 L. Nous retirons I'excés de résine avec la raclette.
Ensuite nous plagons la plaque MultiScreen a I'envers sur le chargeur jusqu’au butoir et nous
retournons I'ensemble. En tapant sur le chargeur nous évacuons la résine vers la plaque. Les
produits de séquence sont récupérés dans une plaque de recueil 96 puits. Puis nous rajoutons
300 pL d’eau PPI dans chaque puits. La résine gonfle au contact de I'eau et forme des canaux
dans lesquels les ddNTP en excés peuvent pénétrer et étre piégés. Ces plaques filtrantes
permettent de récupérer le produit purifié directement dans une plaque de séquence de 96
puits.

L’efficacité de la purification a un impact direct sur la qualité des séquences traitées
c’est pourquoi il est important de respecter rigoureusement le protocole de purification,
notamment déposer ’ADN au centre des puits et équilibrer les plaques lors de la centrifugation,
étape nécessaire a la purification. Une fois faite, nous marquons par son identité propre la
plague de séquencage de mycologie et la refermons par un systéme ne permettant pas
I'évaporation des dépdts des produits de séquence purifiés mais pouvant laisser pénétrer
l'aiguille du séquenceur afin de faire son prélévement.

Les purifications de PCR de séquences ont été réalisées dans la salle post-PCR du
secteur propre dédié aux traitements des prélévements amplifiés au CBRS du CHU de
Limoges.

11l.2.8. Séquencage SANGER

Une fois la purification réalisée, nous la descendons dans le service de séquencgage
du CBRS du CHU de Limoges afin qu’il puisse étre pris en charge par le personnel
spécialement formé. Pour pouvoir récupérer les résultats informatiquement, nous adjoignons
une feuille de demande manuscrite ainsi qu’'une demande en format .txt sur le réseau du
CBRS.

Le séquenceur est nécessaire de séparer les produits de la PCR de séquence. Nous
utilisons pour cela I'analyseur génétique ABI 3500XL, 24 capillaires (Applied Biosystems®,
France) et un logiciel pour la collecte et le traitement des données. Les fragments
nucléotidiques sont séparés par électrophorése capillaire sur un support de migration qui est
le polymére POP®. Lors de la séparation, un laser excite le fluorophore qui se trouve au bout
de chaque fragment et le signal obtenu est analysé par le logiciel intégré. Aprés I'analyse
informatique de ces signaux on obtient la séquence sous forme d’un chromatogramme comme
illustré dans la figure 13.
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Figure 13 : Présentation d'une séquence simple brin de bonne qualité sur Geneious®

11l.2.9. Traitement des données de séquengage

Les séquences ainsi générées et récupérées ne peuvent pas étre traitées brutes. Nous
les vérifions une a une en sens et en antisens par logiciel, puis nous les associons afin d’avoir
la meilleure concordance lors de I'analyse des chromatogrammes de la séquence double brin.
Puis nous enregistrons cette séquence proprement traitée et la comparant dans une banque
de données. Deux bases de données publiques en ligne sont utilisées pour I'identification par
biologie moléculaire des champignons. Ces systémes d’alignement par paires fonctionnent
par la recherche des séquences nucléotidiques les plus similaires avec la nétre afin d’identifier
la souche de champignon a qui appartient la cible séquencée. Nous comparerons ici I'outil de
recherche BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) et Mycobank. BLAST interroge la
banque de données International Nucleotide Sequence Database (INSD), dont fait partie
GenBank, European Molecular Biology Laboratory et DNA databank of Japan. La fiabilité des
bases de données est un parameétre a prendre en compte pour ce type de recherche et — dans
le cas des champignons - 10 a 21% des séquences disponibles sur INSD comportent des
annotations taxonomiques incorrectes ou sont insuffisamment annotées®’, mais il reste le
programme bio-informatique le plus utilisé a travers le monde®2. Mycobank quant a lui est en
collaboration avec 9 bases de données, dont les plus pertinentes pour ce travail sont : ITS,
UNITE, Fusarium, PasteurYeasts et PasteurMOLDS. C’est une base de données destinée a
la communauté mycologique et les séquences sont mieux documentées®'.

111.2.9.1. Vérification de la qualité des chromatogrammes par GENEIOUS

Les séquences obtenues ont été traitées par le logiciel Geneious®. Dans un premier
temps, nous vérifions visuellement la qualité des chromatogrammes des séquences sens
d’'une part et antisens d’autre part. Une séquence de qualité est caractérisée par des pics nets,
bien définis, avec un espacement régulier entre eux'®. Il faut pour cela avoir le moins de
« bruits de fonds » possible ce qui se traduit par le moins possible de courbes de nucléotide
en méme temps au méme endroit du chromatogramme.

En début de séquence la résolution peut étre faible car certains nucléotides ont une
intensité fluorescente plus marquée et masquent les pics, tandis que vers la fin de la séquence
les pics peuvent se chevaucher car la fluorescence est trop faible. On peut éditer
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manuellement le début et |a fin de la séquence en les retirant s’ils n’ont pas une bonne lisibilité.
Le fait d’utiliser des amorces universelles des régions panfongiques dans des zones stables
et trés répétitives permet de ne pas retirer de régions variables par cette méthode et donc de
ne pas perdre en sensibilité par la suite.

De plus, nous pouvons changer les nucléotides retenus par le logiciel, si nous estimons
visuellement que la base retenue par le logiciel ne correspond pas au pic mais qu’elle est un
artefact du fluorophore. De méme, en cas de doute ne permettant pas de discriminer deux ou
plus nucléotides, nous pouvons modifier le nom de la base par celui d’'une base artificielle
pouvant étre mixte, comme celles décrites dans le tableau 10. Le doute sur un nucléotide lors
de la comparaison simple brin peut s’estomper lors de 'assemblage des séquences en double
brin et un S en face d'un G laissera penser qu’il s’agit bien d’'une Guanine sur le brin
initialement séquencé.

Tableau 10 : Nucléotides artificiels correspondant a un doute entre plusieurs nucléotides existants

Nucléotides artificiels Correspondance a un nucléotide existant
AouG

CouT

GouT

AouC

GouC

AouT
AouTouCouG
CouGouT
AouGouT
AouCouT
AouCouG

<| IO wm=zZ sl =2 Xx=<=

Apres édition, les séquences sens et antisens sont alignées pour obtenir une séquence
consensus qui est vérifiée sur Généious selon le méme mode visuel. Le recoupement se fait
automatiquement selon les modes suivants afin de privilégier les Gaps ou les mutations avec
un certain taux d’incertitude. Les parameétres d’alignement des séquences sont laissés par
défaut et correspondent a un alignement présentant le score le plus élevé. Le score
d’alignement est calculé de la fagon suivante :

- il faut minimum 65% de similarité entre les 2 brins sens et antisens
- lors d’'une complémentarité entre nucléotides le score augmente de 5
- lors d’'une incompatibilité entre nucléotides le score diminue de 4

- lors de I'apparition d’'un gap (décalage d’un nucléotide entre les 2 séquences) le score
diminue de 8

- lors de 'augmentation d’'un gap aprés le premier décalage le score diminue de 3 par
nucléotides décalés.
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Prenons I'exemple des séquences ATCGGTGTACGTG sens et TCACCTAACCGG antisens,
voyons ce qui arrive si nous les mettons de prime abord selon I'alignement le plus long sans
faire de Gap.

ATCGGTGTACGTG -
--GGCCAATCCACT

Nous avons ici un alignement de 7 nucléotides sur les 2
séquences, sans Gap avec le score suivant :

S=7x5 - 4x4 =19 (les extrémités ne comptent pas s’il n'y a
rien a aligner de fagon complémentaire)

Puis en introduisant la possibilité de Gap.

ATCGGTGTACGTG - | lci nous voyons que lapparition d'un Gap permet
-GGCCA-ATCCACT d’augmenter le score d'alignement et donc la

complémentarité des séquences :

S=9x5 - 2x4 — 1x8 = 29

Selon le calcul du score d’alignement nucléotidiques laissé par défaut le meilleur alignement
est le second, il n'est pas exact car ne permets pas une homologie a 100% mais permet d’en
avoir une bonne approche. De plus, aprés cet alignement, les séquences sont revues
manuellement pour voir s’il est nécessaire de procéder a des modifications, comme les
nucléotides « multiples » vus précédemment ou des anomalies passées inapergues a la
lecture d’'un seul brin.

111.2.9.2. Identification dans une banque de données a partir de la base BLAST

Le systéme BLAST est accessible a I'adresse : https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
et utilise la derniére version de BLAST+2.12.0. BLAST est une heuristique dans le sens ou
c’est un outil qui a pour objet les procédures de recherche et de découverte en résolvant des
problémes a partir de connaissances incomplétes. Ce type d'analyse permet d'aboutir en un
temps limité a des solutions acceptables mais non optimales®. L’'outil BLAST permet de
trouver dans une banque de données la ou les séquences qui ressemblent le plus a une
séquence donnée®. Le but est de d’aligner la séquence a rechercher (Query) avec chaque
séquence de la banque (Subject), de classer les séquences Subject par score décroissant de
la plus similaire a la Query puis de ne garder les meilleures.

BLAST utilise une matrice de similarité, associant deux acides aminés I'un en face de
lautre (un de Query et une de la séquence Subject testée) et permet de donner un score de
similarité entre ces deux acides aminés pour calculer des scores d'alignement. Cette Matrice
n'est utilisée que pour les alignements entre acides aminés®®. Pour les alignements entre
séquences nucléotidiques, il existe des méthodes complexes d’alignement locale, semi-locale
ou globale. BLAST fournit un score (E-value) pour chaque alignement trouvé et utilise ce score
pour donner une évaluation statistique de la pertinence de cet alignement, soit la probabilité
gu'il soit di au hasard.

