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ABBREVIATIONS ET LEXIQUE SPECIFIQUE 

 

ABPA: Aspergillose broncho-pulmonaire allergique 

ADNr: ADN ribosomal 

BPCO: Broncho-pneumopathie chronique obstructive 

DRSC: Dysfonction rhino-sinusienne chronique 

FISH : Fluorescence in situ hybridation 

Flow cell : Support du séquenceur auquel s'attachent les amplicons à séquencer 

GLM : Generalized Linear Model : modèle linéaire généralisé 

HEGP : Hôpital Européen George Pompidou 

IRM : Imagerie par résonnance magnétique 

ITS: Internal transcribed spacer 

LBA: Lavage broncho-alvéolaire 

NGS : New generation sequencing 

OTU: Operational taxonomic unit 

PCR: Polymerase chain reaction 

PCoA : principal coordinates analysis 

Read : amplicon d'ADN séquencé par l'automate 

ROP: Rinçage oropharyngé 

TDM: Tomodensitométrie 

Trimming : nettoyage et élimination des séquences non conformes aux critères choisis 

VRS : virus respiratoire syncitial 
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INTRODUCTION 

RHINOSINUSITES 

 Les sinusites et rhinosinusites correspondent à une inflammation des cavités rhino-

sinusiennes (Fig. 1). La nosologie des maladies rhino-sinusiennes repose sur des bases 

anatomiques. Les cavités rhino-sinusiennes comprennent la cavité nasale proprement dite et 

les cavités sinusiennes. Les cavités sinusiennes sont divisées en deux secteurs : 

• Les sinus antérieurs (maxillaires, frontaux et ethmoïdaux antérieurs) qui se drainent 

dans la cavité nasale au niveau du méat moyen en dehors du cornet nasal moyen 

(complexe ostio-méatal antérieur), 

• Les sinus postérieurs (sphénoïdaux et ethmoïdaux postérieurs) qui se drainent dans la 

cavité nasale au niveau du récessus sphéno-ethmoïdal en dedans du cornet nasal 

moyen (complexe ostio-méatal postérieur) (Fig. 2). 

Ces voies de drainage communes permettent de comprendre qu'une infection touchant une 

cavité au sein des sinus antérieurs ou postérieurs peut s'étendre aux autres sinus du même 

complexe.  

 

Figure 1. Anatomie des cavités rhino-sinusiennes. D'après Fokkens et al. [1]. 
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Figure 2. Anatomie scannographique des cavités rhino-sinusiennes. Examen TDM de la face chez un 
sujet sain en coupe sagittale. À gauche, la lame basale du cornet moyen (surlignée en blanc) sépare 
l'éthmoïde antérieur (EA) de l'ethmoïde postérieur (EP). À droite, les voies de drainage des sinus 
antérieurs et postérieurs sont séparées par une distance d'environ 6 cm. Sinus frontal (SF) ; sinus 
sphénoïdal (SS); méat moyen (1); récessus sphéno-ethmoïdal (2). Modifié, d'après Bonfils P. [2] 

CLASSIFICATION GENERALE DES RHINOSINUSITES 

 La rhinosinusite aiguë entraîne rhinorrhée purulente et douleurs sinusiennes 

caractéristiques et dure moins de 4 semaines. La principale étiologie est virale, notamment 

liée aux rhinovirus, aux virus Influenza et Parainfluenza [3]. L'enjeu médical dans ce type de 

sinusite est de distinguer rhinosinusite aiguë virale et bactérienne, la seconde ne représentant 

que 0,5 à 2% des sinusites aiguës et compliquant souvent l'étiologie virale [4]. Les bactéries 

les plus fréquemment responsables sont Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae 

et Moraxella cattarhalis.  

 Une rhinosinusite subaiguë désigne une sinusite persistant entre 4 et 12 semaines. 

Elle reste une entité mal décrite dont la prise en charge n'est pas détaillée dans les 

recommandations et laissée à l'expertise du clinicien [5].  

 La pathologie rhino-sinusienne chronique ou "dysfonctionnement rhino-sinusien 

chronique" (DRSC) persiste plus de 12 semaines et affecte environ 20% de la population [2]. 

Elle constitue l'un des motifs les plus fréquents de consultation en médecine générale ce qui 

en fait un enjeu important de santé publique [2]. Il s'agit de plusieurs entités avec une 

physiopathologie différente et dont l'étiologie reste souvent indéterminée [5,6]. Les signes 

cardinaux de la pathologie sont une rhinorrhée antérieure et/ou postérieure purulente, une 

congestion nasale, une sensation de plénitude ou de pression au niveau des sinus et une 
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réduction de l'odorat, voire une anosmie. Les rhinosinusites chroniques sont souvent indolores 

en dehors des poussées de surinfection.  

CLASSIFICATION DES RHINOSINUSITES CHRONIQUES 

Parmi ces rhinosinusites chroniques, il faut distinguer la pathologie saisonnière, dont les 

manifestations cliniques intermittentes suffisent à porter le diagnostic, des 

dysfonctionnements per-annuels. La classification de ces derniers repose sur l'étude 

anatomique et distingue trois entités cliniques (Fig. 3): 

1. Les pathologies de la cavité nasale. Il s'agit des rhinites chroniques per-annuelles.  

2. Les pathologies diffuses des sinus de la face. Elles correspondent à une maladie 

inflammatoire diffuse de la muqueuse nasale et sinusienne. On retrouve, au sein de ces 

pathologies, la polypose naso-sinusienne et la rhinosinusite fongique allergique.  

a. Rhinosinusite chronique avec polypose nasale [5]: il s'agit d'une entité caractérisée 

par la présence de polypes nasaux bilatéraux constitués de matériel inflammatoire 

et apparaissant comme des masses gélatineuses à la rhinoscopie. Ces polypes se 

retrouvent généralement autour du complexe ostio-méatal antérieur et peuvent se 

voir secondairement dans les cavités nasales et sinusiennes. L'étiologie du 

développement initial ainsi que la physiopathologie de ces structures 

inflammatoires sont incomplètement élucidées à ce jour. 

b. Rhinosinusite fongique allergique: elle touche le sujet immunocompétent atopique 

et est secondaire à une réaction d'hypersensibilité de type I, IgE médiée, liée au 

champignon [7]. Il est également fréquent de trouver des polypes dans cette forme, 

mais la différence majeure avec la polypose nasale repose sur la présence de 

mucines allergiques contenant des éléments fongiques [8]. Le diagnostic des 

sinusites fongiques allergiques repose ainsi sur 5 critères: (i) une sinusite 

confirmée à l'imagerie, (ii) la présence de mucus allergique dans les sinus avec des 

polynucléaires éosinophiles, (iii) la mise en évidence d'hyphes fongiques au sein 

de ce mucus, (iv) l'absence d'invasion de la muqueuse et (v) l'absence de facteurs 

d'immunodépression [9]. À l'instar de l'aspergillose broncho-pulmonaire allergique 

(ABPA), il est fréquent d'observer une hyperéosinophilie sanguine et une élévation 

des IgE totales. Si l'espèce responsable est Aspergillus fumigatus, la sérologie IgG 

anti-aspergillaire et les IgE spécifiques anti-aspergillaires sont fortement positives 
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[7]. Le traitement repose sur l'ablation endoscopique des polypes et du matériel 

inflammatoire afin d'aérer et drainer les sinus.  

3. Les pathologies localisées à un ou plusieurs sinus de la face. Elles peuvent réaliser une 

pan-sinusite antérieure ou postérieure en cas de blocage inflammatoire de l'orifice de 

drainage. Dans la plupart des cas, la pathologie semble être inaugurée par une obstruction 

de l'ostium du sinus et une sinusite aiguë bactérienne. Si l'obstruction persiste, un 

processus inflammatoire s'installe. La participation d'une infection chronique dans ce 

processus reste débattue. En effet, les preuves microbiologiques d'infection sont rares en 

raison de l'utilisation fréquente empirique d'antibiotiques sans prélèvement préalable. 

Cependant, un certain nombre d'études ont mis en évidence la présence de biofilm 

bactérien au niveau de la muqueuse [10,11]. On retrouve dans cette dernière catégorie les 

sinusites chroniques bactériennes localisées (d’origine dentaire ou non) et les 

rhinosinusites fongiques sans allergie associée.  

 

Figure 3. Classification des dysfonctionnements rhino-sinusiens chroniques (DRSC) 

CLASSIFICATION DES RHINOSINUSITES FONGIQUES 

Les rhinosinusites fongiques sont le plus fréquemment associées aux genres Aspergillus et 

Fusarium ainsi qu’à certains champignons dématiés (Alternaria, Bipolaris, ...) [12]. La 

classification des sinusites fongiques distingue sinusites fongiques invasives et non-

invasives sur des critères cliniques, radiologiques et anatomopathologiques résumés dans 

le tableau 1 [13].  
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Parmi les sinusites non-invasives, sont représentées les sinusites fongiques allergiques 

(qui appartiennent aux DRSC diffus, décrits précédemment, cf. p13) et les balles 

fongiques sinusiennes, qui seront détaillées ultérieurement (cf. p.17) (tableau 1). Les 

formes invasives regroupent, quant à elles, trois entités :  

 Les sinusites invasives aiguës surviennent chez le patient immunodéprimé, 

notamment dans le cadre d'une hémopathie maligne ou d’une neutropénie. Elles sont 

majoritairement dues à A. fumigatus ou à des Mucorales donnant alors un tableau de 

mucormycoses rhino-orbito-cérébrales. Ces dernières surviennent particulièrement chez 

les patients atteints de diabète mal équilibré et sont des urgences diagnostiques et 

thérapeutiques. En effet, ces formes, très rapidement progressives, envahissent les tissus 

mous et osseux adjacents. Le traitement requiert une chirurgie de débridement en urgence 

ainsi que des antifongiques systémiques à forte dose.  

 Les sinusites invasives chroniques évoluent de façon plus progressive (>12 

semaines) et seraient la conséquence d'une baisse de l'immunité dans le cadre d'une 

sinusite fongique non invasive sous-jacente, comme une balle fongique [13]. Le diabète 

et la corticothérapie sont les principaux facteurs de risque d'évoluer d’une sinusite 

fongique non-invasive vers une sinusite fongique invasive. La sinusite se présente 

initialement sous forme de céphalées, douleurs et congestion nasale, donnant ensuite des 

symptômes liés à l'envahissement des tissus et nerfs adjacents. Le traitement repose sur 

les antifongiques systémiques.   

 Les sinusites invasives chroniques granulomateuses représentent une entité 

particulière, liée à Aspergillus flavus, survenant chez le sujet jeune immunocompétent 

dans certaines zones géographiques, notamment au Maghreb, au Soudan, en Inde et au 

Moyen-Orient. L'évolution se fait sur plusieurs années, souvent de façon 

asymptomatique, avec un envahissement progressif des tissus adjacents et finalement une 

lyse osseuse. Une réaction granulomateuse sans nécrose caséeuse, une fibrose importante 

et une absence d'angio-invasion sont classiquement observées à l'anatomopathologie. Le 

traitement repose sur les antifongiques par voie systémique. La mortalité est quasi nulle, 

mais les récidives fréquentes [12]. 
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Type Caractéristiques de 
l'hôte Clinique Microbiologie Anatomopathologie Autres 

N
on

-in
va

si
ve

 Sinusite 
allergique 
fongique 

Immunocompétent 
Terrain atopique 
(asthme et rhinite 

allergique) 

Polypes nasaux 
Pansinusite 
chronique 
récidivante 

Pays tempérés : 
Champignons dématiés 

(Alternaria sp., 
Curvularia sp., Bipolaris 

sp.), Aspergillus 
fumigatus, Fusarium sp. 

 
Inde et Moyen-Orient: 

Aspergillus flavus 

Eosinophiles altérés 
et cristaux de 

Charcot-Leyden 
Hyphes 

Absence d'invasion 
de la muqueuse 

Infection 
bactérienne 

souvent 
associée 

Balle fongique 
sinusienne Immunocompétent 

Sinusite chronique 
Douleur faciale 

Cacosmie 
A. fumigatus Absence d'invasion 

de la muqueuse  

In
va

si
ve

 

Sinusite fongique 
aiguë invasive 

Immunodéprimé 
(diabète, neutropénie, 
hémopathie maligne, 
transplanté d'organe 

solide) 

Présentation aiguë 
Fièvre 

Céphalées 
Epistaxis 

Douleur faciale 

A. fumigatus 
Mucorales (Rhizopus sp., 

Mucor sp., Lichteimia 
sp., ...)  

Invasion de la 
muqueuse et des 

vaisseaux sanguins 
Infarctus tissulaire 

Nécrose 

 

Sinusite fongique 
chronique 
invasive 

Immunodéprimé 
(diabète et 

corticothérapie) 

Evolution 
progressive  

> 3 mois 
Douleurs nasales 

Céphalées 
Anosmie 

Aspergillus sp. 

Invasion de la 
muqueuse et des 

vaisseaux sanguins 
Infiltrat 

inflammatoire 
chronique 

 

Sinusite fongique 
granulomateuse Immunocompétent Asymptomatique A. flavus 

Granulome sans 
nécrose caséeuse 

Fibrose importante 
Pas d'angio-invasion 

 

Tableau 1. Classification et particularités des sinusites fongiques
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LES BALLES FONGIQUES SINUSIENNES 

  La balle fongique sinusienne représente jusqu'à 28,5% des sinusites chroniques 

maxillaires [14].  C'est de loin la sinusite fongique la plus fréquente et la plus étudiée [14]. Il 

s'agit d'un amas dense de filaments mycéliens obstruant le sinus (Fig. 2). Elle touche 

particulièrement les femmes âgées de 50 à 60 ans [15,16]. La physiopathologie de cette entité 

reste mal comprise, mais deux portes d'entrée sont proposées : respiratoire ou dentaire. La 

balle fongique d’origine respiratoire se formerait après inhalation de spores via l'ostium 

naturel du sinus. La balle fongique d’origine dentaire ferait suite à une communication 

iatrogène créée lors d'une extraction dentaire ou d'un traitement endocanalaire, qui permettrait 

la colonisation sinusienne par le champignon. Une combinaison des deux mécanismes est 

envisageable. Elle serait favorisée par la composition riche en zinc des pâtes dentaires qui 

peuvent secondairement saillir au niveau de la muqueuse sinusienne et favoriser ainsi 

l'implantation des champignons. Cette théorie n’est néanmoins pas valable pour les balles 

fongiques des sinus frontaux et sphénoïdaux. Certains auteurs ont aussi émis l'hypothèse que 

la fermeture d'un ostium, rendant l'environnement anaérobie, serait à l’origine de la 

transformation d'une colonisation saprophyte fongique en un envahissement pathogène du 

sinus [17]. Cette théorie semble démentie par une étude montrant qu'une obstruction ostio-

méatale est rarement observée dans le cas des balles fongiques sinusiennes [18]. Le diagnostic 

de balle fongique est probablement souvent sous-estimé, mais devrait être envisagé dans tous 

les cas de sinusites chroniques réfractaires à un traitement antibiotique, notamment 

lorsqu’elles sont unilatérales. Une obstruction sinusienne à centre hypodense, sans notion de 

corps étranger à l'interrogatoire, devrait aussi faire évoquer le diagnostic. Seuls l'examen 

direct et l'anatomopathologie pourront confirmer le diagnostic et son caractère non invasif. Un 

traitement chirurgical est systématiquement requis dans le cas des balles fongiques, plus ou 

moins associé à un traitement médical par azolés en péri-opératoire. Ce traitement est 

notamment proposé dans des cas d'ophtalmoplégie ou de syndrome méningé avec présence 

d'une ostéolyse sans mise en évidence de filaments invasifs à l'examen anatomopathologique 

[19]. Le pronostic est bon, seules de rares récidives ont été décrites [14].  
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Figure 4. Balle fongique du sinus maxillaire. (A) Vue endoscopique peropératoire: muqueuse 
œdémateuse et inflammatoire (B) Aspect macroscopique de la balle fongique après exérèse 
chirurgicale. 

