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Introduction

La mycologie médicale est une discipline en plein essor, révolutionnée par de
nombreuses avancées dans le domaine de la biologie moléculaire.

La technique de rep-PCR semi-automatisée DiversiLab® a permis un gain de
temps et de reproductibilité considérable pour le génotypage de souches
bactériennes. Nous nous proposons d’évaluer son intérét pour étudier des isolats
d’espéces du complexe P. boydii /| S. apiospermum, retrouvés dans les voies
respiratoires de patients atteints de mucoviscidose.

En effet, ces espéces sont au deuxieme rang des champignons filamenteux
associés a la mucoviscidose et il est nécessaire d’étudier leur épidémiologie afin de

mieux comprendre leur mode de colonisation et leur pathogéniciteé.



PREMIERE PARTIE :

Champignons filamenteux et
mucoviscidose :

Rappels bibliographiques



1 Rappels de mycologie
1.1 Bases fondamentales

Pour comprendre la taxonomie et la nomenclature des espéces fongiques, il est
important de savoir que la majorité des champignons sont capables de se
reproduire de fagon sexuée ou asexuée. Il en découle qu’'une seule et méme
espéce peut présenter plusieurs aspects morphologiques différents (macro ou
microscopiques) : le téléomorphe correspond a la forme sexuée et 'anamorphe
correspond a la forme asexuée (il existe parfois plusieurs anamorphes différents
pour un méme téléomorphe).

Pour un grand nombre d'especes, les formes sexuées sont trés rarement
retrouvées dans la nature ou en culture. De plus, il est difficile de relier les deux
formes l'une a l'autre par la simple observation morphologique, a moins de les

observer simultanément sur une culture pure.

Historiquement, les formes d’'une méme espéce ont donc souvent regcu des
noms différents. Par exemple, a 'anamorphe Aspergillus fumigatus, correspond le
téléomorphe Neosartorya fumigati.

Il en découlait donc une double classification taxonomique des champignons :
d’un coté les champignons dits « parfaits », dont seul le téléomorphe était connu ou
relié a 'anamorphe (Zygomycetes, Ascomycetes et Basidiomycetes), d’'un autre
c6té les champignons dits « imparfaits », dont seul 'anamorphe était connu ou non
relié au téléomorphe (Deuteromycetes).

Une majorité des espéces d’intérét médical faisait partie des Deuteromycetes (cf.

fig. 1 issue de Guarro et al., 1999 ).



KINGDOM - FUNGI

PHYLUM

ZYGOMYCOTA BASIDIOMYCOTA

Ik

DEUTEROMYCETES
(MITOSPORIC FUNGI)

Figure 1 : Principaux phyla fungiques et leurs caractéristiques morphologiques
(extrait de Guarro et al., 1999 ")

1.2 Développements « récents »

Ces derniéres années, de nombreuses études utilisant des techniques de
biologie moléculaire ont permis de grandes avancées, par le séquencage du
génome de trés nombreux champignons.

La comparaison de séquences a permis de rapprocher de nombreux
anamorphes et téléomorphes entre eux pour n’en plus faire qu'une méme entité
bouleversant de ce fait la classification 2.

L’étude des espéces a une échelle moléculaire a favorisé une approche
phylogénétique de Ila taxonomie fungique permettant de développer une

classification plus juste. (cf. fig. 2 issue de Blackwell et al. 2006 °)
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Figure 2 : Classification phylogénique des champignons (selon Blackwell et al., 2006. °)
Encadrés en rouge, ordres d’intérét clinique, associés a des genres en faisant partie.

De plus, il a aussi été démontré que de nombreuses « especes

morphologiques » étaient en réalité composées de plusieurs « espéces



phylogénétiques » '. Cette différence morphologie / phylogénie a donc donné
naissance a la notion de « complexe d’espéce » comportant différentes espéces
avec une morphologie et des caractéres phénotypiques identiques ou extrémement
proches.

Par exemple le complexe d’espéce Aspergillus fumigatus comprend au moins 35
espéces dont: A. fumigatus sensu stricto, A. lentulus, A. fumigatiaffinis, A.

viridinutans, Neosartorya pseudofischeri, N. udagawae...

2 Le complexe d’espéce Pseudallescheria boydii | Scedosporium

apiospermum

2.1 Taxonomie et nomenclature

Pseudallescheria est un genre faisant partie des Ascomycetes, de l'ordre des
Microascales et de |a famille des Microascaceae .
Jusqu’a récemment, S. apiospermum était considéré comme I'anamorphe de P.

boydii. Les travaux de Gilgado et al. *°

ont permis de mettre en évidence plusieurs
especes au sein de ce complexe et de différencier S. apiospermum de P. boydii. |l
est maintenant admis que ce complexe d'espéce comprend : P. apiosperma, P.
boydii, S. aurantiacum, P. minutispora et S. dehoogii. La distinction des sous-
groupes P. ellipsoidea, P. fusoidea et P. angusta au sein de I'espece P. boydii fait

toujours I'objet de débat ",

2.2 Identification du complexe

Figure 3 : Colonie de Pseudallescheria boydi
Milieu Sabouraud, aprés 10 j de pousse ; A : recto ; B : verso



Sur milieu de Sabouraud, les espéces du complexe P. boydii | S. apiospermum
donnent des colonies cotonneuses / laineuses de couleur blanchatre a grise allant
parfois jusqu’au noir en vieillissant, le verso est brunatre (cf. fig. 3).

Pour permettre un isolement plus facile de ces especes dans des isolats
cliniques, notamment respiratoires, il est préférable d’utiliser des milieux sélectifs de
Scedosporium spp, comme le milieu SceSel+ contenant du benomyl qui inhibe le

9-11

développement des champignons filamenteux a pousse plus rapide (ex. :

Aspergillus spp).

La forme sexuée ne se voit que trés rarement en laboratoire clinique et
seulement sur milieu pauvre aprés incubation prolongée.

Il existe 2 formes asexuées (cf. fig. 4)

Figure 4 : Aspect des anamorphes de Pseudallescheria

apiosperma.
a : Scedosporium apiospermum ; b : Graphium
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La forme Scedosporium présente des conidies ovoides ou claviformes naissant
directement sur le cété des filaments végétatifs (alleuroconidies) ou a I'extrémité de
conidiophores fins dressés a angle droit sur le flament ou branchés entre eux. (cf.

fig. 5).

Figure 5 : Scedosporium apiospermum.
culture sur lame, coloration au bleu de lactophénol ; A : alleuroconidies (grossi. x 400) ; B : conidiophore solitaire
(grossi. x 1000)

La forme Graphium est caractérisée par des annellides regroupées donnant

naissance a des conidies hyalines légérement plus fines (cf. fig. 6).

e

|
B

Figure 6 : anamorphe Graphium
culture sur lame, coloration au bleu de lactophénol
(grossi. x400)

Dans un laboratoire de microbiologie non spécialisé, I'identification au rang
d’espéce de ces champignons est excessivement difficle sur des critéres
uniguement morphologiques, c’est pourquoi il a été mis au point de nombreuses

techniques pour la faciliter.

11



Initialement, la différenciation des espéces de ce complexe a été faite par
Gilgado et al. (2005) * par séquencage partiel de plusieurs loci : 2 régions du géne
de la B-tubuline, une région du géne de la calmoduline et la région ITS de 'ARN
ribosomal (BT2, TUB, CAL et ITS respectivement). Cette technique étant longue et
fastidieuse d’autres méthodes de biologie moléculaire ont été mises au point, pour
la plupart basées sur I'étude du géne de la B-tubuline ou de la région ITS. Certaines
se font a partir des champignons en culture : PCR temps réel (qPCR), loop
mediated isothermal amplification (LAMP), PCR based reverse line blot

'2 (PCR-RLB), restriction fragment lenght polymorphism ® (RFLP) ou

hybridisation
rolling circle amplification * (RCA). D’autres ont pour but de détecter et d’identifier
ces pathogénes directement depuis le prélévement clinique par PCR Multiplex " ou
PCR-RLB ' par exemple.

D’autres techniques ne faisant pas appel a la biologie moléculaire sont a I'étude,

comme ['utilisation de la spectrophotométrie de masse e,
2.3 Epidémiologie

Les espéces du complexe P. boydii | S. apiospermum sont le plus souvent
retrouvées en milieux tempérés. Il est maintenant établi qu’il existe une corrélation
étroite entre l'activité humaine et la fréquence a laquelle sont retrouvées les
espéces du complexe dans I'environnement ''. Kaltseis et al. (2009) "/, dans une
étude réalisé en Autriche et aux Pays-Bas, ont estimé que S. apiospermum était
'espéce la plus présente suivi de S. dehoogii et S. aurantiacum. Les résultats de
Harun et al. (2010) "', dans une étude réalisée en Australie, place S. aurantiacum,
comme l'espéce la plus représentée. Ces résultats laissent penser que la répartition
environnementale des especes du complexe est trées dépendante de la géographie.
Cette hypothése semble confirmée par des études a propos de la colonisation

bronchique de patients atteints de mucoviscidose ' '°.

Jusqu’a récemment, 'ensemble des manifestations cliniques provoquées par les
espéces du complexe P. boydii | S. apiospermum étaient attribuées a Scedosporium
apiospermum qui était sensé étre 'anamorphe de Pseudallescheria boydii. C’est
pourquoi il nest possible de parler de I'épidémiologie clinique que du complexe

dans son ensemble et non de chaque espéce prise a part. Pour plus de facilite,
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dans les paragraphes qui suivent, nous désignerons l'ensemble du complexe
d’espéce par la seule espéce S. apiospermum.

Les pathologies provoquées par les champignons de ce complexe sont trés
variées, on peut les séparer en 3 groupes : les infections localisées faisant suite a
un traumatisme, les colonisations de cavités, symptomatiques ou asymptomatiques,
et les infections systémiques % (cf. fig. 7).

Scedosporium apiospermum est un agent classique responsable de mycétomes
a grains blancs, I'inoculation faisant suite a des plaies superficielles 2'. Le méme
mode d’inoculation peut-étre responsable d'arthrites, d’ostéomyélites ou

21 dans ces cas l'infection

d’endophtalmies chez des sujets immunocompétents
peut rester asymptomatique ou paucisymptomatique pendant plusieurs années. De
la méme fagon, il a été observé des infections cutanées avec lymphadénites sans
mycétome chez des sujets immunodéprimés 2'.