Le principe de fonctionnement de BLAST, peut se décomposer en trois étapes® :

- La décomposition de la séquence Query en segments de longueur k, se chevauchant
et la recherche pour chacun d'eux de tous les « mots de longueur k » possibles ayant un score
d'homologie supérieur a un seuil T donné. BLAST constitue ainsi un dictionnaire de tous
les mots de longueur k donnant une homologie locale minimum. (Exemple la séquence Query
« GAGCAT » contient 3 mots de longueur k avec k = 4 nucléotides: « GAGCAT »,
« GAGCAT » et « GAGCAT ». Cette partie de la recherche dans BLAST va permettre de
découper la séquence Query en mots de longueur k puis de repérer dans les séquences
Subject toutes les séquences contenant ces 3 sous-séquences).
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- Le balayage de la banque avec le dictionnaire ainsi constitué. Chaque fois que BLAST
identifie une coincidence avec une séquence Subject dans la banque, il tente d'étendre
I'hnomologie en amont et en aval du mot de longueur k initialement trouvé (Exemple la
séquence Query précédente « GAGCAT » contient le mot k de 4 nucléotides « GAGCAT »,
s’il est trouvé dans une séquence Subject BLAST va voir si la séquence est précédée d'un G
et si elle est suivie d’un T).

- Aprés extension de I'homologie, BLAST évalue a partir du score obtenu la probabilité
qgue celle-ci soit due au hasard ou plus exactement son espérance mathématique, la E-value.

Pour des comparaisons de séquences nucléotidiques, il convient d'utiliser la version
BLASTN (Query = Nucléotides et Subject = Nucléotides) et dans ce cas trois programmes de
sélection entre Query et Subject sont utilisables. « Megablast » est destiné a comparer une
Query a des séquences étroitement liées et fonctionne mieux si le pourcentage d'identité cible
est de 95 % ou plus, cette méthode est trés rapide. « Discontiguous megablast » utilise une
graine initiale qui ignore certaines bases (ce qui permet les mésappariements) et est destiné
aux comparaisons entre especes. « BlastN » est lent, mais permet d’utiliser des mots de taille
k allant jusqu'a sept bases. Nous utilisons dans ce travail BLASTN en combinaison avec la
méthode « Megablast » qui permet de rechercher des séquences d’ADN trés proches. Nous
utilisons aussi la Database rRNA/ITS en précisant « Internal transcribed spacer region (ITS)
from fungi type and reference material » dans 'onglet de recherche illustré en figure 14. Pour
notre objectif, il est intéressant d’interroger les bases de données des séquences ITS des
champignons et rechercher les séquences similaires. Les autres parameétres sont laissés par
défaut.

Une fois la recherche effectuée, BLAST ftrie les résultats selon celui qui a le score le
plus élevé puis tous les autres résultats avec un score décroissant. Plus ce score maximal est
élevé, plus la E-value est faible. Le site permet d’avoir la Query cover correspondant a la taille
du segment de la Query utilisé pour rechercher la similarité entre celui-ci et la séquence du
Subject, si le segment de la Query est plus court que celui de la séquence Subject alors il peut
avoir une concordance — appelée pourcentage d’identité - de 100% entre la Query et plusieurs
Subject différents. Pour ces raisons et I'acceptation d’'une corrélation imparfaite entre deux
séquences, l'outil BLAST est considéré comme non optimal, mais il est utile car permet une
recherche rapide dans l'une des plus grandes banques de donnée mondiale.
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Figure 14 : Paramétres d'alignement a renseigner dans BLAST®

Dans notre étude, nous prenons comme identification du champignon celui qui a le
score max le plus élevé. Si plusieurs espéces fongiques ont le score max le plus élevé, une
recherche complémentaire est réalisée afin de ne pas prendre comme deux espéces
différentes deux nominations de taxonomies différentes. Si les especes avec le score max ne
sont pas identiques, nous prenons celle qui a la plus importante représentativité dans 'onglet
« taxonomy » de BLAST. L’identité du champignon jusqu’a I'espéce n’est retenue comme
bonne que si le pourcentage d’identité est supérieur a un seuil arbitrairement placé ici. Dans
la littérature, un seuil est actuellement manquant pour l'identification au rang d’espéces des
champignons®. Selon les études, le minimum d’identité accepté est différent, certaines*®
retiennent un pourcentage d’identité = 99 %, d’autres®®*” admettent une limite = 97 % et un
taux de recouvrement minimum de 80 %. Notre étude a pour but de mettre la technique en
place en routine dans le service et de trouver I'identité d’'un champignon d’intérét médical non
obtenue par les méthodes usuelles, nous avons donc retenu un minimum de 97 % d’identité
et 80 % de recouvrement pour valider le Subject avec le score max.

111.2.9.3. Identification dans une banque de données a partir de la base MycoBank

L'outi MycoBank est un programme de recherche disponible sur
https://www.mycobank.org, onglet Molecular ID. Ce programme s’est donné pour mission de
documenter les nouveautés de la nomenclature mycologique ainsi que les descriptions et
illustrations associées®®°,

Pour une séquence donnée, nous avons interrogé toutes les bases de données
disponibles sur la plateforme. Puis le tri des résultats selon la similarité se fait de fagon
sensiblement identique au tri de BLAST®®. Pour comparer les 2 bases de données, nous avons
choisi les mémes critéres de sélection d’identification, soit le score le plus élevé parmi ceux
obtenus et, comme pour BLAST, le seuil minimum de 97% d’identité avec un taux de
recouvrement minimum acceptable de 80% a été fixé pour valider I'identification.
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Pour I'étude des séquences sur MycoBank, nous avons utilisé cet outil sous la forme
décrite en figure 15.

Pairwise alignment

Reference database(s)
Select Name Location Status #Match(s) found

https:/its.mycologylab.org

https://its.mycologylab.org

FunCBS

hitps://wi knaw.nl
Mycokey htps://wi knaw.nl
UNITE https://wiknaw.nl
Fusarium

http://www.mycobank.org

Morch

http://www.mycobank.org

PasteurYeasts https://fungibank pasteur.fr
https://fungibank pasteur.fr

Paste sequence 10 aliga

Séauence a insérer

[ 1have read the disclaimer and | agree with the conditions and limitations associated with the usage of the software

Figure 15 : Présentation de I'outil MycoBank
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IV. Résultats

IV.1. Résultats des extractions

Nous ne pouvons analyser les différentes extractions qu’aprés amplification et
révélation sur gel d’agarose.

Nous avons réalisé la premiere série avec 5 souches (les tubes de culture 1, 2, 3, 4 du
patient 200345134 et la souche qui a été identifiee en 2014 comme Acremonium tubakii par
séquencage SANGER). Les figures 16 et 17 représentent les images des migrations des
produits de PCR, respectivement pour les cibles ITS1 et ITS2 avec 35 cycles d’amplification.

Extraction : lyse

Taille des bandes (pdb) Extraction tirée de mécanique et kit QlAamp
I’étude STEFI

DNA Mini kit

200
4010
sl
B0(0
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U
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U
LU
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L0
5 D00
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L OO0

Figure 16 : Migration sur gel d’agarose 0,5% du fragment /TS7 (PCR, 35 cycles) (PM : marqueur de
poids moléculaire ; T- : témoin négatif ; 1 : souche 200345134 tube 1 ; 2 : souche 200345134 tube 2 ;
3 : souche 200345134 tube 3 ; 4 : souche 200345134 tube 4 ; 5 : Acremonium tubakii)

L’amplification du fragment /ITS7 avec 35 cycles ne montre aucun fragment, pour les 2
méthodes d’extraction utilisées en figure 16.

Pour l'amplification du géne ITS2 nous observons des fragments ayant une taille
comprise entre 400 et 600 paires de bases. L’extraction réalisée d’aprés I'étude STEFI a
fonctionné pour les 3 souches testées. En revanche, I'extraction avec le kit Qiagen® et une
lyse préalable FastPrep® extrait 'ADN fongique des 4 milieux de culture, celui de I'Acremonium
tubakii était déja extrait et conservé a -80°C. De plus, la quantité d’ADN extraite avec ce
second protocole est nettement supérieure pour une méme amplification. Nous extrairons
donc les autres souches uniquement avec le protocole de lyse préalable FastPrep® puis kit
Qiagen®.
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Taille des Extraction tirée de Extraction : lyse mécanique
bandes (pdb) I’étude STEFI et kit QlAamp DNA Mini kit

Figure 17 : Migration sur gel d’agarose 0,5% du fragment ITS2 (PCR, 35 cycles)
(PM : marqueur de poids moléculaire ; T- : témoin négatif ; 1 : souche 200345134 tube 1 ; 2 : souche
200345134 tube 2 ; 3 : souche 200345134 tube 3 ; 4 : souche 200345134 tube 4 ; 5 : Acremonium
tubakii)

IV.2. Résultats des amplifications par PCR et des migrations sur gel d’agarose

Pour pallier 'absence d’amplification du fragment /TS7, nous avons réalisé une PCR
avec 42 cycles d’amplification pour le tube 3 de la souche 200345134, la souche
d’Acremonium tubakii et une souche d’Aspergillus section fumigati. Cette amplification est
décrite en figure 18. Nous avons continué toutes les amplifications qui suivent avec '’ADN
extrait par la méthode de lyse mécanique FastPrep® et protocole QlAamp® DNA Mini kit.

Taille des bandes (pdb) Extraction : lyse mécanique et kit
QlAamp DNA Mini kit

Figure 18 : Migration sur gel d’agarose 0,5% du fragment /TS7 (PCR, 42 cycles)
(PM : marqueur de poids moléculaire ; T- : témoin négatif ; 3 : souche 200345134 tube 3 ; 5:
Acremonium tubakii ; Af : souche d’Aspergillus section fumigati)

Nous observons que 42 cycles d’amplification permettent de visualiser une faible
bande vers 400 paires de bases pour les 3 souches testées. Une faible tache au niveau du
témoin négatif correspond au marqueur de migration. Constatant 'amplification réussie des
souches extraites avec 42 cycles, nous décidons de poursuivre avec ce nhombre de cycles par
la suite.
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Afin de conforter le fait que I'amplification a 42 cycles permet de visualiser 'ADN
amplifié des régions ITS 1 et ITS 2, nous décidons de la répéter sur d’autres souches en figure
19. Le protocole d’amplification fonctionne mais la visualisation des bandes n’est pas optimale
surtout pour les bandes faiblement amplifiées en région ITS1, nous décidons alors de modifier
le gel d’agarose en le densifiant d’avantage et le passer de 0.5% a 1 % figure 20. Une
amplification a été réalisée sur d’autres souches car les séquengages des ITS faiblement
visualisés en figure 19 ont permis leur identification.