  Après exérèse chirurgicale, l’anatomopathologie et l'examen direct mycologique des 

balles fongiques montre quasi systématiquement la présence de filaments mycéliens. 

Néanmoins, le champignon n’est que rarement isolé en culture (30-35% des cas), ce qui pose 

problème pour évaluer les options thérapeutiques [20,21]. Plusieurs hypothèses sont avancées 

pour expliquer cette discordance. La première hypothèse est que nos techniques diagnostiques 

et milieux de culture utilisés en routine mycologique (Sabouraud) soient insuffisants pour 

mettre en évidence des espèces fongiques nécessitant des conditions de croissance 

particulières. Dans une cohorte nantaise de 2018 incluant 137 patients, Morio et al. ont utilisé, 

en complément de la culture, une PCR ciblant l'ADN ribosomal 28S d'A. fumigatus sur l'ADN 

extrait à partir de balles fongiques. Alors que la culture n'était positive que dans 32,1% des 

cas, la PCR permettait d'identifier A. fumigatus dans 77,4% des cas [21]. A. fumigatus est 

pourtant une des moisissures les plus fréquentes et facilement cultivée sur milieu de culture 

classique. Dans une cohorte rennaise, une PCR panfongique ciblant la région internal 

transcribed spacer (ITS) a été réalisée sur des balles fongiques sinusiennes, permettant de 

mettre en évidence 79% d'Aspergillus spp. [22]. Cette première hypothèse est donc peu 

probable. Une seconde hypothèse serait que les structures fongiques au sein de la balle 

sinusienne sont altérées et/ou que le métabolisme du champignon est ralenti, rendant la 

croissance du champignon in vitro lente ou difficile dans les conditions de culture standards. 

Enfin, on peut faire une dernière hypothèse: la présence concomitante d'espèces bactériennes, 

commensales ou pathogènes, interagissant avec le champignon, pourrait fragiliser son 
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intégrité et inhiber sa croissance [23]. Dans une étude récente basée sur la culture, Zhang et 

al. ont montré que des bactéries pathogènes étaient associées dans plus de 75% des balles 

fongiques [23]. De façon intéressante, la présence de Pseudomonas aeruginosa était 

significativement associée à l'observation de filaments mycéliens altérés à l'examen direct  et 

à une culture mycologique non contributive [23]. Il est donc envisageable que les sinusites 

chroniques décrites comme des balles fongiques soient en fait le produit d'interactions 

microbiennes complexes, rendant difficile l'isolement in vitro des espèces impliquées.  

METAGENOMIQUE ET NEXT GENERATION SEQUENCING 

L'étude de la diversité microbienne et de son abondance a reposé jusqu'à la fin du XXème 

siècle sur des techniques de culture, en particulier bactériennes. Ces techniques présentent 

aujourd’hui de nombreuses limites. En effet, le milieu de culture et les conditions de 

croissance influencent fortement l’isolement des micro-organismes présents dans le 

prélèvement. On estime ainsi que la culture ne permet d'identifier que 1% des bactéries dans 

la plupart des échantillons environnementaux [24]. De plus, la culture entraîne une sur-

représentation des souches et espèces à croissance rapide et une sous-représentation des 

espèces anaérobies, à culture lente ou exigeante. En outre, elle ne permet pas toujours 

d’identifier facilement les infections mixtes. Enfin, l'étude de la biodiversité fongique est 

souvent omise.  

Le terme de métagénomique a été défini pour la première fois en 1998 comme "la collecte de 

tous les génomes des membres d'une communauté microbienne à partir d'un certain 

environnement" [25]. L'avènement des techniques de métagénomique ou en d'autres termes, 

de séquençage à très haut débit, permet depuis plusieurs années des analyses précises des 

microbiotes humains. Le microbiote, concept récent également, est définit comme "la 

communauté écologique des micro-organismes commensaux, symbiotiques et pathogènes qui 

se partagent notre corps" [26]. Le microbiome vient secondairement préciser un microbiote 

dans un environnement donné et à un temps donné. À l'inverse de la génomique qui consiste à 

séquencer un génome unique, la métagénomique séquence l'ADN de l’ensemble des espèces 

de micro-organismes présents dans un milieu donné et permet d'apporter des indications 

concernant leur identification et leurs abondances relatives. Il existe deux grands types 

d’analyses métagénomiques : le whole genome shotgun et la métagénomique ciblée (Fig. 5). 

Le whole genome shotgun permet de séquencer la totalité de l'ADN et/ou ARN contenu dans 

un échantillon, donnant des séquences issues de plusieurs génomes. Cette technique apporte 
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une quantité d'information maximale concernant un échantillon, mais l'analyse est coûteuse, 

complexe et nécessite un assemblage minutieux des séquences afin de reconstituer les 

génomes présents dans l'échantillon. Dans ce type d’analyse, les proportions de chaque 

organisme au sein du microbiote sont conservées. Dans les analyses par métagénomique 

ciblée, on amplifie et on séquence une région choisie pour ses capacités en tant que marqueur 

de la taxonomie. L'analyse est moins onéreuse et plus rapide que le whole genome shotgun, 

mais elle entraîne de nombreux biais notamment taxonomiques, liés au choix de la région 

d’amplification, mais aussi des biais quantitatifs liés à l'amplification inégale de certains 

gènes par rapport à d'autres. Jusqu’aux années 2010, seules des analyses de métagénomique 

ciblée portant sur le microbiote bactérien étaient publiées. L’analyse concomitante de la 

diversité fongique des microbiotes est encore très rare, notamment pour les prélèvements de 

type respiratoire [27].  

 

Figure 5. Deux types de métagénomique. La métagénomique ciblée est basé sur l'amplification puis le 
séquençage d'un fragment d'ADN/ARN ubiquitaire chez les organismes étudiés. La métagénomique 
non ciblée ou whole genome shotgun fragmente l'ADN/ARN présent et séquence la totalité des 
fragments sans amplification préalable. Schéma de C. Rodriguez.  

LA METAGENOMIQUE CIBLEE 

LES DIFFERENTES ETAPES 

L'étape fondamentale de toute étude de métagénomique ciblée est la réalisation d'un plan 

d'expérience répondant à une question biologique claire permettant de guider les choix 

technologiques, les protocoles techniques et les méthodes d'analyses.  
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COLLECTION DES ECHANTILLONS 

Chaque prélèvement doit être représentatif du milieu étudié. Les prélèvements doivent être 

réalisés de manière stérile afin de réduire au maximum le risque d'introduction d'ADN 

exogène contaminant. L'idéal est d'extraire l'ADN dès que l'échantillon est prélevé, car la 

matrice vivante est sujette à évolution après retrait de son milieu d'origine. En pratique, il est 

souvent nécessaire de transporter et stocker les échantillons en les congelant ou en leur 

ajoutant des conservateurs afin de figer la composition du microbiome. Ces différentes 

méthodes de préservation peuvent quand même altérer la composition des échantillons. Choo 

et al. ont notamment décrit des compositions différentes entre échantillons frais, congelés et 

conservés à l'aide de différents conservateurs [28,29]. La réfrigération à 4°C, la conservation 

à température ambiante et l'utilisation de différents conservateurs (RNAlater®, 

OMNIgene.GUT® et Tris-EDTA) étaient comparées à la congélation à -80°C pour des 

prélèvements fécaux. La réfrigération n'entraînait pas d'altération significative de la diversité. 

L'utilisation des conservateurs entraînait des modifications plus ou moins importantes en 

fonction du produit utilisé : le Tris-EDTA, par exemple, altérait de façon significative la 

diversité [28]. Dans une autre étude, Angebault et al. ont comparé le stockage à -80°C avec et 

sans RNAlater®. Des différences significatives dans l'abondance relative de certains taxa 

étaient notées pour 7/41 taxa bactériens et 6/40 taxa fongiques. Un taxon fongique, 

Cryptococcus, était uniquement détecté dans les échantillons stockés dans du RNAlater® 

[29].  

EXTRACTION 

L'étape d'extraction et son optimisation sont une étape essentielle du protocole de 

métagénomique ciblée. Cette étape permet d'accéder à l'ADN des organismes présents dans 

l'échantillon et la méthode d'extraction doit être adaptée à la nature de l’échantillon et à celle 

des micro-organismes que l’on cherche à étudier. Par exemple, l'approche sera très différente 

si l’on cherche à extraire de l'ADN viral circulant ou de l’ADN fongique, protégé par une 

membrane nucléaire, une membrane plasmique et une paroi cellulaire. En effet, la paroi 

fongique, constituée d'une épaisse couche de chitine, de ß-glucanes et autres polysaccharides 

associés à des protéines et, dans certains cas, de mélanine, protège efficacement la cellule 

fongique contre la lyse chimique et enzymatique. Les protocoles permettant d'extraire l'ADN 

fongique doivent donc intégrer des étapes de lyse mécanique à l'aide de microbilles [29,30] 

ainsi qu’une lyze enzymatique. De la même manière, l’extraction des bactéries à Gram positif 
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ou des Mycobactéries est souvent difficile et nécessite de combiner aussi lyse mécanique et 

enzymatique [31]. Dans un travail comparant 21 méthodes d'extraction, Costea et al. ont 

d’ailleurs montré qu'une étape de lyse mécanique était associée à une meilleure appréciation 

de la diversité bactérienne et que cette étape était essentielle au rendement d'extraction des 

bactéries Gram positif [31]. Concernant les fungi, Huseyin et al. ont comparé 5 protocoles 

d'extraction du microbiote intestinal et seuls les protocoles avec une étape de lyse mécanique 

avec microbilles permettait d'extraire l'ADN en quantité suffisante permettant une 

amplification et un séquençage de l’ADN fongique [32]. Des résultats similaires sont 

observés par Vesty et al lors de l'extraction du microbiome bactérien et fongique salivaire 

avec 4 protocoles différents [33]. Pour l'extraction combinée de l'ADN bactérien et fongique, 

Angebault et al. ont récemment souligné que le choix de la technique d'extraction affecte plus 

l'abondance relative des taxa fongiques que bactériens [34]. Dans un autre travail comparant 8 

protocoles d’extraction pour l’étude du microbiote oral, Rosenbaum et al. ont montré que les 

différences de protocoles d’extraction affectaient plus le rendement de l'extraction que la 

composition en taxa [35]. Le rendement de l'extraction d'acides nucléiques est important pour 

la métagénomique bactérienne, mais plus encore pour la métagénomique fongique en raison 

des faibles charges fongiques au sein des microbiomes humains [36]. L'ADN exogène issu de 

l'hôte ou de certains réactifs pouvant être à l'origine de contamination, il est important de 

traiter en parallèle les témoins négatifs faisant office de contrôles.  

CHOIX DE LA CIBLE ET DES AMORCES 

Afin d'identifier au mieux la diversité microbienne d'un échantillon, l'amplification cible un 

locus génomique d'intérêt taxonomique. Un bon marqueur taxonomique est à la fois 

universel, présent dans tous les génomes extraits et contenant des séquences conservées 

permettant d'hybrider des amorces, et spécifique, contenant des séquences suffisamment 

variables pour discriminer correctement les taxa. Différents loci se sont imposés comme 

cibles privilégiées en fonction des règnes étudiés. Ils sont souvent retrouvés au niveau de 

l'opéron ribosomique : 

• ADNr 16S pour les bactéries 

• ITS pour les eucaryotes appartenant au règne fongique 

• ADNr 18S pour les autres eucaryotes 
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Figure 6. Carte du gène ADNr 16S bactérien (A) et opéron ribosomique fongique (B). Échelle en paire 
de bases. De Bokulich et al. [37]. 

Ces marqueurs ne sont pas parfaits et la variation du nombre de copies du locus cible entre 

microorganismes provoque une estimation biaisée de l'abondance relative de chaque espèce 

microbienne. En effet, le nombre de copies de l'opéron est variable selon les génomes et peut 

aller de 1 à 15 copies selon l'espèce bactérienne [38] ou fongique [39]. Une espèce à grand 

nombre de copies sera préférentiellement amplifiée et plus représentée dans les reads issus du 

séquençage. Les différentes copies peuvent également présenter des variations de séquences 

rendant l'identification des organismes complexe [39].  