La propension de Scedosporium apiospermum a coloniser des cavités peut étre
responsable de sinusites mais aussi d’otites externes plus ou moins invasives selon
le statut immunologique des patients 22 S. apiospermum est aussi a l'origine de
balles fungiques sinusales mais le plus souvent pulmonaires chez des patients
ayant une pathologie sous-jacente 23 (sarcoidose, tuberculose...). Il a été décrit de

24 Nous

véritables bronchopneumopathies allergiques a S. apiospermum
aborderons plus tard la place des espéces du complexe dans la mucoviscidose.
Chez des patients le plus souvent fragilisés par une pathologie sous-jacente, on
peut constater un passage systémique de S. apiospermum menant a des infections
invasives. Il a été observé de véritables pneumonies invasives a S. apiospermum %
ou « mycétomes pulmonaires », favorisées par une corticothérapie et sur des
terrains généralement débilités ?°. Des endocardites a S. apiospermum peuvent
parfois se déclarer a distance de chirurgies cardiaques. Les infections invasives
profondes et touchant plusieurs organes ne s’observent quasiment exclusivement
que chez des patients immunodéprimés (transplantation d’organe solide ou de
cellules souches hématopoietiques, leucémie aigiie, cancer solide...) ?°. S.

apiospermum posséde un tropisme vasculaire important %°

, il engendre donc
régulierement des complications au niveau du systéme nerveux central a type de
méningites ou d’abcés cérébraux, aussi bien chez limmunocompétent que
limmunodéprimé " Un mode de contamination particulier a S. apiospermum, suivi

d’infection disséminée et de complication neurologique se voit chez des patients
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rescapés de noyade et ayant inhalé de grande quantité d’eau polluée, appelé en

anglais le « near-drowning syndrome » %,

Colonisation de cavité : *
- otite externe

- sinusite

" balle fungique *

"~ bronchopneumopathie allergique *

- colonisation bronchique ¥ (mucoviscidose)

Infection systémique : »

- pneumonie

- endocardite (post chirurgie)

- infection disséminée *

- infection du Systéme Nerveux Central
- « near-drowning » syndrome

Inoculation directe : %
- mycétome

- arthrite

- ostéomyélite

- endophtalmie
- lymphadénite *

*: terrain pulmonaire débilité
*: immunodépression

Figure 7 : Pathologies provoquées par les espéces du complexe P. boydiil S. apiospermum
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2.4 Virulence

Les espéces du complexe sont de virulences différentes ; il a été prouvé sur des
modeles murins que S. aurantiacum était 'espece la plus virulente suivie de S.
dehoogii % 3°.

Les taux de mortalité observés lors d’infections par des espéces du complexe P.
boydii | S. apiospermum sont la preuve de la virulence de ces champignons et / ou
de la fragilité des patients atteints. Les taux de mortalité constatés sont de 26,8% et
57,2% en cas d’atteinte pulmonaire invasive ou non respectivement 2°, 74% lors
d’atteintes du systéme nerveux central que ce soit chez des patients
immunodéprimés ou non 27, 70% lors du « near-drowing » syndrome 2 et 58% chez

des patients transplantés *'.
2.5 Sensibilité aux antifungiques

L’ensemble des sensibilités in vitro aux antifungiques des espéces du complexe
P. boydii | S. apiospermum est résumé dans le tableau 1, basé sur les études de
Gilgado et al., 2006 * et de Lackner et al., 2012 *.

Les différences de résultats observées vis-a-vis de la micafungine, seule
echinocandine testée dans I'étude de Gilgado et al., sont dues au fait que ces
derniers utilisent la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) au lieu de la
Concentration Minimale Efficace (CME) pour juger de l'efficacité de cette molécule,
contrairement a Lackner et al.. C’est bien la CME qui doit étre utilisée pour définir la
sensibilité d’'un isolat aux echinocandines comme conseillé dans les derniéres
recommandations de I'EUCAST 3% (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing) et du CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute).

S. aurantiacum est I'espéce du complexe la plus résistante aux antifungiques

avec une sensibilité la plus basse pour le voriconazole.
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Tableau 1 : Synthése de la sensibilité in vitro aux antifungiques des espéces du complexe P.
boydii | S. apiospermum.
espéce
n =

AMB CAS* MICA ANI* VRZ PSzZ ITZ ISz RvZ' FLZ'

S. apio.

154* | 26*

P. boy.
60* / 30*

S. aur.
22% | 7*

S. deho.
22% | 5%

P. minu.
6* / 4*

AMB : amphotericine B, CAS : caspofungine, MICA : micafungine, ANI : anidulafungine, VRZ : voriconazole, PSZ :
posaconazole, ITZ : itraconazole, ISZ : isavuconazole, RVZ : ravuconazole, FLZ : fluconazole.
S : CMI/CMEmoy < 1 pg/ml, I: 1 pg/ml < CMI/CME oy < 3 pg/ml, R : CMI/CMEmoy 2 3 pg/ml

bimod : répartition bimodale des sensibilités, <= : résistances croisées.
* : selon Lackner et al., 2012 *, * selon Gilgado et al., 2006 ¥, pas de marque : commun aux 2 études.

Aux vues de ces données, le voriconazole semble étre le traitement probabiliste
de choix devant toute infection par une espéce du complexe P. boydii | S.
apiospermum, suivi de la micafungine et du posaconazole. Cependant, I'existence
de souches résistantes et la répartition bimodale de certaines espéces vis-a-vis de
ces molécules doit entrainer [lidentification précise et la réalisation d'un
antifungigramme pour toute souche isolée.

L’association d’'un azolé avec une echinocandine semblerait étre synergique %,

et serait donc une autre piste a évaluer.
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2.6 Typage

Le typage des isolats du complexe P. boydii | S. apiospermum est d’'une
importance cruciale pour en comprendre I'épidémiologie, étudier les liens entre
souches environnementales et cliniques, ou savoir si certaines souches sont plus
pathogénes que d’autres ou spécifiques d’'un organe, c’est pour cela qu’il a été
développé de nombreuses techniques >°.

Dans certaines méthodes, la différenciation de chaque type est définie sur des
bases moléculaires, ce sont des techniques dites de génotypage comme la random
amplification of polymorphic DNA 3" *® (RAPD), les techniques de restriction
fragment length polymorphism (RFLP) des génes ITS *° ou IGS *°, le séquencage :
multi loci *' (MLST) ou du géne ITS ** * D’autres études utilisent des techniques
basées sur des caracteres physiologiques pour réaliser leur typage comme la multi
locus enzyme electrophoresis ** (MLEE) ou le systéme Taxa Profile **.

La majorité de ces études, bien que réalisées sur un nombre d’isolats restreints,
s’accordent a dire qu’il existe une extréme variabilité génétique au sein des espéces
du complexe P. boydii | S. apiospermum " et quiil n’y a pas de lien entre le type de
chaque isolat et son origine géographique, I'organe qu’il atteint, ou la sévérité de la
maladie qu'il provoque *" 3% 4 bien que certains types auraient été responsables

d’épidémies intrahospitalieres de faible ampleur *%.
3 La mucoviscidose
3.1 Généralités

Avec une incidence de 1/4600 naissance, la mucoviscidose est la maladie
génétique autosomique récessive la plus fréquente en France *Elle résulte d’une
mutation du géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator)
sur le chromosome 7 codant un canal chlore, entrainant un dysfonctionnement des
glandes exocrines.

La mutation la plus fréquemment en cause est la mutation AF508 qui correspond
a une délétion de 3 nucléotides au niveau du 508°™ codon et & la délétion d’une
phénylalanine a l'origine du dysfonctionnement du canal chlore. Cette mutation est

responsable d’environ deux tiers des mucoviscidoses de par le monde et en France
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(66% et 66,7% respectivement) *°. Cependant, il existe de trés nombreuses autres
mutations au niveau du gene CFTR, a I'heure actuelle presque 1000 alléles
différents auraient été identifiés. Les taux de chaque mutation varient grandement
selon l'origine ethnique de la population étudiée et bien que AF508 reste
prépondérante dans les populations européennes caucasiennes (1/2000 a 1/3000
naissances) on observe un gradient Nord-Ouest / Sud —Est de son taux en Europe.
Il a été prouvé que d’autres mutations étaient liées a des origines ethniques trés
spécifiques : G542X serait liée aux anciens phéniciens, N1303K est associé aux

populations méditerranéennes et G551D aux anciennes tribus celtiques *°.

Le défaut du canal chlore codé par CFTR entraine un dysfonctionnement de
'ensemble des glandes exocrines, a l'origine de manifestations cliniques diverses *°
(cf. tab. 2).

Tableau 2 : Principales manifestations cliniques de la
mucoviscidose

Pathologie sinusales et pulmonaires chroniques :

Colonisation / infections chroniques (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus fumigatus...)

Toux chronique

Anomalies de la radio pulmonaire (bronchiectasies,
atélectasies, fibrose, infiltrat...)

Obstruction des voies aériennes distales

Polypes nasaux, anomalies des sinus

Anomalies gastro-intestinales et nutritionnelles

lleus méconial, obstruction intestinale distale
Insuffisance pancréatique exocrine

Insuffisance pancréatique endocrine menant au diabéte
Cirrhose biliaire focale ou multilobaire

Retard staturo-pondéral

Perte excessive de sel

Infertilité masculine et fertilité féminine diminuée

L’ensemble de ces pathologies est a l'origine d’'une importante surmortalité chez
les patients atteints de mucoviscidose. En France, I'espérance de vie d’'un enfant
atteint de mucoviscidose, né entre 2001 et 2003, est d’'un peu moins de 39 ans *
(38,7 ans).
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3.2 Infection / Colonisation

Au cours de la mucoviscidose, I'importante surmorbidité et surmortalité observée
est en grande partie attribuée aux infections chroniques et récurrentes de l'arbre
pulmonaire “°.

L’épaississement des sécrétions muqueuses bronchiques et leur production en
moins grande quantité entrainerait un défaut de la clairance mucociliaire et donc
faciliterait 'adhésion des bactéries aéroportées et des spores fungiques, ainsi que
leur prolifération sous forme de biofilm. Ces colonisations chroniques sont a l'origine
de réactions immunitaires locales et humorales et cette inflammation est un facteur
aggravant a part entiére des symptdmes respiratoires des patients.

L’écologie microbienne des voies respiratoires et son évolution en fonction de

I'age des patients suivent un schéma relativement similaire chez tous les malades.

Durant I'enfance, ce sont les infections a Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae et Streptococcus pneumoniae qui sont les plus fréquentes avec un taux

4 Les souches de S.aureus

de colonisation a S. aureus avoisinant les 70%
résistantes a la meticilline (SARM) sont souvent transmissibles d’'un patient a un
autre et ces souches épidémiques sont généralement les plus virulentes 4 dou

'importance des mesures d’hygiéne intra et extra hospitaliéres.

La colonisation puis I'infection chronique par Pseudomonas aeruginosa marque
un tournant de la maladie pulmonaire. Le passage de la colonisation a l'infection
correspond au changement de phénotype des souches de P. aeruginosa de I'état
non-mucoide a I'état mucoide “°. Sous cette derniére forme, le germe s’organise en
biofilm et devient ainsi trés résistant aux antibiotiques. Les traitements actuels
n’arrivent pas a éliminer le pathogéne une fois la colonisation confirmée. Comme
pour S. aureus, il existe des souches épidémiques de P. aeruginosa et certaines
sont responsables d’'une majoration des signes cliniques comparé aux souches non-

épidémiques *'.