Taille des

bandes (pdb) Amplification de ITS 1 Amplification de ITS 2
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Figure 19 : Migration sur gel d’agarose 0,5% des fragments ITS71 et ITS2 (PCR, 42 cycles ; Extraction
: lyse mécanique et kit QlAamp DNA Mini kit),(PM : marqueur de poids moléculaire ; T- : témoin
négatif ; 1 : souche 200359149 tube 1 ; 2 : souche 200359149 tube 2 ; 3 : souche 200359149 tube 3 ;
4 : souche 200368067 tube 1 ; 5 : souche 200368067 tube 2 ; 6 : souche 210035715 tube 1)

Taille des
bandes (pdb) Amplification de ITS 1 Amplification de ITS 2

Figure 20 : Migration sur gel d’agarose 1% des fragments ITS1 et ITS2 (PM : marqueur de poids moléculaire
; T-: témoin négatif ; 1 : souche 200332118 tube 1 ; 2 : souche 200332118 tube 2 ; 3 : souche 200332118
tube 3 ; 4 : souche 200337020 tube 1 ; 5 : souche 200337020 tube 2 ; 6 : souche 200337020-tube 3)

Bien qu’il ne s’agisse pas de la méme série d’amplification ni d’extraction, nous
constatons une meilleure visualisation des bandes, méme faiblement amplifiées, avec un gel
d’agarose a 1% par rapport a celui a 0.5%.

Comme les amplifications précédentes, I‘amplification de la région ITS 1 est plus faible
que celle de la région ITS 2. Cela peut venir de la qualité des amorces car le reste du protocole
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est sensiblement identique. De méme les températures d’hybridation de la Taq polymérase
sont spécifiques a une région et méme si la température de demi-hybridation semble plus
élevée entre ITS5, ITS2, ITS3 et 'ADN fongique qu’entre ITS4 et ’ADN fongique®, I'étude des
séquences obtenues par cette méthode est bonne.

Par la suite, nous continuons l'amplification a 42 cycles sans modification de
température d’hybridation et une migration sur gel a 1 % sans modification du temps de
migration ni du voltage.

Nous avons essayé le protocole spécifique a I'amplification de la B-tubuline et de la
Calmoduline, mais celui-ci a été un échec comme le montre la figure 21.
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Figure 21 : Migration sur gel d’agarose 1% des fragments B-tubuline et Calmoduline (PM :
marqueur de poids moléculaire ; T- : témoin négatif ; Af : Aspergillus section fumigati)

L’étude des séquences obtenues par amplification de la souche Aspergillus section fumigati
utilisée en Figure 18 a montré qu’une identification a I'espece était possible simplement avec
le séquencage de la région ITS1 et 2. Nous n‘avons donc pas poussé plus loin le
développement du séquencgage de la B-tubuline ni de la Calmoduline.

L’amplification de la région ITS globale, aprés I'avoir vu faire a Henri MONDOR, a
permis de visualiser des bandes plus ou moins bien amplifiées mais ayant toutes permis une
identification a I'espéce via le séquencage de la région globale.

IV.3. Résultats du séquencage SANGER

Le séquengcage SANGER a permis d’obtenir des séquences pour 38 souches parmi
les 40 testées sur 19 patients prélevés (résultats en annexe 4 et 5). A cela s’ajoute le
séquencgage de la souche d’Acremonium du Dr DEGAT et celle d’Aspergillus fumigatus testée
au laboratoire. Le 19°™ patient n’ayant pas eu une amplification de séquence permettant de
réaliser une analyse et une identification a I'espéce était celui ayant donné I'échantillon identifié
200389912. Ce prélevement provient de phanére retrouvant Rhodotorula mucilaginosa, C.
parapsilosis, C. albidus et T. rubrum en méthodes usuelles. Ce prélévement n’a pas pu étre
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convenablement amplifié par la technique de séquengage, probablement di au fait de la
grande quantité d’espéces dans le méme prélévement.

IV.3.1. Résultats du séquencgage ciblant les régions ITS7 et ITS2

Le séquencage des régions ITS1 et ITS2 a permis d’obtenir des résultats soit sur
Mycobank, soit sur BLAST dans tous les cas ou la séquence a été obtenue. Ces séquences
ont permis une identification a I'espéce avec = 97% d’identité et = 80 % de recouvrement, soit
dans l'une, soit dans les deux banques de données.

Comme résumé dans le tableau 11, parmi les 40 échantillons testés, toutes les
méthodes et les régions amplifiées n’ont pas donnée un résultat similaire.

Tableau 11 : Tableau des résultats des séquencgages par méthode SANGER

MYCOBANK BLAST
Numéro N°
prélévement | tube ITS1 ITS2 ITS1 ITS2 ITS globale
Hormographie o
1 Abs Amp lla verticillata Abs Amp Abs 97% -
200345 =
134 2 Abs Amp H. verticillata Abs Amp Abs 97% -
3 H. verticillata H. verticillata Abs 97% Abs 97% -
4 Abs Amp H. verticillata Abs Amp Abs 97% -
200359 1 T. tonsurans T. tonsurans T. tonsurans T. tonsurans T. tonsurans
149 2 T. tonsurans T. tonsurans T. tonsurans T. tonsurans -
3 T. tonsurans T. tonsurans T. tonsurans T. tonsurans -
1 A. aureolus A. aureolus A ERTEOTS A. udagawae -
A. udagawae
200368 A. aureolus et
067 2 Abs Amp A. udagawae Abs Amp A. udagawae -
3* Chromatogramme ininterprétable -
L Neoscytalidium
210035 1 Abs Amp Neqs cytglldlu Abs Amp novaehollandia -
715 m dimidiatum o
200353 1 Aureobasidiu | Aureobasidiu | Aureobasidium AL (e
var. -
575 m pullulans m pullulans pullulans
melanogeum
Arthrographis
200379 1 Kalrae A. kalrae A. kalrae A. kalrae -
843 2 A. kalrae A. kalrae A. kalrae A. kalrae -
3 A. kalrae A. kalrae A. kalrae A. kalrae -
201892 Stereum Stereum Aleurodiscus
858 1 hirsutum hirsutum Abs 97% Abs 97% thailandicus
210018 1 Actinomucor Actinomucor Recouvrement Mucor Mucor
012 elegans elegans < 80% laxorrhizus laxorrhizus
Paecilomyces o
1 formosus P. formosus Abs 97% P. formosus -
201013532 2 P. formosus P. formosus Abs 97% P. formosus -
3 . C hromgto. P. formosus . C hromgto. P. formosus -
ininterprétable ininterprétable
200330 1* Chromato. Geotrichum Chromato. Geotrichum )
016 ininterprétable candidum ininterprétable candidum
1 | P asez’gzgzce P. variotii P. variotii Abs 97% P. variotii
20002%37 2 P. variotii P. variotii P. variotii Abs 97% -
3 P. variotii P. variotii P. variotii Abs 97% -
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i o MYCOBANK BLAST
Numéro N
prélévement | tube ITSA ITS2 ITS1 ITS2 ITS globale
1 | Penicillium —\ Penicilium | e iiium freii | Penicilium freii | P. hordei
freii freii
2 Alternaria. A. alternata Alternaria. A. Penicillium
200356 alternata ’ alstroemeriae alstroemeriae | aurantiogriseum
993 3 Chromato. A. alternata Chromato. A. )
ininterprétable ’ ininterprétable alstroemeriae
A. A.
4 A. alternata A. alternata . , -
alstroemeriae alstroemeriae
1 Abs Amp Paeqlqmy ces Abs Amp P. lilacinus -
200364 lilacinus
654 2 P. lilacinus P. lilacinus P. lilacinus P. lilacinus -
. Recouvremen Recouvrement
3 t < 80% A. aureolus < 80% A. aureolus A. aureolus
Chaetomium ,
210012 1 Abs Amp subaffine Abs Amp C. subaffine -
252 Chaetomium , Chaetomium ,
2 globosum C. subaffine subglobosum C. subaffine -
200389
912 1 Abs Amp -
200376 Blastobotrys B. B. B.
862 1 raffinosiferme | raffinosiferme | raffinosiferment | raffinosiferment -
ntans ntans ans ans
Ceelglune C. Cephalotrichum C. cviindri
200362 1 _m microsporum cylindricum - cylindnieum -
635 microsporum ’
2 o o C. cylindricum C. cylindricum -
microsporum | microsporum ’ )

210066 1 ) ) ) ) Gibellulopsis
990 simanii
211983 1 - - - - G. simanii

825 2 - - - - G. simanii

(Abs Amp = Absence d’amplification permettant la mise en évidence d’'une séquence, Abs 97% =
Absence de résultat ayant obtenu une similarité = 97%, Recouvrement < 80% = Absence de résultat
ayant un recouvrement = 80%, *étude faite sur une biopsie, - = non testé, Genre espece = identique,
Genre espece = pas identique mais pas de modification de prise en charge car champignon de
I'environnement)

L’identification fongique a partir de I'amplification de /TS1 a été testée 37 fois. Pour 24
de ces 37 tentatives, nous avions une identification a I'espéce, dans 8 cas, la PCR initiale n’'a
pas abouti a une amplification visible a la migration et dans 5 cas il n’a pas été possible d’avoir
une identification a I'espéce malgré une amplification du géne. Parmi les 5 cas n’ayant pas
permis une identification a I'espéce, dans 4 cas il s’agissait d’'une séquence ininterprétable
avec un chromatogramme présentant trop de bruit de fond. Le dernier cas, celui de
I'échantillon 200364654 tube 3, une biopsie de sinus, le géne a été amplifié convenablement
permettant une séquence de celui-ci qui n’a pas posé de probléme de lecture, mais
l'identification dans Mycobank ou BLAST n’a pas permis de trouver une séquence Subject
avec = 80 % de recouvrement.

Parmi les 24 identifications a I'espéce avec ITS1, 24 ont été faites avec Mycobank et
19 avec BLAST. Dans 5 cas des espéces différentes ont été retrouvées selon que ce soit
BLAST ou Mycobank qui ait été utilisé. Pour ces 5 cas, les techniques retrouvaient a chaque
fois des champignons de méme genre. Ces champignons étaient des champignons de
I'environnement dans chaque cas et les prélevements ont été faits dans un nez, sur un ongle
d’hallux et une aspiration bronchique.
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L’identification fongique a partir de 'amplification de ITS2 a été testée 37 fois : dans 35
cas nous avions une identification a 'espéce, dans 1 cas la PCR initiale n’a pas abouti a une
amplification visible a la migration et dans 1 cas le chromatogramme était ininterprétable et
présentait trop de bruit de fond.