 Par ailleurs, les techniques actuelles de séquençage ne permettent pas de séquencer 

l’intégralité des régions cibles et il est donc nécessaire de choisir pour chaque région un 

fragment d'intérêt (450 à 550 nucléotides). Ainsi, il est recommandé de cibler la région V3-

V4 de l’ADNr 16S pour étudier le microbiome intestinal humain [40] alors qu’on préférera la 

région V1-V2 pour l'étude des eaux usées [41]. Le choix des amorces est également 

dépendant de la composition du microbiote attendu, et doit faire un compromis entre la 

compatibilité des amorces avec un maximum de taxa et leur spécificité. En effet, l’utilisation 

de certaines amorces peut entraîner des biais taxonomiques. Ainsi, Bellemain et al. [42] 

explorent, par une méthode bio-informatique de PCR in silico, les biais d'amplification 

fongique des couples d'amorces les plus fréquemment utilisés. L'appariement des amorces sur 

des séquences vérifiées de bases de données est analysée en fonction de différents paramètres 
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de PCR. L'amorce sens ITS1-F ciblant la région ITS1 (Figure 6B) présente de nombreux non-

appariements entraînant des biais taxonomiques durant la PCR. Les amorces ITS1-F, ITS1, 

ITS5 entraînent des biais taxonomiques en faveur de l'amplification des basidiomycètes tandis 

que les amorces ITS2, ITS3 et ITS4 favorisent les ascomycètes [42]. Pour augmenter la 

sensibilité des amorces, il est possible d'ajouter des bases dégénérées aux amorces, mais aux 

dépens de la spécificité puisque cela augmente le risque d'amplification de séquences 

contaminantes, notamment humaines. Ihrmark et al. [43] proposent trois nouvelles amorces-

sens comprenant des bases dégénérées, ciblant la région ITS2 en association avec une amorce 

anti-sens ITS4 précédemment décrite [44]. La longueur de la région amplifiée est également 

variable et certains auteurs amplifient la région ITS1 ou ITS2 tandis que d'autres amplifient la 

totalité de ITS1-5,8S-ITS2 (Figure 6B)[45]. Amplifier une région plus longue donne plus 

d'information taxonomique et permet parfois d'identifier jusqu'à l'espèce, mais cela entraîne 

également des biais de sélection liés aux variations importantes de longueur de la région ITS 

d’une espèce à l’autre. Dans tous les cas, l'amplification de la région ITS2 aura toujours 

tendance à favoriser les ascomycètes, en raison de la différence de longueur systématique de 

cette région entre ascomycètes et basidiomycètes. Afin de comparer les résultats des études de 

métagénomique de la littérature, il faut prendre en compte les amorces utilisées. Les projets 

étudiant le mycobiome des voies aériennes supérieures et inférieures utilisent majoritairement 

des amorces ciblant la région ITS1 ou ITS2 (Tableau 1).  

Sites de 

prélèvement 
Statut clinique 

Région 

amplifiée 
Amorces utilisées Référence 

ROP                  

(n = 20) 
patients sains ITS1 ITS1-F/ITS2 

Ghannoun et al. (2010) 

[46] 

ROP/ BAL  

( n = 24) 

sains/transplantés 

pulmonaires 
ITS1 ITS1-F/ITS2 

Charlson et al. (2012) 

[47] 

Expectorations mucoviscidose ITS2 ITS2-F/ITS2-R 
Delhaes et al. (2012) 

[48] 

Expectorations 

induites  

(n = 43) 

Asthme 18S Euk1a/Euk516r 

Van Woerden et al. 

(2013) 

[49] 
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Tableau 2. Études du mycobiome fongique dans les voies respiratoires. ROP Rinçages oropharyngés; 
LBA: Lavage broncho-alvéolaire; BPCO: Broncho-pneumopathie chronique obstructive; NR: non 
renseigné 

Il est donc important de sélectionner méticuleusement la cible et les amorces, notamment pour 

les échantillons environnementaux très riches en taxa. Par ailleurs, il est recommandé, au 

moins pour les validations de protocole, d'utiliser plusieurs jeux d'amorces en parallèle.  

AMPLIFICATION ET SEQUENCAGE 

 Préparation des librairies de séquençage 

La première étape consiste à amplifier, selon la cible choisie, les fragments d'ADN contenus 

dans le mélange initial d'ADN génomique issu de l'échantillon. Des séquences artificielles 

sont ensuite ajoutées par ligation aux extrémités des amplicons (Figure 7) : 

ROP                  

(n = 24) 
VIH/ non VIH ITS1 ITS1-F/ITS2 

Mukherjee  et al. (2014) 

[50] 

Salive (n = 6) 
Sains, non-

fumeurs 
ITS1 ITS1F/ITS2 

Dupuy et al. (2014) 

[51] 

Expectorations 

(n = 6) 
mucoviscidose ITS1 ITS1F/ITS1R 

Willger et al. (2014) 

[52] 

Ecouvillon 

nasal (n = 23) 

Sinusites 

chroniques 
18S funSSUF/SSUfunR 

Cleland et al. (2014) 

[53] 

Expectorations 

(n = 56) 
mucoviscidose ITS1 ITS1/ITS2 

Kramer et al. (2015) 

[54] 

ROP/LBA  

(n = 56) 
BPCO 

18S 

ITS1 

18S0067a/NSR399 

ITS1-F/ITS2 

Cui et al. (2015) 

[55] 

Ecouvillon 

nasal (n=8) 

Rhinite 

allergique 
18S NR 

Jung et al. (2015) 

[56] 

Expectorations 

(n=4) 
mucoviscidose ITS2 ITS3/ITS4 

Botterel et al. (2017) 

[27] 

LBA (n=59) ABPA ITS1 NR 
Fraczek et al. (2017) 

[57] 

LBA (n=89) 
Blastomyces 

obtenu en culture 
ITS1 ITS1F/ITS1R 

McTaggart et al. (2019) 

[58] 
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1. Séquences index, marqueurs choisis par l'expérimentateur afin de retrouver l’origine 

des séquences produites (reads) après le run de séquençage (au cours duquel tous les 

fragments à séquencer ont été mélangés) 

2. Séquences d'adaptateurs qui permettent d'ancrer les amplicons au support du 

séquenceur (flow cell) et d’initier le séquençage 

 

Figure 7. Préparation des librairies de séquençage. (1) ADN génomique avec locus d'intérêt à 
amplifier; (2) amplification du locus cible avec amorces sélectionnées; (3) ligation des adaptateurs  
(bleu) et index (rose); (4) obtention du produit final 

Durant cette étape, les amplicons vont également subir plusieurs purifications et une 

quantification. Cette dernière permettra la normalisation manuelle des échantillons et 

l’homogénéisation de la quantité d’amplicons séquencée pour chaque échantillon. À l’issue de 

ces différents stades de préparation, les librairies de séquençage sont prêtes à être traitées. 

Elles sont alors transformées en séquences (reads) par un séquenceur haut débit.  

 Séquençage à haut débit 

Il existe plusieurs générations de séquenceurs à haut débit avec différents modes de 

fonctionnement. Les séquenceurs de deuxième génération correspondent au 454 GS-FLX et 

GS-FLX+ de Roche, Illumina HiSeq & MiSeq, Ion torrent PGM. Les trois derniers sont les 

plus utilisés actuellement dans les services hospitaliers en raison de leur bon rapport qualité-

prix, de leur accessibilité technique et de leur taille réduite adaptée au travail dans un 

laboratoire de petite taille. Je présenterai ici uniquement la technologie utilisée dans ce travail, 
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le séquenceur Illumina MiSeq. Arrivée sur le marché en 2011, cette technologie est basée sur 

du séquençage par synthèse faisant intervenir des nucléotides porteurs de 4 fluorochromes 

différents, un pour chaque base nucléique. Les fragments d'ADN sont fixés sur un support de 

séquençage appelé flow cell  sur laquelle une amplification de fragments se fait en pont 

(bridge-PCR) formant des clusters de fragments identiques sur la lame. L'étape de séquençage 

peut être à l'origine de biais et certains points doivent être contrôlés après le run afin de 

préparer l'analyse bio-informatique. En premier lieu, il convient de vérifier la profondeur de 

séquençage. Elle correspond au nombre maximum de séquences obtenues (reads) par le 

séquenceur. Ce nombre de reads total est divisé par le nombre d'échantillons injectés sur la 

flow cell ce qui revient à avoir un nombre de reads moyen par échantillon. Plus la flow cell est 

chargée avec beaucoup d'échantillons et plus le risque est grand de manquer un amplicon 

faiblement représenté. Il est possible de réduire le nombre d'échantillons pour augmenter la 

profondeur de séquençage aux dépens du coût de l'expérience ou du nombre d'échantillons 

passés.  

 Analyse bio-informatique : nettoyage (trimming) des données 

Si la profondeur globale du run est acceptable, le nettoyage (trimming) des données peut 

débuter. Les reads sont d’abord filtrés s’ils présentent des marqueurs de qualité insuffisante. 

Il s'agit d'éliminer les reads contenant un pourcentage trop important de bases indéterminées, 

les reads trop courts et ceux qui possèdent un score de qualité Phred insuffisant. Le score 

Phred (Q) était initialement assigné à chaque base nucléique issue d'un électrophorégramme 

lors du séquençage Sanger. Il est par la suite devenu un standard permettant de caractériser la 

qualité d'une séquence d'ADN afin de comparer différentes techniques. Ce score est relié à la 

probabilité d'erreur d'identification d'une base. Un score Phred de 30 (seuil usuel 

d’acceptabilité) signifie que la probabilité que cette base ait été identifiée incorrectement est 

de 1 pour 1000 selon la formule Q = -10 log10 P. Un score global est ensuite donné à chaque 

read obtenu. Ces reads sont ensuite démultiplexés grâce à l'index nucléotidique qui marque 

chaque séquence, ce qui permet de les associer à leur échantillon de départ.  
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  Analyse bio-informatique : assignation des données 

L'analyse bio-informatique des données consiste à assigner à chaque read une identification 

taxonomique fiable afin d'évaluer la composition et la diversité de l'échantillon. La conception 

de pipelines d'analyse a permis d'alléger cette démarche complexe. Il en existe actuellement 

deux catégories distinctes : 

1. Les pipelines clustering-first qui regroupent les reads en clusters appelés Operational 

Taxonomic Units (OTU) en se basant sur leurs similarités et qui identifient ces OTUs 

en comparant une séquence représentative du cluster à une base de données de 

séquences annotées. Cette démarche nécessite de fixer un seuil de similarité pour 

définir une OTU. 

2. Les pipelines assignement-first qui annote chaque read puis les regroupent 

secondairement en clusters en fonction de l'annotation. 

Le choix de la banque de séquences de référence est une étape primordiale pour l’assignation 

taxonomique. Généralement, les pipelines sont associés à une base privilégiée. La base de 

données doit être adaptée à la cible d'intérêt, annotée correctement, exhaustive et elle doit 

suivre une taxonomie standardisée. Pour l'ARNr 16S bactérien, trois banques principales font 

référence [59]: SILVA [60], Greengenes [61] et RDP (Ribosomal Database Project) [62]. La 

base SILVA propose des séquences tirées de l'ENA (European Nucleotide Archive) et elle est 

régulièrement mise à jour (incrémentation des nouvelles séquences). Greengenes est 

l'équivalent américain et se base uniquement sur des séquences issues de Genbank. RDP est 

une autre initiative américaine qui a la particularité d'avoir un alignement et un arbre 

taxonomique de référence, basé sur un ensemble restreint de 10 000 séquences issues du 

séquençage de souches types. Concernant les banques de séquences de référence pour les ITS 

fongiques, elles sont moins standardisées. Elles ont longtemps été difficiles à utiliser en raison 

de nombreuses séquences incomplètes et/ou mal annotées sur Genbank [63]. Des bases de 

données publiques avec séquences contrôlées ont été récemment développées telles que la 

NCBI RefSeq [64], BOLD [65], UNITE [66] et l'ISHAM-ITS database [67]. Certaines bases 

de données sont spécifiques des champignons pathogènes pour l'homme, comme pour 

Fungibank, créée et mise à jour par le Centre National de Référence des Mycoses invasives et 

Antifongiques (CNRMA) français (http://fungibank.pasteur.fr). Le groupe de travail 

international de l'ISHAM (International Society for Human and Animal Mycoses) a mis au 

point en 2011 une base de données de pathogènes humains et animaux contenant aujourd'hui 
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plus de 3750 séquences d'ITS [63]. Cette base de données est également parfaitement intégrée 

à NCBI RefSeq, UNITE et BOLD via des liens directs [63]. UNITE, créée en 2003, se 

concentrait initialement sur des séquences de champignons mycorrhiziens. Plus récemment, 

des changements majeurs ont été apportés à cette base, qui a élargi son spectre de séquences 

de référence, et UNITE est désormais considérée comme une base de données fiable pour la 

plupart des champignons [66]. De plus, elle permet l'analyse directe de séquences issues d'une 

analyse de métagénomique [66].  

 À l'issue de cette étape bio-informatique, une table d'OTU est obtenue, contenant le 

nombre de reads assignés pour chaque échantillon à chaque OTU et les assignations 

taxonomiques correspondantes (cf. annexe 1). Il est ensuite nécessaire de normaliser les 

comptages entre échantillons qui n'ont pas forcément un nombre total de reads identique et ce 

malgré la normalisation manuelle des échantillons faite avant l'étape de séquençage. On 

s’intéresse ensuite aux abondances relatives de chaque OTU ou de chaque taxon au sein de 

l'échantillon pour analyser le microbiote.  

EVALUATION DE LA DIVERSITE (DETECTEE) A PARTIR DE DONNEES 
METAGENOMIQUES 

L'analyse des données de la table d'OTUs permet de répondre aux questions biologiques 

posées dans le plan d'expérience. Les définitions des principaux indicateurs de la diversité 

sont détaillées dans le tableau 3. La comparaison de la composition en organismes est permise 

par différents indicateurs biologiques : alpha-diversité et bêta-diversité. 

Indicateur de diversité Définition 

Richesse (species richness) Nombre d'OTU ou taxa 

Uniformité de la répartition 

(evenness) 

Abondance relative des différents OTUs ou taxa 

Dominance Emergence d'un seul OTU ou taxon 

Index de diversité 
Index permettant d’évaluer la biodiversité d’un milieu 
calculé sur la base de la richesse et de l’uniformité de la 
répartition des OTUs ou taxa 

Alpha-diversité Diversité observée au sein d'un échantillon 

Béta-diversité Diversité observée inter-échantillons 

OTU: Operational taxonomic unit 

Tableau 3. Indicateurs de diversité utilisés pour décrire une communauté microbienne 
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L'alpha-diversité correspond à la diversité d'un échantillon et peut-être calculée pour chaque 

échantillon à partir de la table d'OTUs. Elle est déclinée en 2 types de métrique : la richesse 

(compte total des différents OTUs) et l’uniformité de répartition (compte des OTUs en 

prenant compte de leur abondance relative). La richesse peut être sous-estimée si la 

profondeur de séquençage n'a pas été suffisante pour mettre en évidence tous les organismes 

présents dans l'échantillon. Il est possible de modéliser ce phénomène par une courbe de 

raréfaction en sous-échantillonnant un échantillon à différents intervalles de profondeur 

(Figure 8). La profondeur est suffisante si l'échantillon atteint une asymptote qui représente la 

richesse réelle de l'échantillon. Augmenter la profondeur de séquençage ne permettrait pas de 

découvrir de nouveaux OTUs si l'asymptote est atteinte. Certains indices de richesse comme 

Chao1 [68] ou ACE (abundance-based coverage estimator) [69] permettent de corriger le 

nombre d'OTUs en se basant sur des formules mathématiques modélisant cette courbe de 

raréfaction. Des échantillons ayant une richesse similaire peuvent néanmoins avoir une 

diversité différente, notamment en termes d’uniformité (ou homogénéité) de la répartition des 

taxa. Des indices de diversité évaluent ces différences de richesse et de répartition. Les 

indices les plus fréquemment utilisés sont l'indice de Shannon [70], l'indice de Simpson [71] 

et l'indice de Simpson inverse.  