Avec I'amélioration du contrble des espéces citées ci-dessus, lincidence

d'autres bactéries ne cesse daugmenter, tel Burkholderia cepacia,
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Stenotrophomonas  maltophilia, Achromobacter xylosoxidans et certaines

mycobactéries atypiques *.
3.3 Pathologie fungique au cours de la mucoviscidose

La colonisation fungique des voies aériennes des patients atteints de
mucoviscidose survient plus tardivement dans l'histoire de la maladie, en général
vers l'adolescence. |l est supposé que les dommages infligés a ['épithélium
bronchopulmonaire par les colonisations / infections bactériennes sont nécessaires

a la bonne adhésion des spores fungiques °.

L’espéce la plus retrouvée est A. fumigatus ; sa prévalence dans les sécrétions
bronchiques de patients atteints de mucoviscidose varie selon les études de 16 a
56,7 % “°. Initialement la colonisation s’effectue par de nombreux génotypes
différents et ensuite seulement, un génotype unique prédomine et perdure 9
L’aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA) est la manifestation clinique la
plus fréquente de la colonisation a A. fumigatus. Les critéres diagnostics proposés
par le groupe de travail de ''SHAM (International Society of Human and Animal

Mycology) sur ’ABPA compliquant I'asthme °° sont exposés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Nouveaux critéres diagnostics proposés pour I'"ABPA

Pathologies prédisposantes
Asthme, mucoviscidose

Criteres obligatoires (les 2 doivent étre présents)
- Réponse positive a un test cutané par Aspergillus ou taux élevé
d’IgE anti Aspergillus fumigatus
- Taux élevé d’IgE totales (>1000 Ul/mL) *

Autres critéres (au moins deux sur trois)
- Présence de précipitine ou d’lIgG anti A. fumigatus dans le sérum
- Opacités pulmonaires radiologique concordantes avec une ABPA
- Taux de polynucléaires éosinophiles > 0,5.10%/L chez des patients
sans corticoides

* Si le patient réunit tous les autres critéres, un taux d’Ilgg < 1000 Ul/mL peut étre
acceptable

A. fumigatus peut étre responsable d’autres complications au cours de la
mucoviscidose : asthme, bronchites, aspergillomes et infections pulmonaires

invasives post-transplantation.
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Parmi les autres espéces d'Aspergillus retrouvées au cours de la mucoviscidose,
la plupart ne sont pas responsables de colonisation au long cours, seul A. terreus
semble pouvoir provoquer des symptébmes et pathologies similaires a A.

fumigatus *°.

D’autres champignons filamenteux sont retrouvés dans les sécrétions
bronchiques de patients atteints de mucoviscidose : Scedosporium prolificans,
Exophiala dermatitidis, Acrophialophora fusispora et les espéces du complexe
Rasamsonia argillacea par exemple. Leurs répartitions varient grandement selon les
études, cela peut-étre d0 a de grandes diversités géographiques mais aussi au
manque de standardisation des techniques utilisées pour les rechercher (milieux de
culture, temps d’incubation, température d’incubation...) *°.

4 Les espéces du complexe P. boydii | S. apiospermum au cours de la

mucoviscidose

Les espéces du complexe P. boydii | S. apiospermum sont au deuxiéme rang
des champignons filamenteux colonisant les voies aériennes supérieures des

patients atteints de mucoviscidose, aprés Aspergillus fumigatus. L'incidence chez

ces patients varie d’environ 8% >4
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jusqu’a 15 a 17% avec I'utilisation de milieux
sélectifs 7 ; ceci démontre I'importance de leur utilisation pour inhiber la pousse
plus rapide de champignons filamenteux tel A. fumigatus.

Cimon et al. %

ont montré que la premiére colonisation par les espéces de ce
complexe avait souvent lieu a l'adolescence (14,5 ans), en général aprés la
premiere colonisation par A. fumigatus (12,9 ans).

L’ensemble des espéces du complexe (sauf S. dehoogii qui est trés peu isolé en
clinique) sont capables de coloniser les voies aériennes supérieures des patients

1947 ot la colonisation se fait le plus souvent par une

atteints de mucoviscidose
souche majoritaire et persistante °.

Selon les études, la fréquence de chaque espéce n’est pas la méme. En Europe
(France, Allemagne), les deux espéces colonisatrices prépondérantes semblent étre
S. apiospermum et P. boydii respectivement (41) suivies de S. aurantiacum et P.
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minutispora ', mais dans d’autres études c'est P. boydii qui est retrouvé en
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premier '°. En Australie, cependant, c’est S. aurantiacum qui est I'espéce la plus
fréquemment responsable de colonisations bronchiques ¥ ceci semblant
correspondre a la répartition environnementale des espéces ',

Ces épidémiologies difféerentes sont en faveur d’importantes variabilités
géographiques dans la répartition des espéces du complexe P. boydii | S.
apiospermum ceci ayant potentiellement de forte conséquences sur I'écologie

clinique de ces champignons.

Le réle pathogéne de ces champignons dans la mucoviscidose reste toujours
imprécis, cependant, il est avéré qu’ils peuvent provoquer une réponse immune de
'néte et étre a lorigine de véritables pathologies bronchopulmonaires
allergiques %> .,

De plus, a cause de leur haute résistance aux antifungiques, ils peuvent étre a
I'origine d’infections invasives chez des patients bénéficiant de greffes pulmonaires
2531 amenant certains auteurs a contre-indiquer la greffe en cas de présence de
champignons de ce complexe 20 Cependant certaines de ces infections post-greffe

ont pu étre traitées par voriconazole nécessitant parfois un traitement a vie *2.
5 But de I’étude

Notre étude a pour but d’évaluer la technique de PCR de séquences répétées de
'ADN (rep-PCR) semi-automatisée DiversiLab®, appliquée au génotypage d’isolats
du complexe P. boydii / S. apiospermum en comparant 2 kits d’'amorces différents,
afin de déterminer lequel est le plus approprié.

Nous allons comparer nos résultats avec ceux obtenus par Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) pour les mémes isolats lors d’'une
précédente étude *® (Defontaine et al. 2002). La RAPD étant une technique de
génotypage assez peu reproductible d’un laboratoire a un autre " % 3 nous
évaluerons si la rep-PCR DiversiLab® est une alternative potentielle & cette
technique.

Les résultats obtenus nous permettront d’étudier la physiopathologie de la
colonisation des voies aériennes supérieures de patients atteints de mucoviscidose

par des souches du complexe d’espéce P. boydii | S. apiospermum.
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SECONDE PARTIE :

Evaluation de la rep-PCR

semi-automatisée DiversiLab®
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6 Matériel et Méthodes
6.1 Patients et isolats

Nous avons étudié 63 isolats, retrouvés a partir des crachats de 9 patients
atteints de mucoviscidose, suivis dans trois centres différents (Angers, Giens et
Tours), sur une période d'un an (janvier 1998 a février 1999), qui avaient initialement
été identifiés morphologiquement comme étant des souches de S. apiospermum
(Defontaine et al, 2002) *. Il s’agit disolats multiples (provenant d'un seul
échantillon clinique) pour 4 des 9 patients et multiples et séquentiels (provenant
d'échantillons successifs d'un méme patient) pour les 5 autres patients.

Deux isolats extérieurs, référencés comme P. minutispora ont été inclus dans
I'étude (dont la souche de référence IHEM 21148).

L'ensemble des isolats, sauf 2, sont déposés et référencés auprés de la collection
internationale de cultures IHEM (Institut d'Hygiéne et d'Epidémiologie — section

Mycologie; Bruxelles, Belgique).

Tableau 4 : Données cliniques a propos des patients

Patient Date de Genre Année de Date de 1ére Statutvis a visdu Traitement
(hopital) naissance diagnostic colonisation pathogéne antifungique durant
(mutation) la période d'étude
P1 20/12/79 M 1984 Décembre Colonisation ltraconazole a
(Angers) (AF508/AF508) 1991 bronchique partir de juin 98
P2 06/04/78 M 1984 Novembre Portage transitoire /
(Angers) (AF508/AF508) 1993
P3 15/03/72 F 1973 Mars 1989  Colonisation ltraconazole durant
(Giens) (AF508/AF508) bronchique toute la période
P4 15/12/50 M 1996 Janvier 1997 Colonisation Itraconazole durant
(Giens) (AF508/2789 + bronchique toute la période
5G — A)
P5 12/04/87 M 1994 (inconnu) Septembre Portage transitoire ltraconazole de
(Giens) 1998 sept. a nov. 98
P6 17/12/84 F 1985 Janvier 1992 Colonisation Itraconazole d'oct.
(Giens) (G542X/inconnu) bronchique adec. 98
P7 21/05/77 F 1990 Février 1994 Colonisation Itraconazole de
(Giens) (AF508/S1251N) bronchique jan. a mars 98 et
de juil. a sept. 98
P8 14/03/78 F 1988 Décembre Infection Fluconazole
(Tours) (AF508/AF508) 1993 bronchopulmonaire jusqu'a avr. 98,

itraconazole a
partir de mars 98

P9 25/10/84 F 1988 Aolt 1995  Colonisation /
(Tours) (AF508/AF508) bronchique
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Les données cliniques concernant les 9 patients sont disponibles dans le

tableau 4.
6.2 Culture et extraction

Chaque isolat a été cultivé de maniére standardisée, d'abord durant 7 jours sur
gélose Sabouraud a 37°C (BioRad, Marnes-la-Coquette, France) puis, aprés raclage
de la surface gélosée, réensemencé en milieu de Sabouraud liquide (milieu
« maison » : peptone, glucose). Aprés incubation a 37°C pendant 10 a 15 jours sans
agitation, le mycélium a été récupéré en surface du bouillon de culture, broyé dans
de I'azote liquide, le broyat a été récupéré avec de I'eau sans acide nucléique puis a
subi un cycle de congélation / décongélation.

A partir du broyat ainsi obtenu, I'ADN a ensuite été extrait avec le kit Ultraclean
Microbial DNA kit (Mo-Bio, Carlsbad, Californie), selon le protocole recommandé par
le fabriquant, a I'exception d’'une augmentation de la durée d'incubation pendant la
phase de lyse cellulaire (une nuit a 4°C au lieu de 15 min). En effet, cette
modification que nous proposons permet une amelioration significative du rendement
de I'extraction (travaux du laboratoire de Parasitologie / Mycologie du CHU de Rouen
antérieurs a cette étude).