Parmi les 35 identifications a I'espéce avec ITS2, 35 ont été faites avec Mycobank et
27 avec BLAST. Dans 8 cas, des espéces différentes ont été retrouvées selon que ce soit
BLAST ou Mycobank qui ait été utilisé. Parmi ces 8 cas, les techniques retrouvaient dans 7
cas des champignons de méme genre. Le 8°™ cas retrouvait Actinomucor elegans ou Mucor
laxorrhizus pour I'échantillon 210018012, tube 1. Dans ces 2 cas, la prise en charge du patient
n'a pas changé et le prélevement source correspondait a des selles sans notion
d'immunodépression ni de symptdmes évoquant une mucormycose digestive.

IV.3.2. Résultats du séquengage de la région ITS globale

L’identification fongique a partir de 'amplification totale de la région /TS (cf tableau 11)
a été testée 10 fois. Parmi ces 10 tentatives, toutes ont permis une identification a I'espéce.
Dans 7 cas, ont été trouvées des espéces identiques a celles identifiées par le séquengage
de ITS1 et/ou ITS2. Dans les 3 autres cas il y avait :

- dans I'échantillon 201892858 tube 1, un champignon de I'environnement présent
dans un nez (comme celui identifié avec ITST1 et ITS2),

- dans I'échantillon 200356993 tube 1, un Penicillium différent de celui retrouvé par les
autres séquencgages sur ce méme prélévement,

- dans le tube 200356993 tube 2, une contamination a Penicillium dans un prélévement
pour lequel nous savions déja qu’il y avait un Penicillium sp. alors que les autres séquences
correspondent a un Alternaria.

Dans aucun cas le compte rendu de laboratoire et la prise en charge médicale
n'‘auraient été modifiés sachant qu’a chaque fois il s’agissait d’'un champignon de
'environnement.

IV.4. Application des résultats sur les identifications rendues par le laboratoire

Pour les 19 patients testés, 18 ont bénéficié d'une identification fongique par
séquencage. Pour 4, le résultat retrouvé en séquengage est le méme que celui retrouvé en
identification usuelle, 3 fois par Spectrométrie de masse et une fois par microscopie. Pour 2
cas le résultat a permis de préciser 'espéce alors que l'identification initiale était limitée au
genre, lequel était correct. Pour 3 cas, le résultat en séquencage ne retrouve pas le
champignon identifié par méthode usuelle mais en trouve un autre, a chaque fois il s’agit d’'un
champignon de I'environnement dans un prélévement en contact avec le milieu extérieur.

Parmi les 10 cas restant, par 9 fois le séquencage a permis d’identifier un champignon
non identifié par les méthodes initiales et la 10°™ fois le séquengage n’a pas pu identifier un
champignon sur le prélévement.

Nous pouvons donc constater que dans ce travail, le séquencage a permis :

- de préciser 11 especes (9 champignons non identifiés (47 %) et 2 pour lesquels il N’y
avait que le genre (9 %), soit 58 %

- de confirmer 4 identifications, soit 21 %
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- de modifier l'identification de 3 champignons, soit 16 %
- Il n’a pas permis l'identification dans 1 cas, soit 5 %

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus selon gene amplifié

Numéro N® ITS1 ITS 2 ITS globale  'dentification
prélevement tube a l’espéce
1 Non Testé
2 Non Testé
20034513 5 T NonTests
4 ~ NonTesté
1
200359149 2 Non Testé
3 Non Testé
~ NonTest¢
200368067 Non Testé
Non Testé
210035715 1 Non Testé
200353575 1 Non Testé
1 Non Testé
200379843 2 Non Testé
3 Non Testé
201892858 1
210018012 1
1
200332118 2
3
1
200337020 2 Non Testé
3 . NonTest¢
1
200356993 2
3 Non Testé
4 Non Testé
1 Abs Amp Non Testé
200364654 2 . NonTestt
3  Rec<8%
200330016 1 Non Testé
1 Non Testé
210012252 2 Non Testé
200389912 1 Non Testé
200376862 1 Non Testé |
1 Non Test¢ =~
200302635, . NonTests
210066990 1 Non Testé Non Testé |
1 Non Testé Non Testé
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TOTAL 40

-24
identifications
- 3 non testés
- 8 Abs
Amplification
-5non
identifiés

-35
identifications
- 3 non testés
-1 Abs
Amplification

- 1 non identifié

-10

: e L. - 38
identifications . .
X identifications
- 30 non testés
-2 non
-0 Abs identifiés
Amplification

- 0 non identifié

(Abs Amp = Absence d’amplification permettant la mise en évidence d’'une séquence, Rec < 80% =

Absence de résultat ayant un recouvrement = 80%,
identification a I'espéce,

= le séquencgage du gene a permis un

= la région n’a pas été amplifiée, il 'y a pas eu de séquencgage,
= 'amplification a fonctionnée mais il n’a pas été permis de mettre en évidence une

identification a I'espéce)

Etienne HERAULT | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2021

Licence CC BY-NC-ND 3.0

70



(CFENI = Champignon Filamenteux Non Identifié, CNI = Champignon Non Identifié, ** absence
d’identification malgré recherche microscopique et MALDI-ToF, en gras = champignon séquencé)

Numéro
préléeveme
nt
200345134

200359149

200368067

210035715

200353575
200379843

201892858

210018012

200332118
200337020

200356993

200364654

200330016
210012252

200389912

200376862

200362635

210066990
211983825

Tableau 13: Tableau des résultats finaux pour chaque prélévement

Identification sans
séquengage
Acremonium spp.
Trichophyton tonsurans

CFNI**

Neoscytalidium spp.

Aureobasidium
pullulans

CNI**

CFNI**

Rhizomucor variabilis

Paeciliomyces spp. -
Paeciliomyces variotii -

Alternaria alternata -
Penicillium sp.

CFNI**

CNI**

CFENI** - Penicillium sp.
T.rubrum - C.parapsilosis
- C.albidus - Rhodotorula

mucilaginosa

Aspergillus fumigatus —

CFNI**
Scedosporium
apiospermum - A.

fumigatus — Penicillium sp.

CNI**
CFNI**

Identification par
séquengage
Hormographiella verticillata
Trichophyton tonsurans
A. aureolus
A. udagawae

Neoscytalidium dimidiatum

Neoscytalidium
novaehollandiae

Aureobasidium pullulans

Arthrographis kalrae
Stereum hirsutum
Aleurodiscus thailandicus
Actinomucor elegans
Mucor laxorrhizus
Paecilomyces formosus
Paeciliomyces variotii

Alternaria.
Alternata + Penicillium
A. freii
alstroemeriae

A. aureolus + Paecilomyces

lilacinus
Geotrichum candidum

Chaetomium subaffine

Banque de
Données

Mycobank
Mycobank, BLAST
Mycobank
BLAST
Mycobank

BLAST

Mycobank, BLAST

Mycobank, BLAST
Mycobank
BLAST
Mycobank
BLAST
Mycobank, BLAST
Mycobank, BLAST

Mycobank
BLAST

Mycobank, BLAST

Mycobank, BLAST
Mycobank, BLAST

Absence d’amplification

Blastobotrys
raffinosifermentans

Cephalotrichum microsporum

Cephalotrichum cylindricum

Gibellulopsis simanii
Gibellulopsis simanii
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V. Discussion

V.1. Matrices d’échantillons a séquencer

Parmi les échantillons testés peu présentent un réel intérét médical dans le diagnostic
d'une infection fongique, et ce d’autant plus si les champignons retrouvés sont des
contaminants de I'environnement. Trouver une spore de champignon des bois dans un
prélévement, puis des filaments mycéliens dans une culture d’un prélévement nasal ne
changera pas grand-chose a la prise en charge du patient qui a généralement eu un
prélévement a titre systématique. Pour des prélévements « a l'air libre » ou en contact avec
des zones propres a retrouver physiologiquement du champignon nous n’avons pas indiqué
de recommandation dans le service a réaliser un séquengage dans le but d’identifier le
champignon. Néanmoins dans le cas ou le patient a un état clinique compatible a une infection
fongique, un prélévement réalisé dans des conditions d’asepsie stricte et une culture pure,
dans ce cas il peut convenir de réaliser un séquengage afin d’identifier précisément I'espéece
du champignon.

L’exemple s’est produit lors de mon dernier stage en Parasitologie-Mycologie a Henri
MONDOR ou un patient immunodéprimé et d’origine africaine présentait une collection sous
cutanée volumineuse de 5 centimétres. L'examen direct retrouvait des filaments mycéliens et
la culture était fastidieuse. Le séquengage permit d’identifier un Medicopsis romeroi et de
mettre en place un traitement. Le séquencage était indiqué dans ce cas-la, d’absence
d'urgence immédiate, de clinique ou de terrain particulier et d’absence de diagnostic
mycologique en culture. Il a permis l'identification a I'espece du champignon présent dans le
liquide ponctionné. Dans cet exemple, la culture était longue et il fallut du temps pour avoir
une identification par MALDI-ToF (base MSI) qui n’a fait que confirmer le Medicopsis romeroi.

Ceci pour dire méme si nous avons ici mis en place des indications précises pour
l'identification par séquengage de champignons d’identification difficile, il reste nécessaire
d’entretenir un dialogue clinico-biologique et ce dans le meilleur intérét du patient. Les
prélevements utilisées pour ce travail de thése n’étaient néanmoins pas idéaux, certains
étaient parfois polycolonisées par du champignon. L’analyse a montré que le séquengage
fonctionnait mais pouvait ne pas apporter de bénéfice au laboratoire, ni au clinicien, ni au
patient s’il est réalisé dans un prélévement dans lequel il est admis une colonisation fongique.

V.2. Choix des méthodes utilisées

Pour les étapes précédant I'extraction, nous continuerons a faire les examens
directs et les cultures comme nous les faisions avant ce travail.