 

Figure 8. Courbe de raréfaction de deux échantillons x et y. L'asymptote est atteinte pour l'échantillon 
x et a une profondeur de séquençage suffisante à 8000 reads lus. L'échantillon y n'atteint pas 
l'asymptote à 8000 reads et il est probable que des OTUs minoritaires n'aient pas été mises en 
évidence. Il aurait fallu séquencer au moins 12000 reads pour obtenir la totalité des OTUs présents 
dans l'échantillon y. D'après Siegwald L. [72] 

L'indice de Shannon est une mesure de l'entropie, représentée par un nombre souvent compris 

entre 0 et 5, mais n'ayant en théorie pas de maximum. Une valeur élevée représente un 
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microbiote avec une richesse importante et dont les OTUs ont des proportions similaires. Il 

est calculé de la façon suivante : 

 

N est le nombre total de taxa ou d'OTUs dans un échantillon et pi la fréquence de l'OTU dans 

l'échantillon.  

L'indice de diversité de Simpson calcule la probabilité que deux reads tirés au hasard dans un 

échantillon appartiennent au même OTU et se calcule selon la formule suivante :  

  

La valeur est comprise entre 0 et 1. Plus la valeur est élevée, plus la diversité est importante. 

Il permet d'exprimer la dominance d'une espèce lorsqu'il tend vers 0 et la codominance 

d'espèces lorsqu'il tend vers 1. L'indice de Simpson inverse commence à 1, il représente une 

communauté ne contenant qu'un seul taxon ou OTU. Sa valeur augmente également avec la 

diversité de l'échantillon. 

 

Ces indices peuvent être utilisés pour évaluer si une différence significative de richesse et/ou 

d’uniformité de répartition existe entre des groupes d'échantillons. 

La béta-diversité évalue la différence de diversité inter-échantillons en évaluant le degré de 

différence entre deux communautés microbiennes. En comparant la bêta-diversité entre 

différents groupes d’échantillons, on peut évaluer le changement des communautés en 

fonction du temps, de l'espace géographique ou de certaines conditions particulières, 

physiologiques ou non. L'un des indices fréquemment utilisé pour évaluer la bêta-diversité est 

l'indice de dissimilarité de Bray Curtis [73]. Cet indice va de 0 (les deux échantillons 

partagent les mêmes OTUs ou taxa) à 1 (les deux échantillons n'ont aucune OTU en 

commun). D'autres indices, tels que la distance UniFrac, prennent en compte la phylogénie 

des OTUs et se basent sur les longueurs des branches de l'arbre partagées entre les 
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échantillons [74]. Dans une étude de métagénomique, calculer la béta-diversité entre toutes 

les paires d'échantillons permet de générer une matrice de distances interprétée par analyse en 

coordonnées principales (principal coordinates analysis ou PCoA). Cela permet d'identifier les 

échantillons partageant les mêmes profils et de représenter les variables associées à chaque 

échantillon pour évaluer leur impact. 

TESTS STATISTIQUES POUR EVALUER LES DIFFERENCES DE DIVERSITE 

Une analyse statistique est nécessaire pour évaluer la nature des variations entre les 

échantillons et leur corrélation avec les variables biologiques du plan d'expérience. Les 

données complexes obtenues en métagénomique nécessitent des méthodes statistiques multi-

variées rendant impossible l'application de tests paramétriques standards. De nombreuses 

méthodes statistiques adaptées à ces données ont été développées telles que Metastats [75] ou 

DESeq [76]. Cependant, l'utilisation de ces nouvelles méthodes d'analyse et leur interprétation 

sont difficiles pour un biologiste n'ayant pas de solides connaissances en bio-statistiques 

adaptées à ce type de données ainsi qu'en langage de programmation. Afin de répondre à ce 

problème, des logiciels proposant une interface graphique intuitive et des recommandations 

d'analyses statistiques ont vu le jour et permettent la comparaison d'échantillons deux à deux, 

entre deux groupes ou en multi-groupes en fonction des variables biologiques utilisées par le 

biologiste. Pour ce travail, nous avons utilisé le logiciel SHAMAN [77] 

(http://shaman.pasteur.fr/), développé par l'Institut Pasteur et dont les particularités sont 

détaillées dans les méthodes.  

LES DONNEES DE METAGENOMIQUE DANS LES RHINO-SINUSITES 
CHRONIQUES 

La physiopathologie des sinusites chroniques est complexe et résulte de l'interaction entre 

différents facteurs tels que l'espèce microbienne en cause, la flore sous-jacente, l'existence 

d'un déficit immunitaire mineur et les anomalies muco-ciliaires locales [78]. L'importance de 

chacun de ces facteurs est toujours en débat et certains auteurs pensent que les anomalies 

immunitaires et les facteurs locaux sont à l'origine de modifications de la flore sinusienne [79] 

tandis que d'autres préfèrent l'hypothèse de la présence d'une flore anormale à l'origine de 

l'inflammation [80]. Pour tenter de répondre à ces questions, l'étude du microbiome par des 

techniques de métagénomique ciblée a déjà été réalisée à plusieurs reprises [81-83]. Mais 

tandis que les communautés bactériennes présentes dans les sinusites chroniques ont fait 

l'objet de nombreuses études, les communautés fongiques sont fréquemment oubliées malgré 
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leur mise en évidence au sein du biofilm des sinusites chroniques [84,85]. En effet, deux 

études ont montré, par hybridation in situ en fluorescence (FISH), la présence de biofilm 

fongique dans les sinusites chroniques dans plus de 25% des cas, soit isolé, soit au sein d'un 

biofilm mixte, bactérien et fongique [84,85]. Une seule étude analyse la diversité et 

l'évolution du microbiome fongique dans les sinusites chroniques par métagénomique ciblée 

[53]. Celle-ci détecte plus de 200 genres fongiques, mais dans ce cas, c’est le microbiome 

bactérien associé qui n'a pas été étudié [53]. Concernant les balles fongiques sinusiennes plus 

spécifiquement, et toutes les sinusites fongiques en général, il n’existe aucune étude de 

métagénomique réalisée à ce jour pour analyser le microbiome bactérien et fongique. 

Pourtant, une meilleure connaissance de ce microbiome pourrait permettre de proposer de 

nouvelles hypothèses concernant la physiopathologie de la balle fongique sinusienne. Cette 

connaissance pourrait participer à prévenir la formation des balles fongiques et éviter ainsi un 

traitement chirurgical invasif.  

OBJECTIF 

L'objectif de notre étude était d'évaluer, par métagénomique ciblée, la diversité du 

microbiome bactérien et fongique dans des biopsies de balles fongiques sinusiennes, en 

comparaison d’autres sinusites chroniques, afin de rechercher une composante mixte 

bactérienne et fongique. 

MATERIEL ET METHODES 

POPULATION ET DESIGN DE L'ETUDE 

 Patients 

Il s'agit d'une étude monocentrique rétrospective portant sur 48 patients opérés pour sinusites 

chroniques entre 2015 et 2017 à l'Hôpital Européen George Pompidou (HEGP) dans le 

service d’ORL du Pr Bonfils. Ces patients présentaient majoritairement des balles fongiques 

sinusiennes (n=40). Les témoins étaient des patients opérés pour sinusite chronique sans mise 

en évidence d'éléments fongiques à l’examen direct ou en culture (n=8). Les informations 

cliniques concernant l'âge, la localisation anatomique de la sinusite, les particularités du 

terrain sous-jacent, l'existence d'un traitement antifongique et antibiotique concomitant et la 

formule leucocytaire ont été collectées dans les dossiers cliniques et analysées. Les résultats 

d'anatomopathologie étaient inclus dans l’analyse lorsqu'ils étaient disponibles.  
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 Approbation éthique et consentement 

Cette étude a été réalisée en accord avec la déclaration de Helsinki et la loi Jardé. Tous les 

patients de l'institution ont lu et approuvé le livret d’accueil de l'hôpital indiquant que leurs 

échantillons biologiques sont susceptibles, après utilisation à des fins diagnostiques, d’être 

utilisés pour publication dans le cadre de collections biologiques, à l'exception d'analyses 

génétiques humaines.  

TECHNIQUE 

 Prélèvements, cultures et anatomopathologie 

Les prélèvements per-opératoires de sinus étaient acheminés au laboratoire de mycologie de 

l’HEGP à température ambiante. En mycologie, un morceau était congelé à - 80 °C et un 

morceau était analysé afin de réaliser un examen direct au Calcofluor White, 

May_Grunwald_Giemsa et Gomori-Grocott. Le prélèvement était mis en culture sur 3 tubes 

gélosés Sabouraud supplémentés en gentamicine et chloramphénicol (Biorad, Basel, Suisse), 

une boîte Sabouraud, une boîte Chromagar et un bouillon BHI (Brain Heart Infusion). La 

boîte de Pétri et deux tubes étaient incubés à 37 °C pendant 3 semaines. Le bouillon BHI et le 

troisième tube étaient incubés à 30°C pendant 3 semaines. Lorsque le prélèvement était 

également analysé en bactériologie, celui-ci était ensemencé sur 2 géloses au sang ANC 

(Acide Nalidixique Colistine), une gélose chocolat polyvitaminée (PVX), une gélose 

Columbia au sang de cheval (COH), une gélose Drigalski et un bouillon Schaedler. Les 

géloses étaient incubées à 37 °C pendant 48h. Une gélose ANC était incubée en anaérobiose. 

Le bouillon Schaedler était incubé pendant 14 jours. Lorsque le prélèvement était envoyé en 

parallèle au laboratoire d'anatomopathologie, une coloration hematoxyline et eosine (HES) et 

un Gomori-Grocott étaient réalisés.  

 Extraction d'ADN 

L'extraction d'ADN a été réalisée sur le prélèvement conservé à - 80 °C. Si la quantité était 

suffisante, jusqu'à 250 mg de biopsie était soumis à une étape de lyse mécanique dans un tube 

de microbille en céramique de 1,4 mm avec 450 µL de buffer de lyse ATL (Qiagen, Hilden, 

Allemagne) sur un MagNA Lyser instrument (Roche, Mannheim, Allemagne). Deux cycles 

de 60 secondes à 6400 rpm étaient réalisés avec 1 min d'incubation sur glace après chaque 

cycle. L'échantillon était ensuite centrifugé à 10 000 g pendant 3 min et 450µL du surnageant 

était incubé avec 25 µL de protéinase K à 56 °C pendant 45 min. La suite de l'extraction était 
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automatisée sur QIAsymphony avec le kit DSP DNA midi (Qiagen) et le protocole VB400 

default IC. Le QIAsymphony SP réalise une purification entièrement automatisée des acides 

nucléiques utilisant une technologie à base de particules magnétiques (billes de silice). Les 

échantillons sont soumis à une lyse puis les acides nucléiques se lient à la surface des billes et 

sont lavés pour éliminer les contaminants (Figure 9). Après extraction, l'ADN purifié était 

élué dans 100 µL de tampon ATE (Qiagen). Des contrôles négatifs (250 µL d'eau sans ADN) 

étaient extraits en parallèle de chaque série d’extraction. Un dosage des ADN extraits a été 

réalisé par spectrophotométrie sur NanodropTM 2000 Thermo ScientificTM (Thermo Fisher 

Scientific, Courtaboeuf, France). Les ADN étaient ensuite stockés à -20 °C jusqu'à 

amplification par PCR.   

 

Figure 9. Principe schématique de fonctionnement du QIAsymphony SP. Le QIAsymphony SP traite 
un échantillon contenant des billes magnétiques comme suit : une barre magnétique protégée 
automatisée descend dans un puit contenant un échantillon afin d'en extraire les particules 
magnétiques liées aux acides nucléiques. La barre magnétique se positionne au-dessus d'un autre puits 
où les particules sont relâchées. Le QIAsymphony SP utilise une tête magnétique contenant 24 barres 
magnétiques permettant le traitement de 24 échantillons de façon simultanée.  

Amplification par PCR et séquençage 

Pour notre travail, les librairies d'amplicons ont été construites en ciblant les régions V3-V4 

de l'ARN 16S et ITS2 (amorces ITS3 et ITS4) de l'ADN fongique [42]. Le protocole de 

constitution des librairies a été développé à partir du protocole Illumina "16S Metagenomic 

Sequencing Library Preparation", document #15044223 revB (accessible sur le site : 
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https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-

metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf). 

La première étape d'amplification par PCR ou « PCR amplicon » (Figure 10), a été réalisée en 

plaque 96-puits (Biorad, Basel, Suisse) avec le thermocycleur VeritiTM (Applied Biosystem, 

Foster City, USA). Les échantillons étaient préparés selon le protocole fabricant utilisant 

l'ADN polymérase KAPA HiFi Hotstart Ready Mix (Roche). Les échantillons étaient 

initialement chauffés à 95 °C pendant 3 min, suivis de 35 cycles de PCR avec 30 sec à 95 °C, 

30 sec à 53 °C et 30 sec à 72 °C. La PCR était complétée par une extension de 5 min à 72 °C.  

La purification des produits de PCR ou « PCR clean-up 1 » (Figure 10) était automatisée en 

plaque 96-puits sur Hamilton Microlab STAR (Hamilton, Reno, USA) avec des billes 

AMPure XP beads (Beckman Coulter, Villepinte, France). Suite à cette étape, il était possible 

de s'arrêter sans compromettre le protocole, « Safe stopping point» (Figure 10). 

 

Figure 10. Étapes de préparation de la librairie d'amplicons. Safe stopping point : étape après laquelle 
il est possible de s'arrêter sans compromettre le protocole. 
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La PCR d'indexage, Index PCR (Figure 10), permet la ligation des index et des adaptateurs. 