L'ADN a ensuite été quantifié sur un NanoVue (GE Healthcare, Vélizy-
Villacoublay, France) puis dilué pour obtenir une concentration comprise entre 25 et

50 ng/uL comme recommandé par le fabriquant pour la rep-PCR DiversiLab®.
6.3 Larep-PCR

C'est une technique de biologie moléculaire permettant le génotypage d'isolats
microbiens. Elle est basée sur I'amplification par PCR de plusieurs séquences
répétitives et non codantes du génome. Les produits d'amplifications sont ensuite
séparés par électrophorése (cf. fig. 8) et leurs profils électrophorétiques sont

comparés entre eux afin d'établir la similarité ou non des isolats.
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Figure 8 : Principe de fonctionnement de la rep-PCR

6.3.1 La technologie DiversiLab®

La technologie DiversiLab® (bioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France) permet de
réaliser des rep-PCR de fagon semi-automatique, elle associe :

- des réactifs permettant la rep-PCR a proprement parler : amorces
spécifiques a chaque kit, acides nucléiques en exces, contrdles positifs et
négatifs.
- un systeme de puces dans les puits desquelles chaque produit
d'amplification est marqué par fluorescence.
- un appareil, I'Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, Les Ulis,
France), qui réalise une microélectrophorése a partir des produits amplifiés
déposés sur les puces. Il fournit un profil électrophorétique "brut" qui est
ensuite standardisé grace a des marqueurs internes de poids moléculaire
connus a 150 et 700 paires de bases (pb).(cf. fig. 9)
- le logiciel DiversiLab®, hébergé sur internet, qui permet la gestion des
données et le suivi du processus (extraction, PCR, électrophorése...) pour
chaque échantillon ainsi que I'élaboration de rapports ou sont comparés les
profils électrophorétiques entre eux ou par rapport a une bibliothéque de

profils connus.
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Figure 9 : Exemple de profil brut et standardisé.
Profil électrophorétique brut ou I'on voit les marqueurs de poids moléculaire (a droite). Profil standardisé en fonction de

l'intensité des marqueurs (a gauche).

Dans notre étude, nous avons réalisé les rep-PCR sur les isolats avec le
DiversiLab® Fungal kit dont les amorces ont été initialement congues pour I'étude de
'ensemble des champignons filamenteux, et le DiversiLab® Aspergillus kit dont les
amorces ont été congues pour I'étude du genre Aspergillus.

Les parameétres du thermocycleur Veriti (Life Technologies, Saint-Aubin, France)
ont été les suivants pour le DiversiLab® Fungal kit : dénaturation initiale a 94°C
pendant 2 min, 35 cycles de dénaturation a 92°C pendant 30 sec, hybridation a 50°C
pendant 30 sec, extension a 70°C pendant 90 sec et une extension finale a 70°C
pendant 3min.

Pour le DiversiLab® Aspergillus kit : dénaturation initiale a 94°C pendant 2 min, 35
cycles de dénaturation a 94°C pendant 30 sec, hybridation a 50°C pendant 30 sec,
extension a 70°C pendant 90 sec et une extension finale a 70°C pendant 3 min.

La microélectrophorése a été réalisée sur ['Agilent 2100 selon les
recommandations du constructeur.

Les profils ont été traités a l'aide du logiciel DiversiLab® 3.4 qui calcule un indice
de similarité entre chaque profil par la corrélation de Pearson pour ensuite créer un
dendrogramme par la méthode UPGMA (Unweigthed Pair Group Method with

Arithmetic mean).
6.3.2 Régles d’interprétation
Les outils de traitement des données fournis par le logiciel ont permis de

comparer les profils électrophorétiques entre eux selon les régles conseillées par le

fournisseur.
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- les profils standardisés qui présentent moins de 2 pics dont la fluorescence atteint
100 sont a priori ininterprétable.

- les pics situés aprés 700 pb n'ont pas été pris en compte car les fragments de haut
poids moléculaire sont amplifiés de fagon moins reproductibles, ils ont donc été
considérés comme non spécifiques.

- deux pics de profils différents et de méme poids moléculaire ont été considérés
différents si I'un était d'une intensité au moins double de l'autre et que le reste des
profils étaient d’intensité comparable.

- deux profils ont été considérés :

- identiques si aucun pic ne différait
- proches s’il y avait 1 a 2 pics d'écart

- différents a partir de 3 pics d'écart

6.4 Séquencgage et identification

Afin de permettre une identification au rang d'espéce des isolats, des extraits
d'ADN ont été préparés pour chacun d'eux a l'aide du DNA Plant mini kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Une PCR du locus TUB du géne de la B-tubuline a été
réalisée, puis les amplicons ont été séquencés et les séquences obtenues ont été
comparées a celles déposées dans Genbank pour chacune des especes du

complexe P. boydii/ S. apiospermum.

Le séquengcage a été réalisé par I'équipe du laboratoire de Parasitologie /

Mycologie du CHU d’Angers.

7 Résultats

L'ensemble des résultats est visible dans le tableau 5 (p 31)

7.1 Séquengage

Le séquencgage a permis l'identification au rang d'espéce de tous les isolats sauf
un (14361).
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Il a été trouvé : 35 P. boydii, 2 P. ellipsoidea, 21 S. apiospermum et 4 S.

aurantiacum.
7.2 DiversiLab® Fungal kit

La rep-PCR a permis de fournir des profils électrophorétiques exploitables pour
I'ensemble des 65 isolats (cf. annexe 1).

Onze génotypes différents ont été mis en évidence.

Les isolats d'un méme génotype appartiennent a une seule et méme espéce.

La classification génotypique obtenue est identique a celle obtenue par RAPD,
excepté pour 2 isolats d'un méme patient qui étaient de génotypes différents des
autres en RAPD mais qui sont similaires entre eux et aux autres par rep-PCR (P1).
(cf. fig. 10)

Parmi les 5 patients pour lesquels des isolats multiples et séquentiels ont été
recueillis, 4 d'entre eux sont colonisés par un génotype unique différent d'un patient a
l'autre (P1, P3, P4, P7).

Le cinquiéme est colonisé par 2 génotypes différents de S. apiospermum
rencontrés une fois simultanément (P8).

Pour les 4 patients avec un seul prélevement réalise, il n'a été retrouvé qu'un
génotype unique par patient, propre a chaque patient (P2, P5, P6, P9).

Les deux isolats de P. minutispora présentent un seul et méme génotype.

Nous n’avons pas trouvé de profils « proches »

Diversilab v3.4

Report #227
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Figure 10 : Superposition des profils électrophorétiques des isolats
14758, 14457 et 14638
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7.3 DiversiLab® Aspergillus kit

La rep-PCR a permis de fournir des profils électrophorétiques exploitables pour
I'ensemble des 65 isolats (cf. annexe 2).

Les profils électrophorétiques comportaient peu de fragments amplifiés
supérieurs a 400 pb.

Neuf génotypes différents ont été mis en évidence.

Les isolats d'un méme génotype appartiennent a une seule et méme espeéce.

La classification génotypique obtenue differe de celle obtenue en RAPD dans
plusieurs cas.

On retrouve le méme phénoméne que celui observé avec le Fungal kit pour le
patient P1.

Tous les isolats de P. boydii font partie d'un unique génotype.

Les patients P5 et P8 présentent un méme génotype de S. apiospermum sauf
pour 3 isolats du patient P8 qui se révélent étre de 2 génotypes différents (14462 et
14465 : génotype 1 ; 14463 : génotype 2).

Parmi les 5 patients pour lesquels des isolats multiples et séquentiels ont été
recueillis, 3 d'entre eux sont colonisés par un génotype unique et identique entre les
patients (P1, P3, P7).

Le patient P4 est colonisé par un seul génotype différent de celui des autres.

Pour les 4 patients avec un seul prélevement réalise, il n'a été retrouvé qu'un
génotype unique par patient (P2, P5, P6, P9).

Les deux isolats de P. minutispora présentent deux génotypes différents.

Nous n’avons pas trouvé de profils « proches »
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Tableau 5 : Génotype et identification des isolats

Patient HCJCse;:)?tterlﬁer d’isgl?atnient Isolat Icrjaeggfg’;:tslggciu RAPD Fungi(/eﬂict“ypeAspergillus kit
P1 Angers 9-janv-98 14263 P. boydii 1 3 5
14264 P. boydii 1 3 5
14266 P. boydii 1 3 5
14267 P. boydii 1 3 5
10-mars-98 14457 P. boydii 1 3 5
9-avr-98 15142 P. boydii 1 3 5
10-juin-98 14638 P. boydii 2 3 5
31-juil-98 14756 P. boydii 1 3 5
14758 P. boydii 3 3 5
14759 P. boydii 1 3 5
4-sept-98 14369 P. boydii 1 3 5
13-janv-99 15582 P. boydii 1 3 5
15583 P. boydii 1 3 5
P2 Angers 13-janv-99 49339?;53 P. ellipsoidea 4 7 8
49900353 p yinsoidea 4 7 8
col. 2
P3 Giens 24-févr-98 14452 P. boydii 5 4 5
14453 P. boydii 5 4 5
14455 P. boydii 5 4 5
26-mai-98 14624 P. boydii 5 4 5
14626 P. boydii 5 4 5
14627 P. boydii 5 4 5
6-juin-98 14628 P. boydii 5 4 5
14629 P. boydii 5 4 5
14631 P. boydii 5 4 5
14632 P. boydii 5 4 5
15-juin-98 14633 P. boydii 5 4 5
14634 P. boydii 5 4 5
14635 P. boydii 5 4 5
14636 P. boydii 5 4 5
14637 P. boydii 5 4 5
9-nov-98 15464 P. boydii 5 4 5
P4 Giens 8-janv-98 14268 S. apiospermum 6 8 3
21-janv-98 14269 S. apiospermum 6 8 3
14270 S. apiospermum 6 8 3
14273 S. apiospermum 6 8 3
14275 S. apiospermum 6 8 3
14276 S. apiospermum 6 8 3
15-févr-99 15643 S. apiospermum 6 8 3
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Patient Cer)trg _ Date Isolat Identificatiop au Génptype . .
Hospitalier  d'isolement rang d’espéce RAPD  Fungal kit  Aspergillus kit

P5 Giens 22-sept-98 15149 S. apiospermum 8 9 4
15151 S. apiospermum 8 9 4

P6 Giens 26-oct-98 15458 S. aurantiacum 9 2 6
15459 S. aurantiacum 9 2 6

15460 S. aurantiacum 9 2 6

15461 S. aurantiacum 9 2 6

P7 Giens 19-janv-98 14357 P. boydii 10 6 5
22-sept-98 15545 P. boydii 10 6 5

P8 Tours 4-mars-98 14462 S. apiospermum 11 10 1
14463 S. apiospermum 11 10 2

14465 S. apiospermum 11 10 1

12-mars-98 15555 S. apiospermum 12 11 4

11-a00t-98 14762 S. apiospermum 12 11 4

14763 S. apiospermum 12 11 4

14764 S. apiospermum 12 11 4

22-sept-98 15146 S. apiospermum 12 11 4

15148 S. apiospermum 12 11 4

10-nov-98 15551 S. apiospermum 12 11 4

15552 S. apiospermum 12 11 4

15553 S. apiospermum 11 10 4

P9 Tours 16-févr-98 14358 P. boydii 15 5 5
14359 P. boydii 15 8 5

14360 P. boydii 15 5 5

14361 / 15 5 5

14362 P. boydii 15 5 5

/ / / 13946 P. minutispora / 1 9
/ / / 21148 P. minutispora / 1 7
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8 Discussion
8.1 Reégles d’interprétation des profils

La majorité des études utilisant la technologie DiversiLab® sur des isolats
fungiques ont pour but I'identification au rang d’espéce. Pour ce faire, les profils sont
comparés a des bibliothéques de profils de souches connues, on considére que
I'isolat est de la méme espece qu’un isolat de la bibliothéque si la similarité dépasse
un certain pourcentage (80 % a 90 % selon les études) **°%. Ces régles strictes
d’interprétation rendent parfois difficile l'identification d'espéces trés variables
notamment si la bibliothéque de profils de référence n’est pas assez fournie *° et il
est reconnu que les espéces du complexe P. boydii | S. apiospermum sont d’'une
grande variabilité génétique %343,

Notre étude a pour but principal la comparaison du génotype des isolats les uns
par rapport aux autres. Dans des études similaires réalisées sur des bactéries, les
régles d’interprétation varient en fonction des kits et des espéces °*®'. Comme il n’y
a aucun consensus sur le génotypage du complexe P. boydii | S. apiospermum par
la technologie DiversiLab®, que ce soit avec le Fungal kit ou I'Aspergillus kit, nous
n‘avons pas basé notre interprétation des profils sur le taux de similarité, mais sur
leur comparaison visuelle avec l'outil de superposition du logiciel. L'interprétation
visuelle des profils, bien que plus fastidieuse permet un fort pouvoir discriminant .