V.2.1. Choix de la méthode d’extraction pour les cellules fongiques

Comme vu dans les figures 16 et 17, nous constatons que I'extraction réalisée a partir
de I'étude STEFI est moins rentable que celle réalisée avec le kit Qiagen® DNA QlAamp Mini
kit aprés une lyse mécanique FastPrep®. Nous conservons cette méthode d’extraction pour
les colonies en culture. Ces méthodes et ce matériel étant déja utilisés par le service, il n'est
pas dérangeant de l'utiliser en plus pour les extractions en mycologie dans le but du
séquencage. De plus les techniciens sont déja formés a ces méthodes et n‘ont pas de
nécessité d’habilitations supplémentaires.
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V.2.2. Choix du géne cible a séquencer

Le choix des génes a séquencer sera simple, les résultats montrent une identification
similaire entre I'identification par ITS2 ou par la région ITS globale. Nous prenons le choix de
faire le séquencage de la région ITS globale afin d’étre le plus large possible sur le nombre de
nucléotides séquenceés et de limiter les manipulations. En effet faire le séquencage de la région
ITS globale ne demande que la moitié de ce qui est nécessaire pour le séquengage des
régions ITS1 et ITS2 séparément.

V.2.3. Choix du protocole de séquengcage SANGER

Le protocole de séquencage restera le méme que celui utilisé dans ce travail, il est
testé et permet d’obtenir des résultats interprétables. De plus l'utilisation de BigDye Terminator
V1.1 est répandue a I'ensemble du service de séquengage du CBRS du CHU de Limoges.
Les commandes étant centralisées, la disponibilité des produits et la compatibilité du matériel
sont assurées. Il N’y a pas d’intérét a ne pas utiliser le méme protocole de séquencage que
celui de 'ensemble du Laboratoire.

V.2.4. Choix de la base de données utilisée pour explorer les banques de données

La banque de donnée BLAST est plus couramment utilisée dans le domaine de
I'identification de séquences nucléotidiques, elle contient 13 309 séquences d'ITS®'.
Mycobank, est trés riche en taxons fongiques (513 922 taxon fongiques dans la liste des taxa,
mise a jour le 8 juin 2021), mais posséde moins de séquences ITS que BLAST et en contient
plus de 4000%2. Nous avons considéré que nous utiliserons les 2 banques de données afin de
comparer et renforcer les résultats systématiquement lors d’une identification par séquengage.

En cas de divergence des résultats entre les 2 banques de données, nous nous
reposerons sur celui de Mycobank et ce pour plusieurs raisons :

- la premiére est que la banque de donnée Mycobank a permis d’identifier plus de
champignons dans notre étude que la banque BLAST.

- la seconde est que la banque de donnée Mycobank, utilisant la base de données du
bureau central de la biodiversité fongique (Centraalbureau voor Schimmelcultures : CBS) est
recommandée par rapport @ BLAST dans le cas de lidentification fongique'®. Dans cette
recommandation, il est dit notamment que Mycobank est plus spécialisée et fiable mais
potentiellement moins compléte que BLAST.

V.3. Apports du séquencage SANGER dans les cas étudiés dans cette thése

L’ajout de cette nouvelle technique dans le service nécessite une analyse de ce qu’elle
apporte réellement. Certes nous nous attendons a un impact sur le service rendu au clinicien
et par conséquent au patient par une identification plus précise ou une confirmation de
champignons rares, mais est-ce réellement le cas.

Il est difficile d’évaluer sur une échelle de temps courte I'apport d’une technique, en
rétrospectif et sur seulement 19 patients. Bien que fait de fagon rétrospective, il n’y a pas eu
d’apport du séquencage dans la prise en charge des patients pour lesquels les échantillons
ont été étudiés dans ce travail. Néanmoins et comme vu précédemment il n’est pas exclu
gu’elle a une nécessité particuliere dans I'étude de champignons a croissance lente, ou
d’identification difficile dans des prélévements plus « précieux ». L'interaction clinico-
biologique est et reste primordiale pour une meilleure prise en charge des patients.
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L’apport du séquencage pour le laboratoire a néanmoins permis de revoir, confirmer
ou identifier des champignons par rapport aux techniques d’identification usuelles (cf tableau
13). Cette confirmation ou précision d’espéce renforce I'expertise du biologiste dans son
identification. L’apport d’une identification lorsqu’elle n’était pas obtenue améliore le service
rendu en tant que service de Parasitologie-Mycologie au service demandeur.

V.3.1. Etude des cas discordants

Tableau 14 : Cas discordants entre l'identification sans et avec séquencage

Numéro Identification sans Identification par Banque de
prélévement séquengage séquengage Données
200345134 Acremonium spp. Hormographiella verticillata Mycobank
. L Actinomucor elegans Mycobank
210018012 Rhizomucor variabilis .
Mucor laxorrhizus BLAST
Scedosporium Cephalotrichum microsporum Mycobank
200362635 , 2piospermum - A
fumigatus — Penicillium Cephalotrichum cylindricum BLAST
sp.

Dans le cas du prélevement 200345434, isolé dans une aspiration bronchique,
l'identification initiale retrouvait un Acremonium spp. Hormographiella verticillata, retrouvé
uniquement par Mycobank sur le séquencage de la région ITS2 présente une homologie de
séquence égale a 100 % d’identité. En effet, les séquences sur une partie tout du moins,
correspondent beaucoup entre elles et permettent une bonne identification de
I’'Hormographiella verticillata. La partie correspondante entre les deux espéces est surement
celle qui a été séquencée par ITS2 seulement. S'il s’agit certainement d’erreur d’identification
du séquencage, mais elle ne serait pas passée avec le séquengage de la région ITS globale
car les autres parties de la séquence ne sont pas identiques. La correspondance entre les
deux espéces n’est au maximum que de 94.27 % pour la région ITS globale étudiée®. Ce
résultat correspond a la similarité maximale obtenue au sein du taxon Acremonium
(taxid:159075) en recherchant la séquence CNRMA10.949 d’Hormographiella verticillata
(isolée dans la base ISHAM-ITS et comportant la région globale ITS) dans BLAST. Nous
pouvons donc conclure que le séquengage de la région ITS globale, comme préconisé dans
ce travail, ne retrouverais pas I'espéce Hormographiella verticillata.

Dans le cas du prélévement 210018012, isolé dans des selles, l'identification initiale
retrouvait un Rhizomucor variabilis. Actinomucor elegans, retrouvé par Mycobank sur le
séquencage de la région ITS1 et ITS2 présente une homologie de séquence de 98.43 %
d’identité. Mucor laxorrhizus retrouvé par BLAST sur le séquencgage de la région ITS2 et ITS
globale présente une homologie de séquence de 97.81 % d’identité. Ces deux espéces sont
deux champignons de la famille des Mucoraceae. Selon les critéres d’identifications que
préconisons dans cette thése, nous appuyant sur les recommandations de cet ouvrage'®, nous
privilégions la base de données Mycobank. Dans le cas ou cette situation se reproduirait a
'avenir, nous pourrons croiser les résultats du séquencgage avec d’autres bases de données
comme Fungibank (banque de données du CNRMA, Pasteur) ou la base ISHAM
(Internationnal Society for Human and Animal Mycology, Mycologylab). A noter, par rapport a
Rhizomucor variabilis identifié sans séquengage, Mucor laxorrhius présente au maximum
93.21 % d’identité et Actinomucor elegans présente au maximum 91.91 % pour la région ITS
globale étudiée®.
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Dans le cas du prélevement 200362635, isolé dans une aspiration bronchique,
l'identification initiale retrouvait un Scedosporium apiospermum. Cephalotrichum microsporum
a été retrouvé par Mycobank sur le séquengage d’'ITS1 et ITS2 et Cephalotrichum cylindricum
a été retrouvé par BLAST sur le séquencage d’ITS1 et ITS2. Ces deux espéces font partie du
genre Cephalotrichum spp. regroupant des champignons non pathogénes de
I'environnement®*. Cephalotrichum microsporum a été retrouvé sur un sol agricole en
Allemagne et son identification en ITS est LN850967%*. Cephalotrichum cylindricum a été
retrouvé dans le sol en France métropolitaine (identification ITS : KY249251) de Turquie
(KY249252) et des Etats Unis d’Amérique (KY249253)%4, dans du bois de construction a
Bekker en Afrique du Sud (LN85096)% et dans des graines de sorgho aux Etats Unis
d’Amérique, Texas (LN850965)%. Les Scedosporium et Cephalotrichum font tous deux partie
de la méme famille, les Microascaceae. En comparant des profils type via Clustal Omega 2.1,
nous nous apercevons qu’il y a respectivement 74.57 % et 73.66 % d’identité de séquence
entre les régions ITS globales de C.microsporum et de C. cylindricum par rapport a
Scedosporium apiospermum. Leur identité maximale est respectivement de 82.81 % et 83.84
% par rapport a Scedoporium apiospermum et en utilisant I'euristique BLAST pour la région
ITS globale étudiée®.

V.4. Indication du séquencage SANGER dans I'identification de champignons

Parmi les cas ou le séquencgage a été utile, nous retiendrons qu’il permet de mettre un
nom sur les champignons non identifiés, mais cela est-il toujours utile ? Pour des prélevements
ayant plusieurs champignons, le séquencage ne permet pas toujours de bien trouver un
chromatogramme clair du fait qu’il y a plusieurs régions ITS amplifiées différentes et donc
plusieurs nucléotides possibles sur plusieurs positions des séquences. C’est ce que nous
avons retrouvé pour les prélévements n’ayant pas permis d’obtenir un chromatogramme lisible
en ITS71 ou en ITS2: sur les 5 échantillons 2 provenaient de biopsie de sinus, 1 d’aspiration
trachéale, 1 d’'un prélévement nasal et 1 de phanére. Pour chacun de ces prélévements, il
s’agit de zones plus ou moins en contact avec le milieu extérieur et donc pluri contaminées
par la respiration de spores. Pour illustrer ceci, pour les 2 biopsies il n’y avait pas eu de
champignon identifié par méthode classique mais pour les 3 autres prélévements il y avait au
minimum 2 champignons déja identifiés au rang de genre par les méthodes classiques.

Parmi les 14 autres prélévements de patient, seuls 4 avaient retrouvé de multiples
identifications par les méthodes usuelles et n’avaient pas posé soucis a obtenir un
chromatogramme clair ou lisible. Nous préconisons donc pour l'identification par séquencgage
d’avoir comme point de départ une culture pure.