Cette étape était réalisée avec un kit Nextera XT index (Illumina, Evry, France). Afin d'éviter 

les erreurs d'indexage, une plaque TruSeq Index Plate Fixture était utilisée. Les index étaient 

ajoutés aux produits purifiés de la « PCR amplicon » avec la KAPA HiFi Hotstart selon les 

recommandations du fabricant. Les échantillons étaient initialement chauffés à 95 °C pendant 

3 min suivis de 8 cycles de PCR de 30 sec à 95 °C, 30 sec à 55 °C et 30 sec à 72 °C. La PCR 

était complétée par une extension de 5 min à 72 °C.  La seconde purification, PCR clean-up 2 

(Figure 10), était réalisée selon les mêmes modalités que la « PCR clean-up 1 ». La 

concentration en acides nucléiques était mesurée par le Tristar2 S LB 942 (Berthold, Wilbad, 

Allemagne) avec le kit Quant-IT PicoGreen dsDNA (ThermoFisher Scientific, Dardilly, 

France). Les échantillons étaient ensuite normalisés à 20nM avant d’être mélangés ou 

"poolés". Le pool d’échantillons était dilué à une concentration finale de 4nM dans du Tris-

HCl 10mM, pH 8,0 avec 0,1% de Tween 20. Un contrôle Phix (Illumina) était ajouté au pool 

à une concentration de 4nM. Le séquençage haut débit était réalisé sur MiSeq (Illumina) avec 

un kit V2 500 (2 x 250) cycles [86]. Les reads inférieurs à 200 pb étaient supprimés et les 

amplicons restants étaient analysés et assignés à différents OTUs par le pipeline d'analyse 

QIIME [87]. Le processus incluait une étape de trimming durant laquelle les séquences de 

qualité insuffisante, les séquences chimères, les séquences singletons étaient détectées et 

supprimées. QIIME est un pipeline de type clustering-first et le seuil de similarité était fixé 

selon l'algorithme du logiciel Deblur [88].  

Assignation taxonomique et diversité 

L'assignation taxonomique des OTUs a été réalisée avec SILVA [60] pour assigner les 

séquences bactériennes (16S) et UNITE [66] pour les séquences fongiques (ITS) via QIIME 

[87]. Tous les reads non-assignés au règne Bacteria ou au règne Fungi et donc sans 

correspondance dans ces bases de données étaient trimmées. Il s'agissait notamment des 

séquences d'ADN humain. Les bases de données Mycobank [89], Fungibank 

(http://fungibank.pasteur.fr), BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Arbsilva 

(http://www.arb-silva.de), qui permet de comparer simultanément SILVA, Greengenes [61] et 

RDP [62]) ainsi qu'EzBioCloud [90] (http://www.ezbiocloud.net) ont ensuite été utilisées 

manuellement pour vérifier et préciser les assignations de certaines OTUs jusqu'au genre 

voire à l'espèce. Pour l’assignation manuelle, une e-value de 0,0 et une homologie ≥94,5% et 

≥98,7% étaient considérées comme acceptables pour assigner les OTUs au genre ou à 

l’espèce, respectivement [91]. 
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Statistiques 

Des courbes de raréfaction ont été réalisées afin d'évaluer la qualité des analyses de diversité 

taxonomique. Les indices de diversité (Shannon, Simpson et inverse de Simpson) ont été 

calculés afin de comparer l'homogénéité entre les échantillons en termes de diversité 

bactérienne et fongique. Les structures communautaires et abondances relatives des taxa 

fongiques et bactériens ont été comparées en fonction du groupe, cas (balles fongiques) ou 

témoins (autres sinusites chroniques). Les données ont été analysées avec SHAMAN 

(http://shaman.pasteur.fr/). Dans SHAMAN, la normalisation est réalisée au niveau des OTUs 

en appliquant la méthode DESeq2 [92]. Les statistiques pour détecter des différences 

d’abondance relative de certains taxa entre conditions différentes (ex : cas vs. témoins) 

s’appuient sur un modèle linéaire généralisé (Generalized Linear Model ou GLM) proposé 

dans le package DESeq2 de R [76] pour l'analyse des données de métagénomique. Les 

valeurs P ont été ajustées selon la procédure de Benjamini et Hochberg [93].  

RESULTATS 

CARACTERISTIQUES DE LA POPULATION 

Quarante-huit patients ont été inclus initialement dans l'étude, 40 balles fongiques (= cas) et 8 

sinusites chroniques d’un autre type (= témoins). Les cas étaient des patients opérés pour une 

sinusite chronique entre 2015 et 2017 à l’HEGP et pour lesquels un diagnostic de balle 

fongique a été posé sur un aspect chirurgical évoquant une balle fongique associé à un 

examen direct mycologique et/ou une culture positive. Les témoins correspondaient à des 

patients opérés pour une sinusite chronique durant la même période, pour lesquels les 

prélèvements adressés en mycologie étaient négatifs à l’examen direct et en culture avec des 

résultats d'anatomopathologie ne mettant pas en évidence de filaments mycéliens. Ces 

patients présentaient, soit une polypose naso-sinusienne (n=3), soit un corps étranger intra-

sinusien (n=4), soit une obstruction chronique sans étiologie évidente (n=1). L’examen 

anatomopathologique a été réalisé chez 30 patients (25/37 cas et 5/7 témoins). 

Parmi les 48 patients inclus, trois patients (deux cas et un témoin) ont été exclus 

secondairement en raison d'une absence de produits d'amplification après la PCR 16S et ITS 

pré-séquençage. Un patient supplémentaire (un cas) a également été écarté pour la rédaction 

de ce mémoire en raison d’un complément d’analyse encore en attente. L'analyse présentée ici 

porte donc sur 37 cas de balles fongiques sinusiennes et 7 témoins (Figure 11).  
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Figure 11. Diagramme de flux des patients inclus dans l'étude. HEGP: Hôpital Européen George 
Pompidou. *patients non consécutifs.  

Les caractéristiques des patients sont décrites dans le Tableau 4. La population des cas et des 

témoins est statistiquement identique pour l'âge, le sexe et le type de sinusite. Deux patients, 

un cas et un témoin, étaient immunodéprimés en raison d'une transplantation d'organe solide 

(coeur et rein-pancréas). Deux cas ont reçu un traitement antifongique, le premier par 

voriconazole après la mise en évidence d'une sinusite invasive à l'examen 

anatomopathologique et le second par posaconazole, car il s'agissait d'un transplanté 

cardiaque et présentait donc un facteur de risque d'infection fongique invasive. Parmi les 37 

balles fongiques, l’examen mycologique était positif dans 97% (36/37) des cas tandis que 

l’examen anatomopathologique était positif dans 80% (20/25) des cas où il avait été réalisé. 

 
Cas (n=37) 

n (%) 

Témoins (n=7) 

n (%) 
P 

Age (années), écart-type 60 +/-13 55 +/-15 NS 

Sex ratio (F/H) 1,85 1,33 NS 

Type de sinusite (n (%))    

o Maxillaire 

o Frontale 

o Ethmoïdale 

o Sphénoïdale 

24 (64,9) 

1 (2,7) 

1 (2,7) 

6 (16,2) 

3 (42,9) 

1 (14,3) 

1 (14,3) 

0 

NS 
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o Pansinusite 5 (13,5) 2 (28,6) 

    

Prise de corticoïdes > 

1mg/kg/j, >3 sem. 
3 (8,1) 2 (28,6) NS 

    

Immunodépression 1 (2,7) 1 (14,3) NS 

    

Mycologie    

Examen direct positif 36 (97,2) 0 (0) p<0,001 

Culture positive 12 (32,4) 0 (0) NS 

    

Bactériologie    

Culture réalisée 13 (35,1) 7 (100) <0,001 

Culture informative 11 (29,7) 7 (100) - 

    

Anatomopathologie    

Examen réalisé 25 (67,5) 5 (71,4) NS 

Filaments fongiques 20 (54,0) 0 (0) - 

NS: non significatif 

Tableau 4. Caractéristiques des patients. Résultat de culture informatif si le germe était précisé. 

ANALYSE DES DONNEES BRUTES ISSUES DU RUN  DE SEQUENÇAGE 

Le nombre total de reads obtenus après séquençage 16S, avant et après trimming, était de 

3 198 013 et 3 139 819, respectivement. Le nombre total de reads obtenus après séquençage 

ITS2, avant et après trimming, était de 2 968 251 et 2 569 091, respectivement. Le nombre 

moyen, minimum et maximum de reads bruts puis trimmés par échantillon, le nombre de 

reads finaux qui ont pu être assignés au règne des bactéries ou des fungi (après élimination 

des séquences humaines, <200pb et <10 copies) et le nombre d'OTUs finales obtenues par 

échantillon en 16S et en ITS2 sont détaillés dans le Tableau 5. Le nombre moyen de reads pré 

et post-trimming obtenues en 16S et en ITS2 par échantillon était similaire entre les cas et les 

témoins (p=0,79 et p=0,74 respectivement). Le nombre de reads assignés au règne des 

bactéries (après élimination des séquences humaines) était, lui aussi, similaire entre cas et 

témoins (p=0,24). En revanche, le nombre de reads assignés au règne fongique (après 
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élimination des séquences humaines) était plus important chez les cas que chez les témoins 

(p<0,001) (Tableau 5). En effet, au sein des balles fongiques 97,3% (36/37) des échantillons 

ont produit des amplicons ITS2 avec >5000 reads assignés au règne des Fungi. En 

comparaison, 42.9% (3/7) seulement des échantillons témoins ont produits >5000 reads 

fongiques. À l’inverse, 86,5% (32/37) des balles fongiques ont produits >10 000 reads 

assignés à la base de donnée bactérienne SILVA en 16S tandis que 100% (7/7) des 

échantillons témoins ont produit > 10 000 reads.  

 

 16S ITS2 

Nombre moyen de reads 
bruts/échantillon 

[min - max] 

70 355 

[46 359 – 110 092] 

63 268 

[26 384 – 131 564] 

Nombre moyen de reads 
après trimming 

primaire*/échantillon 
[min - max] 

68 461 

[45 835 – 103 482] 

54 296 

[16 363 – 99 373] 

Nombre moyen de reads 
bactériens ou fongiques 

après trimming 
secondaire**/échantillon  

[min - max] 

38 443 

[366 – 68 881] 

27 592 

[2 – 61 821] 

Nombre moyen d'OTUs 
/échantillon 
[min - max]/ 

38 

[12 - 118] 

16 

[3 - 54] 

 Balles 
fongiques Témoins P 

Balles 
fongiques Témoins P 

Nombre moyen de reads 
après trimming 

primaire*/échantillon 
68 461 75 562 NS 60 219 47 913 NS 

Nombre moyen de reads 
bactériens ou fongiques 

après trimming 
secondaire**/échantillon 

37 815 48 848 NS 32 488 8 517 <0,001 

% de reads bactériens ou 
fongiques assignés au 

genre 
99,7% 99,9% NS 99,9% 100% NS 
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OTU: Operational taxonomic unit; NS: non significatif.*suppression des séquences avec 

indice de qualité insuffisant **suppression des séquences humaines, <200pb et en nombre 

insuffisant pour former une OTU (minimum de 10 séquences) 

Tableau 5. Résultats qualitatifs du run de séquençage. 

ANALYSE DES TEMOINS NEGATIFS 

L'amplification du témoin négatif en 16S a produit 78 912 et 77 796 reads bruts et après 

trimming, respectivement. Le nombre de reads assignés au règne bactérien était de 53 128 et 

leurs assignations taxonomiques sont récapitulées dans le Tableau 6. L'amplification du 

témoin négatif en ITS à produit 11 521 et 5 582 reads bruts et après trimming, 

respectivement. Le nombre de reads assignés au règne des Fungi était de 3 862 et les OTUs 

étaient majoritairement assignées à l'espèce Sarocladium kiliense et au genre Byssochlamys 

(Tableau 6).  

Espèces 
Abondance en 

nombre d'OTUs 

Proportion de l'espèce 

(%) 

Témoin négatif en 16S 

Pseudomonas non-aeruginosa 35 629 82,8 

Serratia sp. 3 740 8,7 

Escherichia-Shigella sp. 1 203 2,8 

Carnobacterium sp. 1 014 2,4 

Bacillus 870 2,0 

Autres 593 1,4 

Témoin négatif en ITS 

Sarocladium kiliense 2 901  75,1 

Byssochlamys sp. 950  24,6 

Protist 11  0,3 

 Tableau 6. Assignation et abondance relative des OTUs présentes dans le témoin négatif. 

COURBES DE RAREFACTION DES ECHANTILLONS 

Les courbes de raréfaction obtenues en 16S et ITS pour chaque échantillon sont présentées en 

Figure 12. L'asymptote de diversité n'est pas atteinte pour les échantillons des patients 2, 11, 
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19, 20, 25 et 44 en 16S et pour les échantillons des patients 26, 42, 43, 46 et 48 en ITS. Ces 

échantillons ont toutefois été gardés et leur analyse sera discutée secondairement.  

 

Figure 12. Courbes de raréfaction obtenues pour chaque échantillon en 16S (A) et en ITS (B). 
Abscisses: diversité représentée en nombre d'OTUs (species richness) ; Ordonnées: nombre de reads 
assignés au règne bactérien et fongique par échantillon 

 

ANALYSE DE LA DIVERSITE MICROBIENNE DANS LES BALLES FONGIQUES 
SINUSIENNES 

DESCRIPTION DE LA DIVERSITE EN TERMES DE TAXA  

Un total de 122 taxa bactériens et 56 taxa fongiques assignés au genre ont été détectés dans 

les échantillons. En moyenne, les échantillons comprenaient 16 (3 - 37) taxa bactériens et 4 (1 

- 29) taxa fongiques. Les taxa bactériens majoritaires (abondance relative >1% chez >25% 
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des échantillons) étaient Haemophilus, Pseudomonas et Staphylococcus tandis que les taxa 

fongiques majoritaires étaient Aspergillus et Malassezia. 