A posteriori, il nous est possible d’établir des seuils de similarité en dessous
desquels 2 isolats sont considérés de génotypes toujours différents et au dessus
desquels ils sont toujours considérés de méme génotype, entre ces deux seuils, c’est
la comparaison visuelle avec I'outil de superposition des profils du logiciel qui permet
de définir si deux isolats sont de méme génotype ou non.

Voici les seuils proposés dans notre étude :

- pour le Fungal kit : génotypes identiques si similarité = 97 %, différents si

< 87 % (cf. annexeb).

- Pour I'Aspergillus kit : génotypes identiques si similarité = 90 %, différents si

< 75 % (cf. annexe 6).

Lors d’'une réaction de PCR, la tag-polymérase commet d’autant plus d’erreur que

le fragment amplifié est long et donc de haut poids moléculaire, ces erreurs sont
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aléatoires et donc non reproductibles. Pour prendre cela en compte, la corrélation de
Pearson calculée par le logiciel DiversiLab®, bien que considérant 'ensemble des
pics d’un profil, attribue une valeur moindre aux pics de haut poids moléculaire *°.
C’est pourquoi nous avons pris le parti de ne pas tenir compte de ces pics lors de

notre interprétation visuelle.
8.2 Comparaison des kits de rep-PCR

Les deux kits ont permis I'obtention de profils exploitables pour I'ensemble des
isolats. Cependant, les profils obtenus avec I'Aspergillus kit présentent moins de pics
et sont donc plus difficilement interprétables (annexes 1 et 2).

Nous avons obtenu un plus grand nombre de génotypes différents avec le Fungal
kit qu’avec I'Aspergillus kit (11 et 9 respectivement).

Les bornes d’interprétation selon I'index de similarité, établies ci-dessus, sont
plus larges avec I'Aspergillus kit qu’avec le Fungal kit.

Grace a I'ensemble de ces observations, nous pouvons affirmer que le pouvoir
discriminant du Fungal kit est plus important que celui de I'’Aspergillus kit pour I'étude
d’isolats du complexe P. boydii./ S. apiospermum. Ceci est en accord avec I'étude de

i 60

Fluit et a qui constataient aussi que le pouvoir discriminant de la rep-PCR est

moins important quand on observe moins de pics sur le tracé électrophorétique.
8.3 Comparaison avec la RAPD

La RAPD est une technique ou des régions polymorphes de I'ADN sont
amplifiées de fagon aléatoire. Pour typer des isolats, il faut comparer entre eux des

gels d’électrophorése obtenus avec plusieurs amorces. Dans I'étude de Defontaine

et al., 3 amorces différentes ont été utilisé (cf. fig. 11).
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Figure 11 : Profils électrophorétiques des génotypes identifiés parmi les isolats de S.

apiospermum de patients atteints de la mucoviscidose (extrait de Defontaine et al., 2002).
Les amplicons générés par les amorces GC70 (5-CGGCCACTGT-3’) (A), UBC-701 (5-CCCAACAACCC-3’) (B) et

UBC-703 (5-CCAACCACCC-3’) (C) ont été séparés sur gel d'agarose a 1,5%. Colonne M, marqueur de poids
moléculaire.

8.3.1 DiversiLab® Fungal kit

Les résultats obtenus avec le Fungal kit sont similaires a ceux obtenus par RAPD,
a I'exception des isolats 14638 et 14758 (génotype 2 et 3 respectivement) qui ne
sont pas du méme génotype entre eux et avec le reste des isolats du patient P1
(génotype 1) en RAPD.

Les génotypes 1 et 2 (isolat 14638) en RAPD ne différent que par le profil obtenu
avec l'amorce UBC-701, ce qui signifie que ces deux isolats sont extrémement
proches, cela pourrait expliquer le fait qu’ils ont un génotype identique par rep-PCR.

Quant au génotype 3 (isolat 14758), il differe du génotype principal du patient sur
les 3 profils RAPD. Nous n’avons pas d’explication au fait qu’il soit identique aux

autres isolats du patient en rep-PCR.
8.3.2 DiversiLab® Asperygillus kit

Il existe plus de différences entre le typage effectué en RAPD et celui effectué par
rep-PCR avec I'Aspergillus Kit.

On retrouve le méme phénoméne que celui observé avec le Fungal kit pour le

patient P1
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L’Aspergillus kit est moins discriminant que la RAPD puisque tous les isolats de P.
boydii font partie du méme génotype (n°5) et que les isolats majoritaires de S.
apiospermum des patients P5 et P8 font eux aussi partie d’'un méme génotype (n°4).

Pour les 3 isolats 14462, 14465 (génotype 1) et 14463 (génotype 2), il est
probable que la rep-PCR Aspergillus n’ait pas fonctionné avec un rendement optimal
puisque sur leurs profils électrophorétiques nous n’observons que 2 pics dépassant
de peu les 150 unités de fluorescence. Ceci peut expliquer les différences observées

avec les résultats obtenus en RAPD et avec le Fungal kit.
8.4 Comparaison avec les données de la littérature
8.4.1 Génotypage

Dans leur étude, Steinmann et al. °? utilisent le méme kit de rep-PCR que dans la
présente étude (DiversiLab® Mold kit est I'ancien nom du Fungal kit) pour faire du
typage d’isolat de P. boydii et S. apiospermum (n = 19 et n = 16 respectivement), ces
isolats comportent des souches de référence et des souches cliniques. lls utilisent le
seuil des 85 % de similarité afin de considérer 2 isolats comme appartenant a la
méme espéce. Les résultats obtenus montrent qu’au sein de chaque espéce, les
isolats ne se trouvent pas tous dans la limite des 85% de similarité. De plus certains
isolats appartenant a une espéece ont plus de 85 % de similarité avec des isolats de
I'autre espeéce. lls en concluent que la technologie DiversiLab® utilisées avec le Mold
kit ne permet pas de faire la distinction entre P. boydii et S. apiospermum.

Dans notre étude, les isolats d’'une seule et méme espéce ne se trouvent pas
toujours dans la limite des 85% quel que soit le kit utilisé (annexes 5 et 6).
Cependant, aucun isolat d’'une des espéeces n’a plus de 85 % de similarité avec un
isolat d’'une autre espéce, peut-étre est-ce parce que nous n’avons qu’'un nombre
restreint de génotypes pour chaque espéce: 4 génotypes de P. boydii et 4
génotypes de S. apiospermum avec le Fungal kit, le plus discriminant, contre 14
genotypes de P. boydii et 7 génotypes de S. apiospermum dans ['étude de
Steinmann et al. .

Par ailleurs, le fait que les isolats d'une méme espéce n’aient pas toujours plus

de 85 % de similarité confirme la grande variabilité génétique de P. boydii et S.
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apiospermum, ceci est un handicap pour l'identification de ces espéces par rep-PCR

mais n'empéche pas son utilisation pour des études de comparaison de génotypes.

—— P. minutispora
— P. boydii

o —— 8. aurantiacum
—— P. ellipsoidea

—— P. boydii

—— S. apiospermum

LS. aurantiacum — P. ellipsoidea

S. apiospermum

c* D — P. boydii
L— P. ellipsoidea
S. apiospermum — P. angusta
|: P. boydii — P. fusoidea
——— 8. aurantiacum S. apiospermum
P. ellipsoidea S. dehoogii
P. minutispora
S. aurantiacum

Figure 12 : Comparaison entre les différents arbres phylogénétiques obtenus selon les

études, les techniques et les méthodes de construction du dendrogramme,
respectivement.
A, Defontaine et al., RAPD, UGPMA. B, présente étude, rep-PCR DiversiLab® Fungal kit, UGPMA. C, présente étude,

rep-PCR DiversiLab® Aspergillus kit, UGPMA, *P. minutispora n’est pas pris en compte car les deux isolats se placent
différemment dans le dendrogramme. D Gilgado et al., séquengage du locus TUB du gene de la B-tubuline, Most-
parcimonious tree.

Les dendrogrammes obtenus par rep-PCR, ne relient pas les différentes espéces
du complexe de facon identique, ils sont aussi différents de ceux obtenus par
Defontaine et al * (2002) et Gilgado et al. ° (2008) (cf. fig.12). Cela est di au fait que
la méthode UPGMA de construction des dendrogrammes est un algorithme qui a

pour but principal de rapprocher les isolats les plus similaires ®, comme il est basé
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sur une matrice de distance entre les isolats et non sur des séquences d’ADN, le
dendrogramme obtenu ne reflete pas rlhistoire phylogénétique des espéces 57

comme le font de plus récentes méthodes.

Dans notre étude, il y a par patient plus de génotypes différents de S.
apiospermum que de P. boydii et cette différence est plus marquée avec I'Aspergillus
kit. De plus, I'index de similarité le plus faible au sein d’'une des deux espéces se voit
avec S. apiospermum quel que soit le kit utilisé (cf. tab. 6). Bien que nous ayons peu
de génotypes différents et peu d’isolats pour l'affirmer, ces résultats témoignent
d’'une plus grande variabilité génétique de S. apiospermum par rapport a P. boydii

comme cela a déja été décrit par d’autres *'.

Tableau 6 : Variabilité génotypique selon I’espéce
P. boydii S. apiospermum

Nombre de patients porteurs 4 3

Nombre de génotypes
- Fungal kit 4
- Aspergillus kit

Index de similarité le plus faible
- Fungal kit 78,6 % 66,2 %
- Aspergillus kit 77,6 % 69,1 %

8.4.2 Physiopathologie

Dans notre étude, la majorité des patients ne sont colonisés que par des isolats

d’un seul et méme génotype. Ceci est en accord avec le résultat d’autres études '® 3%

*! montrant la capacité des espéces du complexe P. boydii | S. apiospermum a
coloniser les voies aériennes supérieures des patients atteints de mucoviscidose de
facon durable malgré des thérapies antifungiques répétées, et ce, probablement di a
la sensibilité diminuée de ces champignons aux antifungiques couramment utilisés.

| 41

Comme dans l'étude de Bernhardt et a , nous avons mis en évidence des

colonisations chroniques a P. boydii et S. apiospermum. Le faible nombre de patients
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et la quantité restreinte d’isolats ne nous ont pas permis de mettre en évidence de
colonisation durable par d’autres espéces du complexe mais dans leur étude,

l 18

Zouhair et a ont démontré la méme capacité de colonisation de la part de S.

aurantiacum et P. minutispora.