Afin de réaliser cette technique de séquengage en routine, nous devons tout d’abord
préciser ses indications car elle est trop longue pour étre réalisée de fagon systématique a
chaque prélévement mycologique. Nous nous basons ici sur les indications utilisées par le
laboratoire Henri MONDOR pour réaliser ses propres séquengages et nous les adaptons a
notre patientéle afin d’apporter une prise en charge adaptée au CHU de Limoges.

En reprenant les indications pour lesquels le service de Parasitologie-Mycologie de
Henri MONDOR réalise un séquengage d’/TS pour obtenir une identification, nous comptons
3 a 5 identifications par mois avec cette technique. Le service dispose d’un spectromeétre de
masse et d’'une base de données spectrométrique apte a identifier beaucoup de champignons,
méme des champignons filamenteux. A mettre en opposition a cette technique différente, il
faut ajouter que le service cristolien a réalisé 44 951 demandes d’analyses en 2020%. Sur ces
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44 951 demandes, 13 633 étaient des demandes d’analyses mycologiques (hors biologie
moléculaire et PCR) ce qui fait qu’il y a statistiquement plus de champignons a identifier que
dans le service limougeaud qui compte 18 750 actes dont 6 450 demandes d’analyses
mycologiques (hors antigéne et PCR) sur I'année 20203.

Les indications de séquengage a but d’identification au laboratoire Henri
MONDOR sont les suivantes :

- Champignon filamenteux mis en évidence a I'examen direct mais pas en culture dans
un prélévement « précieux ».

- Champignon non identifié par les techniques usuelles, incluant le spectrométre de
masse a plusieurs reprises et plusieurs méthodes d’extraction protéique sur des prélévements
« précieux ».

- Confirmation d’identification de champignon rare identifié au spectrométre de masse
ou ne correspondant pas a la clinique attendue (ex : Histoplasma capsulatum, Talaromyces
marnefei ...).

=> L'identification par séquengage n’est globalement utilisée que pour les prélevements
précieux et jamais pour les dermatophytes. Les prélevements dits « précieux » sont
normalement stériles : bloc opératoire, LCS, Liquide de dérivation, liquide de redon, drain,
biopsie, sang, prélévement oculaire, liquide de transport ou de conservation d’'organe, banque
de tissus ... ou difficiles a obtenir : ablation totale d’'une zone nécrosée, prélévement post
mortem, ponction non chirurgicale...

Le service de Mycologie d’'Henri MONDOR réalise ses identifications par séquengage
environ une fois par mois et de fagon non rythmée formellement. Un biologiste ou un technicien
réalise I'extraction puis la premiére amplification puis un biologiste réalise le reste des
manipulations. Il le fait sur 3 a 6 prélévements a chaque fois selon les besoins et les urgences.

Au CHU de Limoges, le séquencage étant une méthode lente, elle sera réalisée en
dehors d’'un contexte d’urgence. Elle ne pourra étre réalisée en routine qu’'une a deux fois par
mois. Nous la gardons donc essentiellement pour les cas préconisés précédemment soit, pour
les prélévements précieux de fagon générale, pour lesquels il n'y a pas d’identification au
microscope ni au spectromeétre de masse ou pour confirmer la présence d’'un champignon
identifiee au MALDI-ToF mais soit rare soit peu probable.

Il va de soi que le dialogue n’est pas fermé avec le clinicien et qu’il est possible de
faire des exceptions en cas de nécessité, comme pour la collection sous cutanée décrite en
exemple.

V.5. Discussion de I’aspect financier du séquengcage SANGER dans l'identification de
champignon d’identification difficile

Nous évoquons ici de fagon triviale I'estimation du col(t d’'un seul séquengage. Pour
cela nous nous focaliserons sur les étapes les plus importantes et les plus facilement
estimables du I'ensemble de la technique. Nous tenterons d’évaluer aussi le temps qu’il faut
pour réaliser un seul séquencage dans des conditions de réussite. Il est évident que dans la
pratique courante nous ne réaliserons pas de séquengage en routine juste pour un seul
prélévement a la fois, mais que nous regrouperons plusieurs prélevements afin d’obtenir un
meilleur rendement, surtout en ce qui concerne le temps technicien ou biologiste nécessaire
a sa réalisation. Ce temps technicien supplémentaire n’est pas extensible. Pour pallier
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linsuffisance de temps de technicien et dans la lancée des travaux de cette thése, je pourrai
en tant que biologiste du service réaliser un séquencgage une fois par mois. Nous allons pour
la suite de cette question du prix ne pas prendre en compte le matériel a usage unique ni le
temps technique consacré au séquengage, mais juste des produits utilisés.

Le prix unitaire d’'un séquengage est estimé ici a 14.02 € la séquence (hors
consommables a usage unique, billes de FastPrep®, amorces, coup du passage sur le
séquenceur ... qui nécessiteraient une analyse financiére plus poussée) ... et ce dans 'optique
que tout fonctionne au premier essai.

Tableau 15 : Prix des kits consommables nécessaires a la réalisation d'un séquengage Sanger dans
le CBRS du CHU de Limoges (Sources : Mmes LARCHER Laure et GUERIN Emilie)

Nom Tests par Prix Toutes Taxes Prix unitaire. en €
kit Comprises (TTC), en € ’
Kit Fast start Roche 480 699.87 1.46
Kit QIAamp DNA 50 190.00 3.80
mini kit Qiagen
Kit purification PCR
ANALYTIK-JENA 50 93.91 1.88
innuprep
Kit Big Dye
terminator pour 5000 34 405.26 6.88
séquencage
TOTAL / / 14.02

V.6. Evoquer d’autres pistes dans l'identification des champignons

Indépendamment du fait que le séquengage est une technique performante et
réalisable en semi-routine au rythme d’une fois par mois environ, il n'empéche de réfléchir a
d’autres techniques permettant 'amélioration de la prise en charge ou de l'identification des
champignons d’identification difficile dans le service.

Au cours de mon dernier stage en Parasitologie-Mycologie a I'hopital d’Henri
MONDOR, jai assisté a une augmentation de l'utilisation du MALDI-ToF pour l'identification
des champignons filamenteux avec une base de données Bruker®. J'ai aussi assisté a la mise
en évidence de spectres protéiques grace a une base de données spécifique, la base MSI. Le
MALDI-ToF de microbiologie de Limoges est un Vitek MS® de Biomérieux® ce qui est trés bien
pour l'identification des bactéries et des levures, mais moins efficace pour les champignons
filamenteux. Néanmoins, s'il est possible de récupérer les spectres extraits dans le
spectrométre et d’'interroger une seconde base de données il est possible d’augmenter le
succes des identifications fongiques par spectrométrie dans le service de Limoges.

Afin d’améliorer les services globaux du laboratoire de Parasitologie-Mycologie et
d’améliorer le service rendu, en plus de la mise en place en semi-routine du séquencage, nous
insistons sur lintérét de questionner une base externe d’identification fongique par
spectrométrie de masse. Pour cela il est nécessaire de pouvoir récupérer les spectres des
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champignons analysés au spectrométre de masse et aussi d’avoir I'accord des créateurs de
la base biological-Mass-Spectrometry-ldentification (MSI).

Dans un avenir plus lointain il sera possible d'implanter au CBRS du CHU de Limoges
une technique de séquencage haut débit a visée mycologique permettant une analyse
métagénomique d’un prélevement, d’un échantillon afin d’amplifier sans distinction tout ’ADN
présent dans le prélévement en question et d’analyser chaque élément.
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VI. Conclusion et perspectives

En conclusion de ce travail, le séquencgage est une technique longue mais permet une
identification a I'espéce dans les cas de cultures pures. Le développement de la technique
nécessite la mise en place d’'un protocole et des indications permettant son utilisation. Ces
indications bien que strictes ne bloquent pas le dialogue clinico-biologique nécessaire a toute
prise en charge optimale du patient. Ce d’autant plus que l'identification fongique peut avoir
un apport majeur pour le clinicien dans le cadre de champignons rares ou d’identification
difficile et nécessitant une prise en charge adaptée. Le séquengage apporte un service rendu
au laboratoire en confirmant ou améliorant la qualité du résultat rendu et la confiance en celui-
ci.

Secondairement a ce travail de mise en place d’une technique, il existe d’autres
possibilités d'utiliser le séquengage dans le laboratoire de Parasitologie-Mycologie. La
possibilité d’analyser des génes de résistance ou réaliser des travaux communs a toute la
microbiologie comme la métagénomique est envisageable a moyen ou long terme.

En plus de l'analyse en Mycologie de routine, l'apport du séquencage des
champignons a l'unité de recherche attachée au service de Mycologie est possible. Elle
permettrait de développer la recherche en mycologie au CHU de Limoges, potentiellement lors
d’une thése de science réalisée dans le service.
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Annexe 1. Protocole d’extraction de I’ADN fongique de I’étude STEFI

Basé sur I'Etude STEFI — versant microbiologique

Dans un tube conique (type « Eppendorf ») a fermeture renforcée, placer :

e 650 pL d’eau qualité biologie moléculaire (eau pour préparation injectable = PPI)

e 200 pL de la suspension’ suivante (qsp 20 mL) :

O

O

O

O

O

Laurysulfate de sodium (SDS) Sigma [0,1% m/v] soit 20 mg (détergent)
Résine Chelex Sigma® C-7901 ou Biorad 1421253 (chélateur de molécules
polaires) [15% m/v] soit 3 g

Eau PPI:19,6 mL

Nonidet® P-40 Sigma [1% v/v], soit 200 mL (détergent)

Tween 80® Sigma [1% v/v], soit 200 mL (détergent)

¢ Ajouter quelques colonies pures (oese) [NDR : environ 2 pL]

e Agiter au vortex
o Chauffer a 100 °C pendant 30 min
o Centrifuger a 14 000 g pendant 10 min

o Diluer le surnageant au 1/3 en plagant dans un tube conique classique :

O

O

200 uL de surnageant
400 pL d’eau PPI

"Provost F., Laurent F., Uzcategui L.R., Boiron P. Molecular study of persistence of Nocardia asteroides
and Nocardia oftitidiscaviarum strains in patients with long-term nocardiosis. Journal of Clinical
Microbiology. 1997;(35):1157-1160.
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Annexe 2. Tableau des milieux ensemencés et des températures d’incubations selon la
nature de I’échantillon primaire

MYCOLOGIE

Chro-
magar
35°C

Sabouraud

Sabouraud

Sabouraud

poae

. g
chlor

col 25°C

. g
chlor

col 30°C

hl
chlor

ol 35°C

Sabouraud

Sabouraud

Sabouraud

Chloramphéni

ol
Actidione
35°C

Chlor héni

Chlor héni

ol
Actidione
25°C

ol
Actidione
30°C

Uro-génital :
urines, , muqueuses
génitales, méat...