Lorsqu'une OTU bactérienne était assignée au genre Pseudomonas, Staphylococcus, 

Streptococcus et Haemophilus par analyse bio-informatique standardisée (base SILVA), une 

analyse complémentaire manuelle était réalisée sur les bases de données EzBioCloud, RDP, 

Greengenes et BLAST afin d’assigner l’OTU jusqu’à l'espèce lorsque cela était possible. De 

façon similaire, lorsqu'une OTU fongique était assignée au genre Aspergillus une analyse 

complémentaire était réalisée sur Mycobank. Les espèces retrouvées sont présentées dans le 

Tableau 7. La quasi-totalité (93,5%) des OTUs assignées au genre Haemophilus appartiennent 

à l'espèce Haemophilus influenzae. Parmi les OTUs assignées à Pseudomonas, 52,4% 

appartenaient à l'espèce aeruginosa, 15,3% appartenaient à l'espèce migulae, notamment 

retrouvée dans le témoin négatif et 29,2% n'ont pu être identifiées jusqu'à l'espèce. La quasi-

totalité (87,4%) des OTUs assignées au genre Staphylococcus correspondaient à l’espèce S. 

aureus. Parmi les Streptococcus, 72,0% étaient des Streptococcus constellatus ou intermedius, 

appartenant au groupe milleri et 22,3% était des Streptococcus pneumoniae. Concernant les 

Aspergillus, 82,9% appartenaient à la section Fumigati et 13,1% à la section Flavi.  

 Nombre d'OTUs (%) 

Haemophilus 476 764 100 

H. influenzae 445 629 93,5 

H. parainfluenzae 11 <0,01 

H. aegyptius 17 <0,01 

Haemophilus sp. 31 107 6,5 

Pseudomonas 217 763 100 

P. aeruginosa 114 087 52,4 

P. migulae 33 300 15,3 

P. putida 19 <0,01 

P. synxantha 3 713 1,7 

P. syringae 3 143 1,4 

Pseudomonas sp. 63 501 29,2 

Staphylococcus 149 245 100 

S. aureus 130 428 87,4 

S. lugdunensis 7 481 5,0 
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S. epidermidis 5 773 3,9 

S. carnosus 5 204 3,5 

S. caprae 322 0,2 

S. saprophyticus 14 <0,01 

S. warnerii 10 <0,01 

Staphylococcus sp. 13 <0,01 

Streptococcus 73 751 100 

S. intermedius 38 340 52,0 

S. pneumoniae 16 437 22,3 

S. constellatus 14 743 20,0 

S. equinus 3 476 4,7 

S. sanguinis 66 0,1 

S. dysgalactiae 51 0,1 

Streptococcus sp. 0 0 

Aspergillus 1 090 960 100 

Aspergillus section Fumigati 904 137 82,9 

Aspergillus section Flavi 143 381 13,1 

Aspergillus section 

Nidulantes 
42 813 3,9 

Aspergillus sp. 629 0,1 

Tableau 7. OTUs identifiées à l'espèce pour les genres Haemophilus, Pseudomonas, Staphylococcus, 
Streptococcus et Aspergillus avec le nombre de reads et l’abondance relative. 

ANALYSE GLOBALE DE LA DIVERSITE BACTERIENNE ET FONGIQUE ENTRE 
BALLES FONGIQUES ET TEMOINS  

Une analyse PERMANOVA au niveau du genre selon l'indice de dissimilarité de Bray-Curtis 

confirme qu’il existe une différence significative de microbiote bactérien (p=0.005) et 

fongique (p<0.001) entre les cas et les témoins. Les résultats sont présentés sous forme 

d'analyse en coordonnées principales et sous forme de dendrogramme dans les Figure 13  et 

Figure 14 respectivement.  
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Figure 13. Distance de diversité microbienne entre les échantillons des patients cas (vert) et témoins 
(rouge) par analyse en coordonnées principales selon l'indice de dissimilarité de Bray-Curtis. (A) 
Diversité bactérienne (B) Diversité fongique. 
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Figure 14. Dendrogramme en grappe exprimant la distance de diversité entre chaque échantillon selon 
l'indice de dissimilarité de Bray-Curtis. (A) Diversité bactérienne (B) Diversité fongique. Echantillons 
des cas et des témoins en vert et rouge respectivement. 

La diversité taxonomique bactérienne par échantillon n'était pas significativement différente 

entre les cas (=balles fongiques) et les témoins. Toutefois, les indices de Shannon (1,12 vs 

0,45 (p=0,35)), Simpson (0,49 vs 0,21 (p=0,67)) et inverse de Simpson (2,96 vs 1,61 

(p=0,15)) indiquaient une plus grande diversité bactérienne chez les cas. En effet, différents 

taxa bactériens étaient co-détectés dans les balles fongiques alors que chez les témoins, il 

existait, le plus souvent, un taxon bactérien majoritaire (Figure 15). La diversité taxonomique 

fongique par échantillon était significativement plus faible dans les balles fongiques 

comparées aux témoins avec des indices de Shannon, Simpson et inverse de Simpson de 0,25 

vs 0,47(p=0,43), 0,10 vs 0,22 (p=0,07) et 1,17 vs 1,52 (p=0,003), respectivement. 

ANALYSE DETAILLEE DE LA DIVERSITE BACTERIENNE ET FONGIQUE ENTRE 
BALLES FONGIQUES ET TEMOINS  

Les diversités taxonomiques bactériennes et fongiques sont détaillées respectivement en 

nombre de reads et en abondance relative dans les Figure 15 et Figure 16.  
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Figure 15. Diversité bactérienne dans les balles fongiques et les échantillons témoins en nombre de 
reads et en abondance relative. Légende de haut en bas et de gauche à droite ordonnée par taxa les 
plus représentés. 

Concernant la diversité bactérienne, une sur-représentation du genre Haemophilus (en vert sur 

la Figure 15) a été observée chez les cas alors que les genres prédominants isolés chez les 

témoins étaient Pseudomonas (en rouge), Staphylococcus (en violet) et Streptococcus (en vert 

clair). Les patients 6 et 45 présentaient un prélèvement avec le genre Enterobacter très 

nettement prédominant. Il en est de même pour les prélèvements 7 et 29 à Aggregatibacter. 

Concernant le Streptococcus majoritaire du prélèvement 46, l'identification à l'espèce donnait 

S. intermedius.  
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Figure 16. Diversité fongique dans les balles fongiques et les échantillons témoins en nombre de reads 
et en abondance relative. Légende de haut en bas et de gauche à droite ordonnée par taxa les plus 
représentés. 

Concernant la diversité taxonomique fongique, un taxon majoritaire Aspergillus (abondance 

relative >75%) est présent dans la quasi-totalité des prélèvements excepté chez le patient 15 

(cas) et le patient 43 (témoin)(Figure 17). Aspergillus a été identifié avec une abondance 

>1000 reads dans 89,2% (33/37) des balles fongiques et dans 14,3% (1/7) des échantillons 

témoins. Les autres taxa majoritaires retrouvés dans les balles fongiques étaient Sarocladium 

(patient 8), Hormographiella (patient 27), Scedosporium (patient 31). Malassezia était présent 

dans 68,2% (30/44) des échantillons, soit dans 70,2% (26/37) des balles fongiques avec une 

abondance relative moyenne de 3,3% (0,1-55,6%) et dans 57,2% (4/7) des témoins avec une 

abondance relative moyenne de 53,2% (10,2-99,8%).  

La diversité taxonomique fongique peut également être présentée sous forme de graphique 

Krona, comme c’est le cas dans la Figure 17. Ce graphe permet de détailler l'abondance de 
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chaque taxon jusqu'à l'espèce lorsque l'identification a été possible. Ce graphe permet de voir 

la différence nette de profil fongique entre les cas, majoritairement porteurs d’Aspergillus 

section Fumigati (70%) et d’Aspergillus section Flavi (15%) en comparaison des témoins, 

porteurs à 56% de Malassezia.  

 

 

Figure 17. Diversité fongique (en nombre de reads) dans les balles fongiques à gauche et des 
échantillons témoins à droite. 

La comparaison en abondance relative des différents taxa bactériens et fongiques entre cas et 

témoin par modèle linéaire généralisé (package DESeq2, SHAMAN) a permis de confirmer 

que le genre Haemophilus et le genre Aspergillus étaient significativement plus abondants au 

sein des balles fongiques comparées aux autres sinusites chroniques (p<0,001 et p=0.032, 

respectivement). Ces résultats sont présentés sous forme de boite à moustache en Figure 18.  
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Figure 18. Différence d'abondance (échelle logarithmique) entre les échantillons de balles fongiques 
pour les taxa Aspergillus (A) et Haemophilus (B). * = p<0,05, *** = p<0,001 

ANALYSE DE LA DIVERSITE BACTERIENNE ET FONGIQUE AU SEIN DES 
BALLES FONGIQUES 

Analyse des microbiotes bactériens et fongiques en fonction du sexe, du type de sinusite ou 

de la culture mycologique 

Au sein des balles fongiques (n=37), il n’existe pas de différence de diversité fongique en 

fonction du sexe du patient, de la localisation de la sinusite ou de la positivité de la culture 

fongique (analyse en PCoA avec l'indice de dissimilarité de Bray-Curtis). Aucun taxon n'est 

significativement associé à ces variables en modèle linéaire généralisé. Concernant la 

diversité bactérienne, il n'existe pas de différence pour ces mêmes variables (analyse en 

PCoA). Cependant, des différences significatives ont été observées en comparant les 

abondances relatives de plusieurs taxa en fonction du sexe masculin (n=13/37) ou féminin 

(n=24/37) et du résultat de la culture fongique, négative (n=25/37) ou positive (n=12/37) 

(Figure 19A et B). Il existe également des différences concernant certains taxa minoritaires 

entre les sinusites maxillaires (n=24) et les autres localisations (n=13) (Figure 19C).  
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Figure 19. Boîtes à moustaches représentant les taxa bactériens dont l’abondance relative diffère 
significativement par analyse GLM (modèle linéaire généralisé) en fonction (A) du sexe, (B) de la 
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positivité de la culture fongique et (C) de la localisation de la sinusite.  * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = 
p<0,001 

COMPARAISON CULTURE ET METAGENOMIQUE 

Les résultats de culture bactérienne ont été comparés aux taxa prédominants identifiés par 

métagénomique. Les résultats étaient concordants, partiellement concordants et non 

concordants dans 35% (7/20), 35% (7/20) et 30% (6/20) des cas respectivement, en sachant 

que 20 échantillons seulement avaient été mis en culture pour la bactériologie (Tableau 8). 

Pour 6/7 échantillons qui présentaient une concordance partielle, l’espèce prédominante en 

culture était retrouvée également en métagénomique, mais elle n’était pas le taxon majoritaire 

ou unique. Pour le 7ème échantillon, une espèce co-dominante en culture n'était pas détectée en 

métagénomique. Les cas de discordance vraie entre culture et métagénomique seront discutés 

ultérieurement dans ce manuscrit (cf. p.61).  

 
Patient 

(cas/témoin) 
Résultat de la culture 

Résultat de la métagénomique 
(abondance relative) 

R
és

ul
ta

t n
on

 c
on

co
rd

an
t 

4 
(cas) 

Branhamella catarrhalis H. influenzae (94,4%) 

5 
(cas) 

Flore oropharyngée H. influenzae (94,0%) 

7 
(cas) 

Haemophilus haemolyticus Aggregatibacter sp. (82,1%) 

24 
(cas) 

Klebsiella oxytoca Fusobacterium sp. (33,2%) 
Parvimonas (13,1%) 

28 
(cas) 

Streptococcus constellatus 
Streptococcus anginosus 

Staphylococcus epidermidis 
Veillonella sp. 

Fusobacterium sp. (33,7%) 
Parvimonas sp. (22,6%) 

Porphyromonas sp. (22,1%) 

44 
(témoin) 

S. aureus Pseudomonas sp. (20,9%) 

R
és

ul
ta

t p
ar

tie
lle

m
en

t 
co

nc
or

da
nt

 

12 
(cas) 

Stenotrophomonas maltophila 
Providencia sp. (64,1%) 

Vibrio sp. (34,2%) 
Stenotrophomonas sp. (1,6%) 

14 
(cas) 

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus (65,0%) 
H. influenzae (31,4%) 

36 
(cas) Enterobacter cloacae 

H. influenzae (35,2%) 
Campylobacter sp. (25,5%) 

Prevotella sp (14,4%) 
Enterobacter cloacae (2,9%) 

42 
(témoin) Parvimonas micra Parvimonas sp. (30,5%) 

Porphyromonas sp. (29,7%) 
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Eubacterium sp. (20,9%) 

45 
(témoin) 

S. aureus 
Enterobacter aerogenes 

Enterobacter sp. (84,3%) 
(pour information S. aureus = 

0,2%) 

46 
(témoin) 

S. aureus 
Streptococcus intermedius 
Streptococcus dysgalactiae 

S. intermedius (97,5%) 
(pour information S. aureus = 

0,3%) 
48 

(témoin) S. aureus S. aureus (80,1%) 
P. aeruginosa (19,9%) 

Tableau 8. Taxa bactériens mis en évidence en culture et par la métagénomique dans les cas 
discordants. 

Concernant la culture fongique, elle était positive dans les balles fongiques chez 12/37 

(32.4%) patients. Le résultat de la culture était concordant avec la métagénomique dans 

85,3% des cas (10/12). Pour le patient 15 détaillé dans la discussion, Aspergillus avait été mis 

en évidence en culture, mais pas en métagénomique. Pour le patient 24, du Penicillium avait 

été isolé en culture tandis que la quasi-totalité des reads séquencés en métagénomique 

correspondait à Aspergillus.  

 

DISCUSSION 

Dans cette étude, nous avons étudié la diversité fongique et bactérienne au sein de balles 

fongiques sinusiennes. Le genre fongique majoritairement identifié chez les patients était 

Aspergillus. La présence d'une balle fongique, quel qu’en soit l'étiologie fongique,  était 

associée à une augmentation significative du genre bactérien Haemophilus.  

CHOIX METHODOLOGIQUES 

Les études de diversité microbienne sont très influencées par le choix des méthodes utilisées. 