Chez un seul patient (P8), nous avons trouvé des isolats de 2 génotypes
différents. L'un était majoritaire et retrouvé 8 fois a 4 dates différentes, le second était
retrouvé 4 fois a 2 dates différentes, ces deux génotypes ont été retrouvés une fois
de fagon concomitante (cf. tab. 7). Il s’agit probablement d'une colonisation
concomitante par deux souches de génotypes distincts. Cependant nous ne pouvons
exclure, aux vues du faible nombre d’isolats, une colonisation par une souche
prédominante associée de facon intermittente a une seconde souche minoritaire.
Ces deux modes de colonisation par des souches du complexe P. boydii | S.

apiospermum ont déja été décrits & 3841,

Tableau 7 : Colonisation des voies aériennes supérieures de P8

Date 12mar. 98 03 avr.98 22sep.98 11 oct. 98 08 nov. 98
S. apiospermum

génotype 11 X X
S. apiospermum

génotype 12 X X X X

Dans notre étude, aucun patient n’est colonisé par deux especes différentes du
complexe P. boydii | S. apiospermum, ces résultats sont similaires a ceux de Blyth et

al.

mais le nombre d’isolats dans les deux études n’est certainement pas
représentatif, n = 32 et n = 63 pour I'étude de Blyth et al. et la notre, respectivement.
D’autres études, portant sur un plus grand nombre de patients et d’isolats, ont
montré que des espéces différentes du complexe pouvaient se retrouver de fagon
successive ou concomitante dans les voies aériennes de patients atteints de

mucoviscidose '* '® 384! bien qu’une souche « colonisatrice » persiste.
Les génotypes des isolats retrouvés pour chaque patient que se soit avant ou

aprés administration d’antifungique sont identiques pour les patients P1, P3, P4, P5,

P6 et P7, les patients P2 et P9 n'ont pas regu de traitement. Pour le patient P8 qui
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est le seul chez qui I'on retrouve des génotypes différents, il 'y a aucun lien entre
les dates d’isolement de chaque génotype et les périodes de traitement antifungique.
Cependant, il n’a été administré que du fluconazole ou de l'itraconazole qui sont des
molécules peu actives sur les espéces du complexe P. boydii / S. apiospermum. De
ce fait, nous ne pouvons pas conclure quant a l'influence d’un traitement antifungique
efficace sur la colonisation des voies aériennes supérieures des patients.

Il n’existe pas, a I'heure actuelle, dans la littérature, d’étude longitudinale ou
seraient corrélées les données cliniques des patients, les génotypes des isolats ainsi
que leur profil de résistance aux antifungiques. Seul un tel travail permettrait

d’évaluer pleinement l'influence des traitements antifungiques.
8.5 Considérations technico-économiques

La rep-PCR DiversiLab® est une technique trés standardisée, I'ensemble des
réactifs utilisés fait partie de kits commerciaux, il existe des contréles de qualité
permettant de vérifier la qualification de l'opérateur, ainsi que la qualification du
thermocycleur avec lequel sont réalisées les PCR. De plus, la microélectrophorése
est automatisée et l'interprétation des profils est assistée par un logiciel. De ce fait,
c’est une technique trés reproductible, quelles que soient les conditions : inter ou
intra-laboratoire, niveau de sous culture, prélevement a partir des hyphes ou des
spores >* %2 Cette standardisation et cette reproductibilité permettent de réaliser des
bibliothéques de profils réutilisables dans le temps.

De plus, grace au logiciel DiversiLab® les données sont accessibles et utilisables
par 'opérateur depuis n’importe quel ordinateur relié a internet.

Un autre avantage de la rep-PCR semi-automatisée est sa faible durée de

%598 har rapport a d’autres techniques de génotypage *°. Dans notre étude,

réalisation
nous avons obtenu des résultats exploitables en 24 a 36 heures a partir de la culture

en milieu liquide.

Parmi les limitations de la rep-PCR DiversiLab®, nous nous devons de souligner
que c’est une technique qui s'avere colteuse et qui doit étre réalisée sur plusieurs
échantillons a la fois pour diminuer le prix de revient par isolat puisque les puces de
microélectrophorése comportent 12 puits et ne peuvent pas étre réutilisées. A titre

indicatif, le prix de revient par échantillon dans notre étude a été d’environ 49 €.
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Conclusion

La mucoviscidose est la pathologie génétique la plus fréquente en France. Les
espéces du complexe P. boydii /| S. apiospermum sont au deuxiéme rang des
champignons filamenteux retrouvés dans les sécrétions bronchiques des patients
atteints et ont montré une pathogénicité vraie notamment en post-greffe pulmonaire.

Comme ces especes ont des virulences et des résistances aux antifungiques
différentes, et pour mieux comprendre leur épidémiologie, il est important de
développer des techniques permettant leur identification et leur typage rapide.

Dans notre étude, la technologie de rep-PCR semi-automatisée DiversiLab® a
prouvé tout son intérét pour le génotypage d’isolats de ce complexe, nous avons
établi des regles d’interprétation qui pourront étre utilisées dans d’autres études.
Cette technique confirme les données obtenues en RAPD sur les mémes isolats, a
savoir que les patients atteints de mucoviscidose sont colonisés par une seule et
méme souche d’espéce du complexe P. boydii | S. apiospermum au cours de leur
histoire.

Les avantages de cette technique sont sa standardisation permettant une trés
bonne reproductibilité intra et inter laboratoires, une vitesse d’exécution compatible
avec un rendu de résultat rapide. Cependant l'utilisation de cette technique semble
difficile dans un laboratoire de routine étant donné son codt important et la nécessité
de passer un grand nombre d’échantillons a la fois.

Dans notre laboratoire, il peut étre envisagé de créer une banque de profils
électrophorétiques d’espéces du complexe P. boydii /| S. apiospermum afin d’évaluer

cette technique pour l'identification et la différenciation des espéces de ce complexe.
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Annexe 1 : Tracés électrophorétiques obtenus avec le Fungal kit
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Annexe 2 : Tracés électrophorétiques obtenus avec I’Aspergillus kit

Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
]
2 300
Q
L]
@ 200
13946 |8 M J/ J P. minutispora 7
= 100 Jll
U | LI
0 400 800 1000
Datapoints
@ 300
=
S 200
&
14263 E 100 P. boydii 5
L
U _Jll " .IIl'n- ey _n‘nl. I —
0 200 400 600 1000
Datapoints
@ 400
|
® 300
il
14264 |g " P. boydii 5
L 100
g LA N S R I
0 200 400 600 1000
Datapoints
L 400
E
S 300
i
14266 |§ 2™ P. boydii 5
L 100
o i b A -
0 200 400 600 1000
Datapoints
o 400
=
@ 300
L]
23]
& 200 ..
14267 |5 P. boydii 5
L 100
0 Loah A ;
0 200 400 800 1000

Datapoints

58



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
Q
2 200
E]
% 150
14268 S 100 M S. apiospermum 3
o
&0
u - P
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
L 200
E
AR
g 100
14269 S S. apiospermum 3
s !\_’\}\JJ‘\
o ) - o
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
]
]
5 150
L]
8 100 _
14270 S S. apiospermum 3
L = j\
o ) - e —
0 200 400 B0 800 1000
Datapoints
Q
2 200
4]
% 150
14273 S 100 S. apiospermum 3
" A
U = nd e
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
@ 200
|
AR
g 100 .
14275 S S. apiospermum 3
- hijﬁA
u J . — Y
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
Q
2 130
@Q
L]
£ 100
14276 = S. apiospermum 3
SN ) o
WU -
0 200 400 600 800 1000

Datapoints

59



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
@ 400
=
T 300
& 200 ..
14357 E P. boydii 5
L 100
g L ) o ,—;IL M
0 200 40 (00 B00 1000
Datapoints
Q
g 300
Q
L]
g 200
14358 S P. boydii 5
i 100
L A _
0 200 400 500 B00 1000
Datapoints
§ 400
L 300
i 200
14359 E P. boydii 5
L 100
L S VAR
0 200 400 800 B00 1000
Datapoints
Q
L]
T 400
2
&
14360 | S 200 P. boydii 5
L
L. oA
0 200 400 (00 B00 1000
Datapoints
w 400
=
g 300
&
14361 |3 " 5
L 100
u .|ll. L _-_ﬁJl s J’h o o,
0 200 400 (00 B00 1000
Datapoints
L 300
E
Q
@ 200
14362 | S P. boydii 5
T 100
A S O Ve
0 200 400 500 B00 1000
Datapoints

60



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
Q
=
$ 400
&
14369 | S 200 P. boydii 5
L
u _.lf'l |1~| L T— _-l'll - L -
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
Q
£ 300
L]
£ 200
14452 S P. boydii 5
L 100
R BN
0 200 400 B0 800 1000
Datapoints
]
2 300
Q
L]
@ 200
14453 S J P. boydii 5
o 100
0 200 400 800 80O 1000
Datapoints
L 300
@
ﬁ 200
14455 | § P. boydii 5
T 100
U - .ﬂl. _.-JlIL A _||rlln —
0 200 400 600 80O 1000
Datapoints
L 400
|
S 300
&
14457  |§ 2% P. boydii 5
L 100
g l—A '1\ LA o
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
Q
2 150
Q
L]
g 100
14462 = S. apiospermum 1
- | A
o - o AW AN
0 200 400 B0 800 1000
Datapoints

61



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype

W
L]
S 190
[&]
$ 100
14463 = S. apiospermum 2
TR i
u Jl.__n__'\rll. - ._n_'r'l.._"'\ —_—
0 200 400 00 800 1000
Datapoints
L 130
E
]
ﬁ 100
14465 S - K Jb S. apiospermum 1
L
i vl \L A_JJ\__ ey Jr\"\
0 200 400 00 800 1000
Datapoints
L 400
=
L 300
i 200 i
14624 E P. boydii 5
L 100 J
ol AV
0 200 400 (00 800 1000
Datapoints
a 400
L]
[
0 300
i 200
14626 E P. boydii 5
L 100
U _J!I. __!A.ﬂ. ,—A s
0 200 400 B00 800 1000
Datapoints
L 300
|
s
@ 200
14627 |5 ,,, P. boydii 5
L
0 - JlllL J\ iy o
0 200 400 00 800 1000
Datapoints
S 400
]
% 300
14628 |§ 200 P. boydii 5
L 100 J
0 200 400 00 800 1000
Datapoints