4]

21j
Cas particulier :
recherche
Cryptocoque

21j

Cas particulier :
Recherche
Cryptocoque

Tube digestif :
gorge, bouche,
langue, selles,...

7]

7]

ORL, squames :
nez, oreille, plaies,
pustules, vésicules,
escarres, squames

4]

21j

21j

Sinus (truffe)

4]

21j

21j

Prélévements
profonds :
drain, bile, liquide
d’ascite, liquide
péritonéal, pus,
biopsies,...

7]

21j

si biopsie

21j

si biopsie

Prélévements
respiratoires :
expectoration,
aspiration brochique,
liliquide de lavage
broncho-
alvéolaire, ...

7]

21j

21j

21j

Liquide de
conservation
d’organes

7]

14

14

Prélévements
oculaires :
grattage cornéen,
lentille, liquide de
lentille

]

21 j scalpel

21j

Prélevements
oculaires
profonds : humeur
aqueuse, vitré

7]

21j

21j
en fonction
du volume

Systéme nerveux
central :
liquide céphalo-
rachidien, biopsie
cérébrale, ...

28j

28j

Peau, phanéres :
squames, ongles,
cheveux, ...

28 j

28 j

28 j

Squames
Malassezia

28

28

28 j + huile
d’olive

Recherche mycoses
exotiques
(histoplasmose...)

Gélose
au
sang
7j

6 sem

6 sem

Poussiéres...

21jen
nappe sur
grandes
boites
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Annexe 3. Protocole retenu pour séquencage dans le service de Parasitologie-
Mycologie du CHU de Limoges

- Annexe 3.1 Pré extraction :

Premierement apreés la croissance sur milieu Sabouraud-Chloramphénicol ou MALT-
Agar, il est nécessaire de transporter la culture pour en extraire '’ADN. 1.0 a 1.5 pyL de
culture sont transportés dans un milieu liquide pour éviter la contamination.
I. Création milieu liquide de transport basé sur I'étude STEFI (gsp 20 mL):

-> Laurysulfate de sodium (SDS) Sigma [0,1% m/v] soit 20 mg (détergent)

-> Résine Chelex Sigma C-7901 ou Biorad 1421253 (chélateur de molécules
polaires) [15% m/v] soit 3g

-> Eau PPI1:19,6 mL

-> Nonidet P-40 Sigma [1% v/v], soit 200 mL (détergent)

-> Tween 80 Sigma [1% v/v], soit 200 mL (détergent)
Les milieux sont conservés a température ambiante dans la salle de biologie moléculaire de
Parasito-Mycologie. Le mélange peut se faire a température ambiante sous un PSM pour
limiter la contamination. Conservation a température ambiante.
Il. Préparation d’'un échantillon a extraire :

-> Préparer un tube Eppendorf de 500 pL de suspension du milieu de transport basé
sur I'étude STEFI sous PSM utilisé pour les cultures de la pieéce de Mycologique.

-> Ajouter une colonie sphérique de 1 a 1.5 pL (soit 1 a 1.5 ym de diamétre), ou une
biopsie/piéce opératoire de 1.5 a 2 um de diamétre.

Tableau 16 : Conservation préparation + colonie fongique a extraire

Durée maximale entre
préparation et extraction
/ Ambiante Sans délai

Refrjgera_teur _salle_ blolog_le 5°C (+/- 2°C)
moléculaire Parasitologie-Mycologie
Congélateur salle biologie
moléculaire Parasitologie-Mycologie
Congélateur salle des congélateurs o o Pas de limite de temps
du CBRS .80°C ) 80°C (+1-7°C) | théoriquement i

Le séquencage débutera par I'extraction sur une colonie pure de champignon ou une biopsie
avec 2 protocoles d‘extraction différents

Emplacement Température

Dans la journée

-20°C (+/-5°C) | Dans les 6 mois

- Annexe 3.2.1 Extraction a partir d’une colonie :

Dans la salle d’extraction, les manipulations hors appareils spécifiques se font sous
PSM.

-> Vortexer les 500uL de préparation milieu de transport + colonie a extraire (si milieu
congelé, attendre sa décongélation a température ambiante)

-> Placer les 500 L dans tube de matrice de lyse D FastPrep® (MP Miomedicals™,
France)

-> Effectuer 1 cycle de broyage de 45 secondes a la vitesse 6,5 m/s dans le systéme
de rupture des cellules Bio 101 FastPrep FP120® (Thermo Scientific®, France)

-> Récupérer le lysat et poursuivre I'extraction en suivant le protocole QlAamp® DNA
Mini Kit.

- Annexe 3.2.2 Extraction a partir de piéce opératoire ou biopsie :
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Dans la salle d’extraction, les manipulations hors appareils spécifiques se font sous
PSM.

-> Vortexer les 500uL de préparation milieu de transport + biopsie/piéce opératoire a
extraire (si milieu congelé, attendre sa décongélation a température ambiante).

-> Ajouter tampon ATL + Protéinase K

-> Incuber a 56°C jusqu’a lyse compléte (30 minutes minimum)

-> Ajouter tampon ATL et patienter 1 minute

-> Vortexer 15 secondes

-> Incuber 70°C pendant 10 minutes

-> Ajouert éthanol, patienter 1 minute

-> Vortexer 15 seconde

-> Récupérer le lysat et poursuivre I'extraction en suivant le protocole QlIAamp® DNA
Mini kit.

- Annexe 3.3 Récupérer I'extraction du lysat en suivant le protocole QlAamp DNA
Mini kit (quel que soit nature prélévement)

Dans la salle d’extraction, les manipulations hors appareils spécifiques se font sous
PSM. Il n’y a pas de délai entre I'extraction et la récupération de 'ADN a partir du lysat.

-> Introduire le lysat dans une colonne de filtration et placer cette colonne dans un
tube receveur

-> Ajout de binding buffer et homogénéiser

-> Centrifuger 1 minute a 10 000 rpm

-> Jeter tube receveur et en placer un deuxiéme

-> Nettoyer par buffer AW1

-> Centrifuger 1 minute a 10 000 rpm

-> Jeter tube receveur et en placer un troisiéme

-> Nettoyer par buffer AW2

-> Centrifuger 1 minute a 10 000 rpm

-> Jeter tube receveur et en placer un Eppendorf receveur

-> Placer dans la colonne un tampon d’élution (modification de la charge de la
colonne, chargée négative alors et laissera passer 'ADN extrait vers le tube receveur).

-> Centrifuger 1 minute a 14 000 rpm

-> Jeter la colonne et garder 'Eppendorf receveur

Tableau 17 : Conservation extraction fongique avant amplification

Durée maximale entre
extraction et amplification

/ Ambiante Sans délai
Réfr'igéra.teurlsqlle propre b.iologie 5°C (+/- 2°C) Dans la journée

moléculaire dépbt des extractions
Congélateur salle biologie
moléculaire Parasitologie-Mycologie
Congélateur salle des congélateurs
du CBRS -80°C

Emplacement Température

-20°C (+/-5°C) | Dans les 6 mois

Pas de Ilimite de temps

-80°C (+/-7°C) théoriquement

- Annexe 3.4 Mix PCR :
Dans la salle propre de préparation des mix de PCR, les manipulations hors appareils
spécifiques se font sous PSM.
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Une fois le mix de PCR réalisé, I'ajout des ADN préalablement extraits se fait en salle propre
de biologie moléculaire spécifique au dépbt des extraits d’ADN.

Tableau 18 : Préparation des mix pour les PCR

Réactifs Concentration initiale Concentration finale | Volume/PCR(uL)
H20 gsp 15 - - 12,75
Tampon «PCR Reaction Buffery,
without MgCl 10X X 25
MgCl. Stock Solution 25 mM 2,5mM 25
Tampon « GC-RICH Solution » 5X 0,5X 25
dNTP 10 mM de chaque 0,2 mM de chaque 0,5
Cible ITS : amorces sens (ITS5-
M13F) 10 uM 0,4 uM 2
Cible ITS : anti-sens (ITS4-M13R) 10 uM 0,4 uM 2
Tag DNA Polymerase 5 U/uL 0,2 U/pL 0,25
ADN préalablement extrait - - 2L
Total 25 pL
- Annexe 3.5 Cycles PCR: H
L’amplification du mix + ADN extraits se fait dans la salle de PCR.
T Dénaturation initiale . Cycdedampliication .Elongationfinale . Fin de réaction
1 : 35cycles : :
] - . H
| HED! i [Fg
1 : | . 1
a1 | e\ T e
g |/ : = a i £\
& ] . " "
el | : : 1!
s | : = :
'- | . 4 : 2
| : : g
H : |
: 5 P
: : : ,
Minulas'
Temps
1 - Dénaturation; 2 - Hybridation; 3 - Elongation;

Figure 12 : Schéma du programme d’amplification par PCR pour la cibles ITS1
Tableau 19 : Conservation de 'ADN fongique amplifié

Durée maximale entre

Emplacement Température I’amplification et la
migration ou la purification
/ Ambiante Sans délai

Réfrigérateur salle propre biologie
moléculaire dédiée aux PCR

5°C (+/- 2°C)

Dans la journée

Congélateur salle biologie
moléculaire Parasitologie-Mycologie

-20°C (+/-5°C)

Dans les 6 mois

Congélateur salle des congélateurs
du CBRS -80°C

-80°C (+/- 7°C)

Pas de limite de temps
théoriquement
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- Annexe 3.6 Electrophorése sur gel d’agarose :
=>» Fabrication du gel d’agarose (salle de pesée et salle de migration) :

- UltraPureTM Agarose = 1g

- Diluer dans 100 mL de tampon TBE a 0.5 X

(Prendre TBE 10X et en verser 50 mL dans 1 L d’eau pure a laquelle on a
retiré 50 mL)

- Faire chauffer au micro-onde dans un erlenmeyer jusqu’a ébullition puis
homogénéisation du mélange chaud

- Ajouter 6 uL de Midori green pour 100 mL et mélanger avec 'embout de
pipette

- Verser le mélange dans moule a gel de migration (avec peigne)

- Attendre 20-30 min qu’il refroidisse

- Le démouler et le placer dans le frigidaire de la salle emballé dans du
cellophane (a utiliser dans les 48-72 sinon séche) ou alors utiliser directement

=>» Migration (salle de migration) :

- Déposer 5 pL de marqueur de poids moléculaire (a gauche idéalement)

- Déposer 1 pL de tampon de charge dans chaque autre puits

- Déposer témoins négatif (eau PPI) 3 uL dans le deuxiéme puis

- Déposer 3 pL de chaque produit de PCR dans les puits suivants (il reste 22
ML d’amplicons)

- Mettre dans cuve électrophorétique (attention 'ADN est chargé négativement
et migre donc vers la borne positive ...) :

-V =100 Volts
- A= laisser valeur de base
- T =30 min

=>» Révélation (salle de migration) :

- Voir sous l'appareil a UV et noter les migrations qui ont réussi. En cas de
migration affective, noter celle révélant une amplification nette et franche de celles qui sont
ténues et faibles.