L'observation finale dépend de la capacité de la technique utilisée à extraire, amplifier, 

séquencer et analyser chaque genre microbien. Les biais de ces techniques font actuellement 

l'objet de recherche collaborative à l'initiative d'un consortium international. Ainsi, le projet 

IHMS (International Human Microbiome Standards) coordonne actuellement le 

développement de procédures standardisées afin d'optimiser la qualité des data et leur 

comparabilité dans le domaine du microbiome humain, mais pour le microbiome fécal 

bactérien essentiellement (http://www.microbiome-standards.org). Les biais de ces techniques 

de New Generation Sequencing (NGS) sont actuellement abondamment étudiés pour 

l'évaluation des communautés bactériennes sans qu’aucune méthode n’ait totalement pu les 
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résoudre à ce jour [94,95]. Concernant l’étude des communautés fongiques, très peu de 

travaux comparent les différences d'efficacité ou d’assignation taxonomique entre différentes 

techniques d'extraction, différentes cibles, différentes paires d'amorces ou différentes bases de 

données. De plus, la majeure partie des études techniques sur le sujet décrivent des 

communautés fongiques environnementales, ou au mieux digestives chez l'Homme, très 

différentes des communautés des voies aériennes supérieures étudiées dans notre travail 

[29,34,96]. Avant de discuter les résultats de métagénomique bactérienne et fongique dans le 

cadre de notre étude sur les sinusites chroniques fongiques, nous allons analyser les biais 

possibles, liés à la conservation des échantillons ou à la technique du NGS. 

BIAIS LIES A LA CONSERVATION DES PRELEVEMENTS 

Les biopsies utilisées dans notre étude ont été conservées par congélation simple à - 80 °C. 

D’après la littérature, pauvre sur le sujet,  la diversité taxonomique bactériologique et 

fongique varie peu en fonction des conditions de conservation, à l'exception du genre 

Cryptococcus, plus facilement isolé dans les échantillons de selles conservés dans le 

RNAlater® [29]. Dans notre étude, aucune OTU obtenue n’était assignée à ce taxon, 

d’ailleurs rarement décrit comme agent étiologique des balles fongiques [97]. Il pourrait être 

intéressant de comparer des résultats de métagénomique, dans des prélèvements de type 

respiratoire, avec conservation des prélèvements sans et avec RNAlater®. 

BIAIS LIES A LA TECHNIQUE D'EXTRACTION 

Notre protocole d'extraction reposait sur une technique automatisée comprenant une étape 

manuelle préalable de lyse mécanique à l'aide de microbilles de 1.4 mm et de lyse 

enzymatique à l'aide de protéinase K. L'utilisation de billes favorise l'extraction d'ADN des 

cellules fongiques, notamment sous forme de mycélium [30]. L'extraction d'ADN bactérien 

varie également en fonction des techniques et des protocoles utilisés. Ainsi, une étude récente 

a comparé 21 techniques d'extraction de selles à l'issue desquelles une analyse 

métagénomique ciblée était réalisée pour étudier leur impact sur l'étude du microbiote 

bactérien digestif [31]. La lyse mécanique à l'aide de billes de taille comprise entre 0.1 mm et 

0.5 mm permettait d'augmenter de façon significative l'alpha-diversité d'un échantillon par 

rapport à l'utilisation de billes > 1 mm de diamètre. L'augmentation de l'alpha-diversité était 

liée principalement à l'augmentation des bactéries Gram positif, comme les Staphyloccocus, 

possédants des parois plus complexe et difficile à lyser. Les billes de 1,4 mm de diamètre, 
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utilisées dans notre étude et ciblant les parois fongiques ont pu contribuer à créer un biais en 

faveur des bactéries Gram négatif. C’est peut-être la raison pour laquelle il est observé des 

discordances entre nos cultures positives à Gram positif, particulièrement à S. aureus et le 

faible nombre, voire l'absence de reads, assignés au genre Staphyloccocus pour le même 

échantillon en métagénomique ciblée (cf. patient 44, p. 61). Il serait intéressant, dans une 

prochaine étude, de combiner des billes de petite taille ~0.1 mm qui favorisent l'extraction des 

bactéries Gram positif avec les billes de gros diamètre pour l’extraction des parois fongiques.  

BIAIS LIES A L'AMPLIFICATION ET AU CHOIX DU COUPLE D'AMORCES 

Dans ce travail, nous avons choisi de cibler la région ITS2 à l'aide du couple d'amorces ITS3-

ITS4. Le choix du couple d’amorces entraîne des biais connus dans la littérature qui se 

répercutent sur l'abondance relative de certaines espèces et qui sont à prendre en compte dans 

l'analyse des résultats obtenus. D'autres cibles et couples d'amorces auraient également pu être 

considérés. Une étude montrant un meilleur rendement d'amplification de la cible avec le 

marqueur ARNr 18S note une bêta-diversité comparable avec le couple ITS3-ITS4 ciblant 

ITS2 [96]. Cependant le marqueur 18S est peu recommandé en raison de deux limitations 

majeures: (i) le haut niveau de conservation de ce gène rend l'analyse de la diversité parfois 

complexe avec seulement 2-3 nucléotides pouvant varier d'un genre à l'autre [96]; (ii) 

l'utilisation de l'ARNr 18S, composé de régions variables et conservées, augmente le risque de 

production de séquence chimère entraînant alors une surestimation de la diversité [98]. Ce 

biais peut être réduit par la diminution du nombre de cycles de PCR et par l'utilisation d'outils 

de bio-informatique spécifiques [96]. Bokulich et Mills préfèrent les ITS1 en raison d'une 

taille moyenne plus faible et plus uniforme entre ascomycètes et basidiomycètes permettant 

une meilleure classification taxonomique [99]. Il faut peut-être utiliser conjointement 

différentes cibles et combinaisons d'amorces pour obtenir la meilleure représentativité des 

différentes communautés fongiques, comme c'est le cas pour les bactéries [40,41]. En effet, la 

plupart des études comparant l'efficacité des couples d'amorces ciblant les ITS ont été 

réalisées sur des communautés environnementales très éloignées des mycobiomes humains 

[42,99,100]. Pour le mycobiome respiratoire et oropharyngé, c’est les couples d'amorces 

ciblant ITS1 ou ITS2 les plus fréquemment utilisés dans les études (Tableau 2). Une seule 

étude compare trois cibles (ITS1, ITS2, ITS1-5,8S-ITS2) pour une communauté artificielle 

composée de pathogènes humains respiratoires [58]. Le profil de diversité généré par le 

couple d'amorces ciblant ITS1 était le plus proche, en terme d'abondance relative, des taxons 
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de la communauté artificielle. Le couple d'amorces utilisé dans notre étude pour l'analyse 

taxonomique fongique (ITS3-ITS4) pourrait sous-estimer les basiodiomycètes et notamment 

le genre Malassezia en raison de son produit d'amplification plus long que les autres genres 

(>600pb) [96]. Les basidiomycètes sont généralement moins impliqués en pathologie 

humaine, bien que certaines espèces émergent actuellement [101]. Le genre Malassezia, 

détaillé dans la suite de ce manuscrit (cf p.62), est retrouvé essentiellement dans la flore 

cutanée où il peut être pathogène. Il la particularité de nécessiter des lipides pour sa culture 

fongique et il est donc rarement retrouvé en culture classique. Une sous-estimation de sa 

présence au sein des balles fongiques n’est probablement pas fondamentale, même si dans 

toutes les études de métagénomique ciblée respiratoires, il est retrouvé en abondance relative 

non négligeable [27,48]. Schizophyllum commune, basidiomycète environnemental 

fréquemment décrit dans les balles fongiques, n'a pas été mis en évidence dans notre étude, 

peut-être en raison de la localisation urbaine de nos patients [102]. Cependant, un genre 

proche, Hormographiella, a été mis en évidence comme taxon dominant dans la balle 

fongique d'un de nos patients. Hormographiella fait partie des basidiomycètes émergents dans 

les infections fongiques invasives chez l'homme et n'a, à notre connaissance, jamais été décrit 

dans une balle fongique sinusienne [101,103]. Finalement, dans notre étude qui cherchait à 

mettre en évidence le ou les taxon(s) dominant(s) responsable(s) de la pathologie, un biais 

entraînant une surestimation ou sous-estimation de l'abondance de certains taxa n'a 

probablement pas eu beaucoup d'impact sur le résultat attendu. Néanmoins, une analyse 

concomitante de la cible ITS1 sur nos prélèvements pourrait être intéressante et permettrait 

d’évaluer l’impact de la sur- ou sous-représentation de certains taxa, en particulier parmi les 

basidiomycètes. 

BIAIS LIES AUX CRITERES DE VALIDATION QUALITATIVE DU RUN  DE 
SEQUENÇAGE 

Pour certains échantillons, les courbes de raréfactions en ITS ou en 16S n'atteignaient pas 

l'asymptote. Il est donc possible que la diversité ait été sous-estimée dans ces échantillons, 

conséquence d’une profondeur de séquençage insuffisante (cf. p. 29). Dans ces cas 

particuliers (i.e. échantillons 2, 19, 20, 25 pour le 16S), le nombre de reads bruts et trimmés 

étaient similaires aux autres échantillons, mais contenaient un nombre très important de 

séquences contaminantes, notamment humaines, éliminées par le pipeline lors de la 

comparaison aux bases de données. C'est le cas, par exemple de 91,5% et 96,7% des reads 

pour les échantillons 19 et 25, respectivement. Les courbes de raréfactions ont été réalisées à 
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partir des reads et OTUs assignés au règne Bacteria et référencés dans la base de données 

SILVA. Si l’on avait construit les courbes de raréfaction en incluant également les reads et 

OTUs associées au genre humain, ou autres séquences contaminantes non retrouvées dans la 

base de donnée utilisée, l’asymptote aurait été probablement atteint avec épuisement de la 

diversité du prélèvement confirmant une profondeur de séquençage adéquate, à l'instar des 

autres échantillons. Pour ces échantillons qui présentent un nombre de reads bruts et trimmés 

important, mais une courbe de raréfaction n’atteignant pas l’asymptote, la biomasse 

microbienne était donc très faible, comparée à la biomasse humaine et/ou contaminante. Il est 

intéressant de noter qu'en ITS, la courbe de raréfaction de chacun des prélèvements cités ci-

dessus (échantillons 2, 19, 20, 25) atteint l'asymptote avec très peu de reads contaminants 

éliminés. Ces différents échantillons correspondent systématiquement à un patient avec une 

balle fongique et non un témoin. Ces balles fongiques contenaient probablement une 

biomasse quasi exclusivement fongique et c'est pourquoi l'amplification 16S a 

majoritairement amplifié des séquences contaminantes ou humaines.  

BIAIS LIES A LA SELECTION DE LA BASE DE DONNEE POUR L'ASSIGNATION 
TAXONOMIQUE 

Le pipeline QIIME utilisé dans ce travail permet une assignation à la base SILVA pour le 16S 

et UNITE pour les ITS. Une assignation inexacte des OTUs contribue à l'obtention de 

résultats biaisés. Le choix de la base de données pour l'assignation taxonomique est donc 

essentiel [104]. Pour les Fungi, comparativement aux bactéries, une difficulté supplémentaire 

existe, puisque certaines OTUs ont pu être assignées à la forme anamorphe (asexuée) d'un 

champignon tandis que d'autres ont été assignées à la forme téléomorphe (sexuée) du même 

champignon, entraînant une fausse diversité puisqu'il s'agit en fait du même organisme. 

L'assignation initiale a été réalisée grâce à UNITE, mais la totalité des OTUs fongiques a été 

vérifiée à l'aide de Mycobank (www.mycobank.org), plateforme permettant de comparer les 

résultats d'assignation d'une séquence sur différentes bases de données. Pour les séquences 

obtenues en 16S, les OTUs prédominantes ont été vérifiées  et comparées sur les bases 

SILVA, Greengenes, RDP et EzBioCloud (www.ezbiocloud.net). Les identifications à 

l'espèce ont également été vérifiées en comparant ces différentes bases de données. 

VERS UNE STANDARDISATION DE LA METAGENOMIQUE 

L'utilisation de la métagénomique ciblée est freinée par l'absence de standardisation 

permettant de la valider, mais aussi par le fait que l’on amplifie que ce qui est connu, en 
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comparaison avec la technique shotgun qui amplifie tout ce qu’il y a dans le prélèvement. 

Tandis qu'une étude de transcriptomique peut être validée grâce à des méthodes de RT-qPCR 

permettant d'estimer la variation d'une cible d'ARN de référence entre deux conditions, cette 

procédure n'est pas réalisée de façon systématique en métagénomique. Une normalisation des 

données aurait pu être envisagée dans notre étude au moment du montage du plan 

d'expérience. À l'instar des études de transcriptomique, il est possible d'ajouter dans chaque 

échantillon un ADN exogène avec une quantité définie (spike-in) [105]. Ceci permettrait par 

la suite d'évaluer sa variation de proportion dans les tables finales. Néanmoins, il faut être 

certain que l'ADN exogène soit soumis aux mêmes biais techniques et analytiques que l'ADN 

endogène. Dans notre situation, il aurait fallu ajouter deux types d'ADN exogènes afin de 

normaliser la diversité fongique et bactérienne. En réalité, une validation de la proportion d'un 

groupe taxonomique par qPCR en parallèle est complexe et onéreuse à mettre en place. En 

outre, elle ne permettrait d'évaluer la variation de proportion que pour un seul groupe 

taxonomique. L'idéal pourrait être de tester le pipeline avec une communauté artificielle 

contenant les espèces attendues dans les prélèvements d'intérêts et qui pourrait être considéré 

comme témoin positif.  

Pour finir, outre le manque de standardisation technique des études de métagénomique, il 

n'existe pas pour l'instant de recommandations pour orienter le biologiste, à l'instar des 

recommandations MIQE en PCR quantitative [106]. Un consensus entre experts dans ce 

domaine récent et en expansion permettrait de faciliter l'utilisation de cet outil et la 

comparaison entre les études.  

DE L'ANALYSE DES DONNEES DE METAGENOMIQUE A L'INTERPRETATION 
CLINIQUE 

L'analyse des données de métagénomique doit être méticuleuse et l'analyse requiert des 

connaissances rigoureuses non seulement sur le choix des techniques, mais également sur le 

pouvoir pathogène des taxa mis en évidence. Afin d'illustrer les challenges d'interprétation de 

ces données, trois cas sont détaillés dans ce manuscrit. 