62



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
@ 30
o 200
g )
14629 u_%_ 100 J P. boydii 5
u _l'JI\
0 1000
DampmMS
00
Q
2
S 400
4
14631 u_g_ 200 P. boydii 5
2L -y J'\
0 400 1000
DaﬁpmMs
o 400
]
T 300
L]
8 200 .
14632 S P. boydii 5
i 100 J
U J‘I. L __!h P ¥
0 400 1000
DaﬂpmMs
@ 400
=
L300
i 200 a
14633 | S jL P. boydii 5
L 100
A A
0 400 1000
DaEpmMs
§ 400
S a0
&
14634 g 200 P. boydii 5
L 400 J
N A .
0 400 1000
DampmMS
il
§ 400
&
14635 g 200 P. boydii 5
L
U J‘I. Y _p'J.\ o JA i
0 400 800 1000

CBO0
Datapoints

63



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
Q
=
@ 200
[&]
&
14636 | S 100 m P. boydii 5
L
u J\Jﬂ‘\i’ L _.Iﬁn - — _.-J\m.
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
Q
£ 400
L]
&
14637 g 200 P. boydii 5
L
: . -
200 400 B0 800 1000
Datapoints
o 500
Q400
g )
14638 u_%_ 200 P. boydii 5
o LAl A -
200 400 800 80O 1000
Datapoints
500
Q
2 400
4]
% 300
14756 | § 200 P. boydii 5
“ 100
U - - _r""l'. - T
200 400 600 80O 1000
Datapoints
B00
Q
=
8 400
&
14758 u_g_ 200 P. boydii 5
U “\. L - _l-l'll - L
200 400 600 800 1000
Datapoints
o 800
=
S 400
g )
14759 u_g_ 200 P. boydii 5
. WAL .
800

200

400 CBO0
Datapoints

1000

64



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
L 400
|
S 200
(5]
£ 200 .
14762 E S. apiospermum 4
S LI
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
o 400
=
@ 300
@
& 200 .
14763 S S. apiospermum 4
i 100 h JJL
L1910 N W ]
0 200 400 B0 800 1000
Datapoints
o 400
]
o 300
@
L 200 _
14764 S S. apiospermum 4
- ML ﬂ
o L A__JnL_.l"-. ~ -
0 200 400 _B00 80O 1000
Datapoints
Q
L]
T
S 400
@
15142 S 200 P. boydii 5
o
U e I\ — _-lrll ol e
0 200 400 600 80O 1000
Datapoints
o 400
=
@ 300
@
L 200 .
15146 S S. apiospermum 4
=l
u - .n__l'ﬂ'L__l'n'; _Jn'\r
0 200 400 600 800 1000
Datapoints
@ 400
=
@ 300
@
£ 200
15148 E S. apiospermum 4
=
. A _
0 200 400 B0 800 1000
Datapoints

65



Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
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Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
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Isolat Profils électrophorétiques Aspergillus kit Identification Génotype
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Annexe 3 : Dendrogramme obtenu a partir du Fungal kit

Diversilab v3.4
FC P Sample ID Genus Species

Analysis Repor #227

—|—I_,— 1+ 1 1346 Pseudallescheria  minutispora | | |
L2 1 21148 Pseudallescheria | | | |
|

[ minutispora
E 3+ 2 15458 Scedosporium  auriantacum |
: 4+ 2 15460 Scedosporium auriantacum |
: 3 2 15461 Scedosporium auriantacum | | | |
E [ 2 15459 Scedosporium auriantacum | | |
. 3 13 Peeudallescheria  boydii I |
E [ 8 3 14267 Pseudallescheria  boydii BN
i 9 3 14 Pseudallescheria  boydii Il |
l1e B3 e Pseudalescheria  boydii |
E 1m N3 Peeudallescheria  boydii H
E L2 B3 s Pseudallescheria  boydii I |
E 13 0 3 aze Pseudallescheria  boydii I |
E 4 B3 14263 Peeudallescheria  boydii I |
M5 B 3 1470 Pseudallescheria  boydii ‘ il
E 1% 0 3 14638 Pseudallescheria  boydii Il
bz B 3 1azes Peeudallescheria  boydii 1IN
L 18 | 3 15142 Pesudallescheria  boydii |
Cl ERRE:: Pseudallescheria  boydii ] ]
20 1 T Pseudallescheria  boydii iR
[21 4 1463 Pssudallescheria  boydii B I
i 2 4 146M Pssudallescheria  boydii | .
23 4 14629 Pseudallescheria  boydii I
24 4 14626 Peeudallescheria  boydii | Il
Mlhzs 4 1aees Peeudallescheria  boydii B
% 4 1467 Pssudallescheria  boydii IR
lZT 4 14453 Pszudallescheria  boydii | | ” |
128 4 1463 Pssudallescheria  boydii |
l2s | 4 13m Pssudallescheria  boydii I
W 4 1445 Pseudallescheria  boydii B B
[ M4 4w Pseudallescheria  boydii 1INl |
-2 e e Pesudallescheria  boydii il
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Annexe 4 : Dendrogramme obtenu a partir de I’Aspergillus kit

Divarsilab w3.4
Pz

P Sample ID Genus Species
Analysis Reporl 2222
:_[1 I 1 14465 Scedosporium aplospermum 1 H | |
J:_ 2 1 14462 Scedosporium apicspermum ] H |
| 3+ | 2 1saE3 Scedesporium  apicspermum | “
E |:-I ‘ 3 14276 Scedeosporium apicspermum | ” | |
—i 3 3 14273 Scedosporium apicspermum | ” | | |
E ] 3 14275 Scadosporium apicsparmum | ” | I
: T 3 14268 Scedeosporium apicspermum | ” | [ _
: -8 3 14263 Scedosporium apicspermum | ” | | | |
i ra 3 15643 Scadomsporium apicspermum | " | [ ;
E - 10 3 14270 Scedeosporium apicspermum ] " | i
| i 1 4 15555 Scedosporium apicspermum | | :
: 12 4 13146 Scedosporium apicspermum |
i - 13 4 15553 Scadoporium apicspermum | ||
E B 14 4 14762 Scedosporium apicspermum |
i 15 4 13852 Scedosporium apicspermum [
: 16 4 153351 Scadomporium apicspermum | |
i 7 4 15148 Scedosporium apicspermum | |
E 18 4 14764 Scedosporium apicspermum [
| 18 | 4 14783 Scedosporium  apicspermum | |1
i 20 4 13151 Scadosporium apicspermum | |
: 21 4 15149 Scadosporium apicspermum | I
E 22 B 5 qsem Pssudallescheria  boydii | [ |
— i{ 2z ll 5 6m Pseudallescheria  baydii Il
E 24 5 1B Pseudallescheria  boydii | I |
! 25 B 5 s Pseudallescheria  boydii | [ |
E 2 5  144m Pseudallescheria  boydii | [ |
i zw @5 a6 Pseudallescheria  boydii | ||
E 28 @ 5  1am Peeudallescheria  boydii | | |
i 29 5 14526 Pseudallescheria  boydii | I |
! w W5 1468 Pseudallescheria  boydii I |l
i 31 5 14529 Pseudallescheria  boydii | I |
E 22 W5 s Pseudallescheria  boydii | l |
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1433 Pszudallescheria
15142 Pezudallescheria
19382 Pszudallescheria
14457 Pszudallescheria
14264 Pezudallescheria
14638 Pseudallescheria
14266 Pseudallescheria
14263 Pezudallescheria
14359 Pezudallescheria
14758 Pseudalescheria
14739 Pezudallescheria
14736 Pseudallescheria
14357 Pseudallescheria
125 Pezudallescheria
14267 Pseudallescheria
15458 Scedosporium
15459 Scedosporium
15461 Scedosporium
15460 Scedosporium
21148 Pszudallescheria
49900353 col. 1 Pszudallescheria
499003533 col. 2 Pseudallescheria
12346 Pseudallescheria
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Annexe 5

1 Similarité entre les isolats, calculée selon la corrélation de Pearson

Isolats
13946 1

21148 2 . . .

g > Diversilab fungal kit

15460 4

15461 5

15459 6

15683 7

14267 8

14369 9

14758 10

14457 1

14756 12

14264 13

14263 14

14759 15

14638 16

14266 17

15142 18

15682 19

14627 20

14633 21

14634 2

14629 2

14626 24

14628 25

14637 26

14453 27

14635 28 0 80 90 95 100
15464 20 715 705 629 681 94.9

14455 30 763 665 601 67.0 X 943 937 944 i P
14452 31 702 683 611 630 2 m 94.5] % de Slmlla”té
14631 32 659 659 600 613 X

14624 33 756 710 629 67.0 37 92. 939 94.7) 932 932 934 5791 5

14632 38 751 720 649 687 937 938 945 929 923 934 936

14636 35 723 756 686 716 909 943l 934 941 930 926

14361 36 639 649 613 634 931 919 921 923 915 936 932 i

14359 37 637 651 616 635 654 635 918 928 30 932 923 922 926 919 937 934 930

14360 38 637 648 609 631 653 634 918 930 932 926 922 926 919 937 930 934 6

14358 39 652 668 628 648 668 928 917 916 923 916 928 924

14362 40 634 664 631 646 661 9 931 929 932 923 925 925 921 935 931

15545 41 591 509 57.3 623 652

14357 42 606 630 612 656 676 [ 90,3} 912 910888 91.2] . 8

49900353 col, 2 43 659 647 508 649 696

49900353 col, 1 44 651 649 600 653 706

14270 45 759 682 720 698 703 583 578 581 579 615

15643 46 745 734 759 736 745 578 578 572 630 644

14268 47 697 667 705 682 694 702 554 548 568 541 575 570 553 552 562 541 567 551 553 571 575 605 603 607 508 609 608 610 601 605 619 503 619 649 565 625 622 614 609 604 555 546 608

14269 48 682 662 697 67.3 685 694 556 558 577 57.1 581 576 574 569 570 569 569 559 557 567 581 607 602 609 508 €06 610 611 508 609 626 604 645 640 560 627 622 613 612 610 556 544 602

14275 49 700 685 732 706 716 724 559 544 570 541 575 571 551 556 568 541 570 549 545 587 589 616 614 616 608 619 620 621 613 611 626 605 653 657 582 635 632 624 618 617 555 551 €616

14273 50 67.1 649 68.9 665 668 679 536 531 554 550 557 554 552 544 551 546 548 537 542 558 566 600 50.3 603 569 600 603 607 50.1 612 627 596 645 640 549 620 615 604 601 599 555 532 589

14276 51 654 679 736 707 708 71.7 555 524 562 534 566 567 545 544 565 530 564 544 539 565 586 620 617 622 609 622 624 627 614 623 636 613 630 657 580 637 632 620 617 619 550 537 610

15151 52 645 668 670 655 689 694 631 632 638 639 647 641 633 629 624 625 622 595 636 590 648 639 613 640 638 613 639 636 608 638 636 635 620 620 582 675 672 666 671 667 576 590 636

15149 53 639 664 668 651 685 689 637 641 646 648 657 651 642 639 633 635 631 606 642 596 654 646 618 620 647 616 647 646 612 618 640 641 621 620 588 681 679 676 680 675 588 604 643

14462 54 656 688 579 561 590 597 659 658 670 659 676 663 656 67.5 649 643 656 639 642 653 67.8 670 658 668 664 663 667 663 66.1 669 684 663 661 660 642 710 704 €95 693 684 649 615 693