Une fois révélée, replacer ’ADN amplifié (qui a été révélé donc) dans 'emplacement
dédié décrit dans le tableau 3 de I'annexe

- Annexe 3.7 Purification de PCR :
La purification de PCR se déroule dans la salle propre post PCR, elle se base sur
I'utilisation du Kit commercialisé par analytikjena® : innuPREP® PCRpure Kit
-> Dans colonne, mettre 500 pL de Bindding Buffer, la colonne est dans le Receiver
tube>
-> Transférer de la totalité de 'ADN amplifié dans la colonne
-> Centrifuger programme 1 (2’ et 12 000 RPM)
-> Vider le Receiver tube et répéter le programme 1 pendant 30”
-> Jeter tout le Receiver tube et mettre la colonne dans le Tube d’élution
-> Ajouter le tampon d’élution en fonction de I'efficacité de la PCR
-> belle bande a la migration -> grosse dilution, soit 80 uL de tampon d’élution
-> faible bande a la migration -> faible dilution, soit 35 uL de tampon d’élution
(NB : Nous avons testé avec 30 L, les tests ont marché avec toutes les purifications testées
mais a ne faire que si c’est vraiment faible sinon risque de ne pas amplifier proprement).
-> Attendre 1’
-> Centrifuger programme 2 (1’ et 8 000 RPM)
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-> Nommer le Tube d’élution et jeter la colonne (on garde le tube d’élution)

Tableau 20 : Conservation de ’'ADN fongique amplifié et purifié

Durée maximale entre Ila

Emplacement Température purification et I'amplification
de séquence
/ Ambiante Sans délai

Réfrigérateur salle propre biologie
moléculaire post PCR

Congélateur salle biologie o o .
moléculaire post PCR -20°C (+/-5°C) | Dans les 6 mois

Congélateur salle des congélateurs | . 70 Pas de limite de temps
du CBRS -80°C 80°C (+/-7°C) théoriquement

5°C (+/- 2°C) Dans la journée

- Annexe 3.8 Mix PCR séquence :

Dans la salle propre de préparation des mix de PCR, les manipulations hors
appareilles spécifiques se font sous PSM. L’ajout des ADN amplifiés et purifiés se fait dans
la salle post-PCR sous PSM.

Tableau 21 : Préparation des milieux réactionnels pour les PCR de séquences

avec ADN purifié pour les PCR de séquences

: . Volume/PCR (uL
Reactfs | Concentaton | Concentration | SR
concentré
H20 - - 11
Tampon “BigDye” 5X 0,5X 2
BigDye Terminator v3.1 ) ) 4
Ready reaction mix

Amorce sens M13F 3,4 uM 0,17 uM 1
ou Am(l)\;lc;e?’;ntlsens 3,4 UM 0,17 uM 1
ADN amplifié et purifié - - 2

Une seule amorce M13R ou M13F. F pour Follow (sens) et R pour Revers (anti-sens).

Une fois le mix réalisé, il convient de le placer dans la machine d’amplification ou de le
placer dans le frigidaire pour le faire le lendemain. Si 'amplification n’est pas réalisée tout de
suite il conviendra de réhomogénéiser les puits par vortex puis centrifugation courte avant de
le placer dans la machine d’amplification.

- Annexe 3.9 Cycle PCR de séquence :
Se fait dans la salle Post-PCR.
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Tableau 22 : Conservation de 'ADN fongique aprés amplification de séquence

Durée maximale entre
Emplacement Température I’'amplification de séquence et
la purification de séquence
/ Ambiante Sans délai

Réfrigérateur salle propre biologie
moléculaire post PCR

Congélateur salle biologie o o .
moléculaire post PCR -20°C (+/-5°C) | Dans les 6 mois

Congélateur salle des congélateurs o o Pas de |limite de temps
du CBRS -80°C -80°C (+/-7°C) théoriquement

5°C (+/- 2°C) Dans la journée

- Annexe 3.10 Préparation plaque de séquence :
Dans salle Post-PCR.

-> Récupérer la plaque noire dans un tiroir de la salle

‘Ca Dénaturation initiale . Cycle d'amplffication . Fin de réaction
. 25 cycles .
f H :
i o) :
I : \ -
> | - | \ / 4min }‘
2 | : 50°C|/ A
2 | — 3 -|
g | : 1
) | . ‘)
[ . .
I : 2 '
: .
: : |
: \
P
: ; R
Minutes
Temps
1 - Dénaturation;  2— Hybridation; 3 — Elongation;

Figure 23 : Schéma du programme d’amplification par PCR pour la PCR de séquence
-> Remplir les trous de Céphadex (dans méme tiroir que plaque noire)

-> Poser plaque de séquence a I'envers par-dessus (A, contre A): plaque
multiscreen filter plate

-> Retourner puis tapoter pour faire tomber Céphadex dans les puits de plaque
-> Ajouter 300 uL d’eau PPI dans chaque puits de plaque
-> Faire reposer 30’ minimum au frigidaire

-> Faire ensuite tourner programme sur centrifugeuse de plaque (3’, 900 RPM et 20
OC)
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Possibilité de garder la plaque nommée au réfrigérateur de la salle post-PCR

- Annexe 3.11 Purification post PCR de séquence :
Dans la salle Post-PCR.

-> Déposer 20 pL dans chaque puit (tout le produit de PCR de séquence) dans le
méme ordre que sur feuille de demande de séquencage

-> Ne pas abimer le Céphadex avec I'embout de la pipette (filtre moins bien)

-> Combler avec de I'eau les puits n’ayant pas d’ADN

-> Faire montage des plaques

-> Faire programme centrifugeuse de plaque (3’, 900 RPM et 20°C) aprés avoir bien
équilibré les plaques pour éviter les vibrations

-> Récupérer la plaque de séquence et la boucher avec le « damier gris » dans le
tiroir

Descendre plaque et feuille en salle de séquence avec le fichier texte et une feuille
de demande.
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Annexe 4. Serment d’Hippocrate

En présence des maitres de cette école, de mes condisciples, je promets et je jure d’étre fidéle
aux lois de 'honneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je dispenserai mes soins sans distinction de race, de religion, d’idéologie ou de situation
sociale.

Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira les
secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les meeurs ni a favoriser
les crimes.

Je serai reconnaissant envers mes maitres, et solidaire moralement de mes confréres.
Conscient de mes responsabilités envers les patients, je continuerai a perfectionner mon
savoir.

Si je remplis ce serment sans I'enfreindre, qu’il me soit donné de jouir de I'estime des hommes
et de mes condisciples, si je le viole et que je me parjure, puissé-je avoir un sort contraire.
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MISE EN PLACE DU SEQUENCAGE EN ROUTINE DANS LE SERVICE DE MYCOLOGIE
DU CHU DE LIMOGES POUR LE DIAGNOSTIC DE CHAMPIGNONS D’IDENTIFICATION
DIFFICILE

Les champignons représentent un taxon trés important et beaucoup peuvent étre
responsables de pathologie humaine. Dans la cadre des infections fongiques, une prise en
charge spécifique a l'espéce est nécessaire pour traiter au mieux le patient. La juste
identification du champignon est alors primordiale. Au sein du service de Parasitologie-
Mycologie du Centre Hospitalo Universitaire de Limoges, il existe déja des techniques
morphologiques et spectrométriques qui permettent Iidentification des champignons, mais
elles peuvent étre complétées par une approche d’identification moléculaire plus précise, plus
sensible et pouvant renforcer le diagnostic d’identification difficile. Ce travail de thése a permis
d’évaluer I'apport du séquencage Sanger de la région ITS (Internal Transcribed Spicer) en
routine pour ces champignons d’identification difficile. Il a permis de trouver les avantages de
la technique et d’en estimer la faisabilité.

Mots-clés : Champignon, Identification, Séquencage, Sanger, ITS, Internal Transcribed
SpicerChampignon,

IMPLEMENTATION OF ROUTINE SEQUENCING IN THE MYCOLOGY DEPARTMENT OF
THE CHU DE LIMOGES FOR THE DIAGNOSIS OF FUNGI OF DIFFICULT IDENTIFICATION

Fungi represent a very important taxon and many can be responsible of human pathology. In
case of fungi infection, species-specific management is necessary for a better treatment. The
correct identification of the fungi is then essential. Within the Parasitology-Mycology service of
the University Hospital Center of Limoges, the already available techniques for identification
rely on morphological and spectrometric techniques. A more precise and sensitive molecular
identification approach that can reinforce the diagnosis of difficult identification now exists in
some laboratories. This thesis work allowed to evaluate the contribution of Sanger sequencing
of the ITS (Internal Transcribed Spicer) region in routine for these fungi of difficult identification.
It permitted finding the benefits of the technique and estimating its feasibility.

Keywords : Fungy, Identification, Sequencing, Sanger, ITS, Internal Transcribed Spicer