14465 55 649 635 584 563 605 606 591 657 675 663 €80 588 665 61.1 651 651 657 640 649 624 659 685 677 689 67.8 669 688 674 674 688 703 682 €65 666 620 722 716 702 706 700 650 616 721 11
15553 56 754 677 635 608 653 646 647 644 652 662 656 646 647 651 654 642 657 625 613 624 653 659 652 652 653 656 654 654 652 639 652 656 640 644 627 717 712 714 707 €98 657 652 688

14463 57 652 719 685 659 698 690 67.7 663 644 646 662 646 641 648 649 652 646 644 657 71.2 727 720 723 717 716 725 724 722 729 697 711 716 €95 703 715 746 748 747 759 755 643 649 721 79.7

15148 662 572 542 542 563 568 558 606 643 642 660 618 635 610 644 656 608 668 653 552 61.1 604 589 607 626 585 599 595 574 638 627 624 557 556 530 612 608 604 592 S80 665 €34 585 726 698 736

58 6.8 66
14764 59 653 600 559 560 577 582 562 607 646 643 646 627 636 624 645 658 605 670 655 561 598 625 594 614 616 590 629 600 578 649 658 616 561 590 530 607 604 597 585 575 663 627 578 569 732 677 725 727 708 715 690 740 740 766 735 783 667
15552 60 621 581 547 543 574 581 590 624 646 646 649 626 660 630 658 676 627 682 680 595 605 621 620 633 630 614 626 623 606 669 647 630 567 565 563 608 606 602 594 582 658 631 599 583 746 690 73S 733 713 714 692 779 781 782 756 784 681
14762 61 693 616 596 503 619 627 585 626 637 640 629 608 642 619 634 €51 616 649 619 560 587 587 588 595 5904 583 583 582 579 606 589 614 561 571 543 €43 633 635 630 611 644 641 589 585 784 731 768 766 752 754 728 775 777- 78.2]
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63
64

70 6§
15146 706 654 600 597 638 640 621 639 652 649 646 642 649 636 646 656 633 659 640 584 €15 608 602 603 617 €603 609 607 602 604 614 640 589 592 580 678 669 673 673 650 686 685 627 619 785 746 752 753 742 734 713 774 7719 782 764 739
14763 693 626 578 550 615 620 593 638 641 637 632 623 644 630 628 648 610 651 643 562 594 589 583 588 600 583 593 588 577 591 509 627 571 575 558 641 633 635 632 614 658 646 611 601 764 715 751 747 733 729 701 766 771 782 763 705
15555 681 623 563 574 607 633 599 637 641 633 635 621 640 634 615 642 604 639 659 572 611 592 583 590 602 589 588 584 584 620 584 628 581 584 572 628 620 624 621 604 631 625 611 602 773 733 760 758 742 737 A 785 765 n m
15551 65 667 604 551 557 587 592 577 612 617 612 610 601 619 607 603 624 599 626 627 575 582 596 580 595 589 595 600 602 595 590 604 611 508 604 576 636 625 629 595 591 639 626 591 582 768 724 760 760 742 749 722 764 767 790 775 709 65 |
1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 0 2 a8 M s 47 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65
2 N % & & % @® R R B2 B B R B 2 R B O OB OB R = F P o I 2 2 B B B B B & 2 R B O O P B D OB O OB O@OR ODOR Mo
t ¢ 888 5B S 8 G5 38R EE8iEREBREEEEBELEBEEREDEEREERE G 5883 i 8 58 8 :d B ;4§ ¢

orost &
=>4
2 190 £5E0066Y

73



719
694
695
696
733
735
624
650
572
825
625
611
609
619
613
623
619
625
609
611
812
618

593
594
592
599
596
570
576
578
57.7
580
576
593
578
578

69.1

614

595
598
592
620
578
576
576
593
593
529
559
562
559
558
562
580
857
557
559
563
553

796

765 748
655 628
727 708
638 598
754 733
762 743
722 734
753 738
753 732
754 653
753 732
760 739
755 734
748 728
745 726
754 734
710 689
773 754
758 745
759 747
739 726
767 756

742 711
751 M2
727 693
727 691
740 705
731 697
733 696
723 694
721 685
725 691
724 689
695 657
716 683
698 663
648 639
639 631
B64 64.7
674 684
666 609
505 550
505 525
544 550

ey =
czzyL

757

786
787

776
774
765
771
62.1
733
61.4
74
723
nz
718
ns
72

76.1

794
790

784
784
745
754
84.7
727
629
753
754
708
716
747
752

715 742

721

751

718 744
708 742
705 742
715 743

674
734
730
732
7o

79
762
763
763
748

748 776
650 B6.1

680

722

896 729

673
67.1
68.4
87.7
679
67.3

706
705
716
708
710
702

670 69.9
67.7 704
675 702
643 670
657 692
658 684
674 842
665 634
684 B54
692 683
642 648
544 568

55.1

563

578 609

692yl

ggevt @

Annexe 6
Similarité entre les isolats, calculée selon la corrélation de Pearson

Diversilab Aspergillus kit

728

74.4
744
751
72

74

713 5

795 927 931 908] (20 ]

796 938 941 919 90.5 913 912

614 b 16 78 4 1

656 N 7o s 794 798 797

63.7 724 725 706 708 71.7 702 711 708 711 724 72 .~ 0 80 90 95 100

89.7 704 698 713 729

767 754 713 726094 "
792 77.8 698 719 % de Similarité

576 602 762 740
576 69.5
570 698 798|

612 703 796 797 [ 596 7
585 702 798 782 720 738
574 509 735 715 684 687 683 692 708
586 704 767 795 721
579 703 776) 695 70.2 696 710
586 706 783l 7o 723

565 592 756 736
566 568 747 727
570 696 796 799
561 575 723 692
586 715 5
574 689 750 783 695 £9.9 690 669 68, .6 94, | 948
$67 690 759 784 699 709 698 69 6 945 944 94
562 584 730 707 675 684 676 666 68.4

575 60.3 788 799 66. 0 765

578 726 782 797
572 640 741 704
607 67.2 769 [ 725
585 649 782 788
581 647 779 788
590 651 740 713
585 651 782 794
507 €60 766 795
583 643 733 708
583 642 740 720
586 646 747 728
594 651 759 789 ¥
565 619 742 745 569 B45 6 .

557 624 727 704 X X 1 9 3 *
610 654 744 741 3 3 70, 916 91.7 90.8 918 902 903 91.1 903
737 714 704 702 a 7

728 708 701 699
743 713 726 726
708 710 676 675

679 685 679 692
681 685 680 69.1
738 755 743 70.1
671 67.3 B69 685
781 799 786 736

625 618 ] 637 631 640 616 613 624 602 649 :
721 637 629 627 625 651 630 641 635 644 619 617 626 606 653 599 599 595 626 628 562 619 609 607 590 611 606 593 592 593 605 585 556
719 784 712 646 636 624 622 646 642 649 644 655 634 631 642 619 652 608 610 610 630 633 559 632 615 617 598 622 616 604 603 604 612 593 562

oo 9
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516 523 550 485 7 542 486 489 521 563 556 556 510 498 579 580 579 593 561 586 59.2 600 603 622 612 615 57.7 523 533 548 545 521 534 547 497 498 513 539 512 493 534 526 525 512 519 524 522 518 521 560 678 564463 |
506 514 535 527 535 510 512 513 546 542 554 501 491 584 587 585 599 566 591 597 606 607 629 619 624 585 528 535 563 547 523 536 559 497 500 515 549 515 494 544 534 533 517 526 534 526 503 06 544 664 55.3 164 |
600 637 562 553 564 541 535 536 559 558 613 543 533 63.1 61.1 573 574 57.1 630 599 60.7 604 610 623 599 662 575 615 610 628 570 521 57.1 520 518 511 574 515 506 634 626 626 594 602 546 608 517 518 536 602 736 /64 65 |
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Annexe 7 : Scatterplot obtenu a partir du Fungal kit

GHdline Spacing: 5% Similadte

Diversilab 134
P Mate: Spacing between samples on the scatterplot may be distorfed
#I3T if the datesetis large andforif thers is no distinct clustering.

ol

4

Chagque nombre en noir correspond a un isolat selon l'ordre obtenu sur le

dendrogramme, un carré représente une différence de similarité calculée de 5%. Les

nombres en rouge correspondent au numeéro de génotype.
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Annexe 8 : Scatterplot obtenu a partir de I’Aspergillus kit

ul} ilab 134
F.::lfm' 4 Mote: Spacing between samples on the scatberplot may be distorted
#2295 if the datasetis large andfarif there is no distinct clustering.
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Chagque nombre en noir correspond a un isolat selon l'ordre obtenu sur le

dendrogramme, un carré représente une différence de similarité calculée de 5%. Les

nombres en rouge correspondent au numéro de génotype.
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RESUME

Les espéces du complexe Pseudallescheria boydii / Scedosporium apiospermum
sont au second rang des champignons filamenteux colonisant les voies respiratoires
des patients atteints de mucoviscidose. |l est établi que ces champignons peuvent
disséminer lors d'immunodépression et que la colonisation des voies respiratoires
par ces pathogenes peut diminuer le succés d'une transplantation pulmonaire. Dans
cette étude nous développons une nouvelle méthode de génotypage pour étudier
I'épidémiologie de la colonisation des voies respiratoires par ces champignons.

Soixante-trois isolats, multiples et séquentiels, de S. apiospermum, provenant de 9
patients atteints de mucoviscidose, et sélectionnés parmi ceux étudiés
précédemment par RAPD (random amplification of polymorphic DNA) par Defontaine
et al. (2002) ont été analysés par le systeme semi-automatique de génotypage :
DiversiLab® (Biomérieux), basé sur I'amplification par PCR de séquences répétées
de I'ADN (rep-PCR). Deux kits différents ont été comparés : I'Aspergillus kit et le
Fungal kit. Les produits d'amplification ont été séparés par électrophorese capillaire.
Les profils obtenus ont ensuite été comparés en utilisant le logiciel DiversiLab®. En
paralléle, l'identification au rang d'espéce pour chacun des isolats a été effectuée par
séquencage du locus TUB du gene de la B-tubuline.

Le Fungal kit s’est avéré plus discriminant que I'Aspergillus kit. La rep-PCR a
confirmé le schéma de colonisation décrit par la méthode de RAPD. Seul un patient
a présenté des génotypes distincts.

En conclusion, le systéme DiversiLab® de génotypage est une méthode facile et
efficace pour étudier I'épidémiologie de la colonisation des voies respiratoires par les
espéeces du complexe P. boydii / S. apiospermum. De plus nos travaux confirment la
capacité des ces champignons a coloniser de fagon chronique les voies respiratoires
des patients atteints de mucoviscidose malgré des traitements antifongiques répétés.

MOTS-CLES : Pseudallescheria, Scedosporium, génotypage, PCR de séquences
répétées, DiversiLab®, colonisation bronchique, mucoviscidose.
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