PATIENT 8 - BALLE FONGIQUE 

Il s'agit d'une femme de 71 ans opérée pour une balle fongique sphénoïdale d'allure typique au 

TDM. Devant l'aspect typique per-opératoire, le prélèvement n'a pas été envoyé en 

bactériologie et en anatomopathologie. L'examen direct mycologique mettait en évidence de 
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nombreux filaments, mais la culture est restée négative après 3 semaines d'incubation. En 

16S, l'amplification de l'échantillon a produit 48 010 reads assignés à 90,7% à l'espèce 

Haemophilus influenzae, 3,6% au genre Finegoldia et les reads restant assignés à une dizaine 

d'espèces minoritaires. Une prochaine partie de la discussion est dédiée à l'espèce H. 

influenzae (cf. p. 66). En ITS, l'échantillon a produit 12 003 reads assignés à 99,7% à l'espèce 

Sarocladium kiliense. S. kiliense, ex-Acremonium kiliense, est une espèce récemment décrite 

en pathologie humaine dans une épidémie nosocomiale de fongémies associées à la prise 

d'anti-vomitif chez des patients cancéreux en Colombie et au Chili [107]. Cette espèce n'a 

jamais été décrite dans les sinusites fongiques, mais elle est proche de genres fongiques 

responsables de ce genre de pathologie [108]. Les reads obtenus dans ce prélèvement sont 

identiques au témoin négatif d'extraction dont 75,1% des reads sont assignés à S. kiliense. En 

revanche, aucun reads assignés au genre Byssochlamys (également détecté dans le témoin 

négatif) n'étaient retrouvé dans l'échantillon 8. Dans ce contexte, il est difficile d'attribuer ou 

non cette balle fongique à S. kiliense.  

PATIENT 15 - BALLE FONGIQUE 

L'échantillon 15 a été prélevé chez une patiente de 53 ans avec une pansinusite secondaire à 

une balle fongique suspectée à l'imagerie. En mycologie, aucun élément fongique a été mis en 

évidence au direct, mais la culture a isolé Aspergillus sp. La culture bactérienne mettait en 

évidence Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis et Pseudomonas aeruginosa. 

L'anatomopathologie observait des remaniements inflammatoires sans mise en évidence de 

pathogènes. En 16S, l'amplification et le séquençage a produit 34 741 reads assignés à 98,7% 

à S. aureus. Les OTUs restantes étaient assignées à 8 genres bactériens supplémentaires dont 

Pseudomonas et Proteus. Côté fongique, 16 704 reads ont été analysés dont 55,6% 

appartenaient au taxon prédominant Malassezia. Un total de 28 autres genres fongiques 

minoritaires étaient également présents. L'abondance de taxa observée dans cet échantillon est 

probablement liée à la sur-représentation de champignons transitoires et/ou contaminants dans 

un échantillon avec une faible biomasse fongique [109]. Il est probable que cet échantillon ait 

été classé à tort dans les balles fongiques en raison d'une culture positive pouvant être le 

résultat soit d'une contamination exogène lors du prélèvement ou de l'ensemencement, soit de 

la présence transitoire de spores d'Aspergillus chez cette patiente présentant une sinusite à S. 

aureus. Devant cet exemple, les critères d'inclusion initiaux, qui autorisaient l’inclusion des 

patients avec culture mycologique positive sans examen direct positif en « balles fongique » 

pourraient éventuellement être remis en cause.  
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 PATIENT 44 - TEMOIN 

Cette patiente est une femme âgée de 48 ans déjà opérée d'un kyste du sinus maxillaire droit à 

l'âge de 20 ans. Elle présente au moment de la consultation une sinusite maxillaire droite 

chronique d'origine dentaire. Le TDM retrouve un épaississement muqueux partiel des 

cellules sinusiennes de la face sans argument en faveur d'une greffe aspergillaire. L'IRM met 

en évidence une ostéite du plancher de l'orbite droite. Le chirurgien retire « un gros bouchon » 

faisant suspecter un aspergillome et les prélèvements sont envoyés en mycologie, 

bactériologie et anatomopathologie. L'examen direct et la culture restent négatifs en 

mycologie. En bactériologie, la culture est positive à S. aureus. L'anatomopathologie étudie 

trois fragments présentant des remaniements fibro-inflammatoires sans mettre en évidence de 

filaments mycéliens. La patiente rentre à domicile avec un traitement par clindamycine. En 

16S, le fragment extrait produit 68 881 reads assignés à 92,7% à Pseudomonas, 6,8% à 

Aggregatibacter et les OTUs restantes à 11 genres minoritaires. En ITS, 18 005 reads ont été 

obtenus, dont 81,8% étaient assignés au genre Aspergillus, 10,1% à Malassezia et le reste était 

assigné à 3 taxa minoritaires, Cladosporium, Alternaria et Galactomyces. Une analyse 

supplémentaire a pu assigner l’Aspergillus à la section flavi pour la majorité des reads. La 

discordance entre les résultats obtenus en culture bactérienne et en métagénomique 16S peut 

s'expliquer par un défaut d'extraction de S. aureus, comme précédemment discuté (cf. p. 55). 

Cette hypothèse semble confirmée puisque deux autres cas de discordance entre culture et 

métagénomique (patients 43 et 46) sont liés à un défaut de détection de S. aureus en 

métagénomique alors que la culture avait permis de l'identifier. De plus, le cas de discordance 

partielle (patient 48) évoqué p. 53 correspondait également à une sous-détection de S. aureus 

en métagénomique comparé à la culture. In fine, il est très probable que Pseudomonas ait été 

présent en quantité faible dans l’échantillon 44 et qu’il n'ait pas été détecté en culture en 

raison de la forte charge en S. aureus. Concernant les résultats ITS de cet échantillon, la 

métagénomique a mis en évidence un nombre important de reads associés au genre 

Aspergillus qui n'avait pas été détecté par l'examen direct ou la culture. L’interprétation de cet 

Aspergillus est à discuter. L’ED et la culture étant négatifs, il peut être considéré comme un 

colonisant transitoire ou un contaminant. Dans ce cas, la métagénomique a permis de 

démasquer des genres bactériens pathogènes minoritaires dans une infection probablement 

pluri-microbienne montrant l'intérêt de cette technique pour dépister les espèces minoritaires.  

LES COMMUNAUTES BACTERIENNES ET FONGIQUES DES BALLES 
FONGIQUES SINUSIENNES 
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SIGNIFICATIVITE ET PERTINENCE DES RESULTATS ISSUS DE DONNEES DE 
METAGENOMIQUE 

L’approche purement descriptive de la métagénomique ciblée est une de ses limites et reste 

insuffisante pour analyser les variations des microbiotes étudiés. À titre d'exemple, un profil 

particulier de flore peut être un élément pour interpréter certaines données cliniques, mais il 

faut être pertinent et ne pas associer systématiquement un profil à une étiologie. Ceci est très 

bien illustré par la recherche actuelle d'association entre pathologies du tube digestif et 

microbiote intestinal. En effet, les patients atteints de maladie cœliaque ont un microbiote 

différent des patients sains suggérant une implication du microbiote dans la symptomatologie 

et/ou la physiopathologie de la maladie cœliaque [110]. Cependant, il n'est pas exclu que ce 

microbiote soit la conséquence d'une inflammation locale chronique et/ou d'un régime 

particulier sans gluten et non une étiologie de la maladie cœliaque.  

Un regard critique sur la pertinence des données significatives est primordial. En effet, la 

multiplication des analyses statistiques et la multitude de variables et de taxa entraînent 

parfois une mise en valeur de résultats discutables. C'est notamment le cas dans ce travail 

lorsque nous avons cherché à mettre en évidence des sur- ou sous-représentations de taxa en 

fonction du sexe ou de la localisation de la sinusite (Figure 19). Aggregatibacter et Moraxella 

prédominent chez les femmes (p<0,01 et p<0,05 respectivement) tandis que Escherichia-

Shigella et Eubacterium semblent être retrouvés en plus grande abondance chez les hommes 

(p<0,001). Aucun argument physiopathologique ne permet d'expliquer ces associations qui 

sont probablement fortuites ou liées à un facteur de confusion technique. Il semblerait 

également que les genres Achromobacter et Anaerococcus soient en plus grande abondance 

dans les sinusites maxillaires versus les autres localisations (p<0,05) (Figure 19). Néanmoins, 

ces genres très minoritaires sont retrouvés en faible quantité et dans peu d'échantillons. Ces 

genres sont aussi fréquemment décrits comme contaminants de laboratoire, comme retrouvés 

ici en petite quantité dans le témoin négatif. Ces résultats, bien que significatifs, sont peu 

pertinents et probablement le résultat d'une contamination de certains échantillons.  

LE MICROBIOTE FONGIQUE DES BALLES FONGIQUES SINUSIENNES 

L'analyse du microbiote fongique, ou mycobiome, au sein de ces balles fongiques révèle 

essentiellement la présence du genre Aspergillus. Les études sur le mycobiome respiratoire 

rapportent également Aspergillus, mais aussi Candida comme étant les taxa les plus 

fréquemment détectés [45,48,52,57,58,111]. Aucune OTU assignée au genre Candida n'a été 
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détecté dans notre étude. Il ne faut pas omettre qu’il s’agit ici d’une étude sur les sinusites et 

non sur des prélèvements du tractus respiratoire ou oropharyngés. Il est également possible 

que ce taxa ait pu être sous-estimé par l'utilisation de ITS2 versus ITS1 [34]. La présence 

d'Aspergillus et l'absence de Candida étaient des résultats attendus et permettent de témoigner 

de la qualité des prélèvements. Aspergillus est le genre majoritaire, un champignon 

normalement bien adapté à nos milieux de culture qui, dans le cas présent, reste le plus 

souvent négatif en culture. Ce résultat est concordant avec les études relatives aux balles 

fongiques précédemment décrites dans l'introduction (cf. p. 17) [16,21]. Une seule autre étude 

à notre connaissance, de Cleland et al.,  évalue le mycobiome dans les sinusites chroniques 

[53].  L'objectif de cette étude était de décrire la diversité du mycobiome chez des patients 

opérés par voie endoscopique pour sinusite chronique. Cette étude australienne incluait 23 cas 

de sinusites chroniques et 11 témoins opérés par voie transphénoïdale pour une autre raison 

médicale. Dans ce travail, l'amplification et l'analyse étaient réalisées sur un écouvillon nasal 

et non sur un prélèvement profond de type biopsie ou aspiration. Ce prélèvement, dans lequel 

207 taxa fongiques étaient mis en évidence, ne permettait probablement pas de différencier la 

flore fongique commensale, présente dans l'environnement et inhalée quotidiennement, de la 

ou les espèces responsables de la pathogénicité au niveau des sinus. Bien qu'il ait été montré 

que l'utilisation d'un écouvillon versus un échantillon tissulaire n'avait pas d'impact sur 

l'analyse du microbiome bactérien sinusien [81], ce n’est probablement pas vrai pour le 

mycobiome en raison de l'inhalation quotidienne de diverses spores fongiques. Malassezia 

était détecté dans tous les échantillons et prédominait comme taxon. Le type de sinusites 

étudié dans cette étude correspondait à nos témoins chez lesquels nous trouvons également le 

genre Malassezia. Malassezia spp. sont des levures basidiomycètes qui composent jusqu'à 

80% de la flore cutanée fongique et sont également associées à un spectre de maladies 

dermatologiques incluant entre autres le pityriasis versicolor et la dermatite séborrhéique 

[112]. Ce genre est souvent mis en évidence dans les études de métagénomique ciblée, mais 

peu dans les études basées sur la culture en raison de la nécessité d'utiliser des milieux 

enrichis en lipides. Dans une étude sur le mycobiome des rhinites allergiques, Jung et al. 

identifiaient également Malassezia dans 100% des cas. Dans ces deux dernières études, 

l'abondance relative de Malassezia ne variait pas entre les patients atteints de dysfonction 

rhino-sinusienne chronique (DRSC) ou de rhinite allergique [56]. Chez des patients 

asthmatiques, Malassezia pachydermatis était significativement plus fréquemment retrouvé 

dans les expectorations des malades versus les témoins [49]. Il est possible que ces 

observations soient une conséquence de la pathologie et éventuellement secondaire à 
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l'utilisation de corticostéroïdes inhalés. Les données disponibles actuellement suggèrent que 

Malassezia pourrait être un commensal des cavités rhino-sinusiennes mais plus d'études sont 

nécessaires afin d'établir si ces champignons jouent un rôle dans la physiopathologie des 

DRSC.  

PERTINENCE DU CHOIX DES TEMOINS 

Les cas de balles fongiques correspondaient à des diagnostics effectués sur des arguments 

cliniques (enchevêtrement très dense « en truffe » de filaments mycéliens), radiologiques et 

chirurgicaux ainsi que sur l'aspect macroscopique associé à un examen direct et/ou une 

culture positive. Les témoins correspondaient à des patients opérés pour sinusites chroniques 

pour lesquels ni la mycologie, ni l'anatomopathologie n’avait mis de filaments en évidence. 

Du côté des cas, un seul patient avait un examen direct négatif avec une culture positive. Ce 

cas discuté précédemment (p. 60) aurait probablement dû être considéré comme témoin. 

Concernant les témoins, les patients présentaient une polypose naso-sinusienne (n=3), un 

corps étranger intra-sinusien (n=3) et une obstruction chronique sans étiologie évidente (n=1, 

patient 44 discuté p. 61). Ces échantillons avaient été envoyés en mycologie ce qui constitue 

d'emblée un premier biais. En effet, les prélèvements per-opératoires ne sont pas 

systématiquement envoyés en mycologie et dans ces cas une étiologie fongique avait 

probablement été suspectée par le chirurgien et infirmée par la mycologie et 

l’anatomopathologie. Chez nos témoins, les corps étrangers sinusiens correspondaient à (i) 

une lésion pseudo-tumorale qui s'est avérée être des pseudo-polypes inflammatoires (patient 

42), (ii) un noyau de pâte dentaire (patient 48) et (iii) une suspicion de balle fongique au TDM 

(patient 47). Pour ce dernier patient, le compte-rendu opératoire rapporte la mise en évidence 

d'une lésion de "type truffe aspergillaire" envoyée en mycologie et en anatomopathologie. 

Néanmoins, les examens directs des deux laboratoires s'accordent pour réfuter la présence de 

filaments. En bactériologie, la culture est pure à P. aeruginosa, ce que confirment les résultats 

de la métagénomique. Il est donc envisageable de proposer que P. aeruginosa, par sa capacité 

à faire du biofilm, puisse avoir la capacité de créer une structure macroscopiquement similaire 

à une balle fongique, soulignant ainsi l'importance de l'envoi systématique des prélèvements 

en microbiologie générale et spécialisée.  

PHYSIOPATHOLOGIE  DES BALLES FONGIQUES, UN FLOU PERSISTANT 

La physiopathologie des balles fongiques reste débattue. Il est probable que l'origine soit 

multifactorielle (i) liée à l'hôte (prédisposition génétique et anatomique), (ii) liée à 
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l'environnement et (iii) liée au pathogène. Jiang et al. ont recherché des facteurs 

prédisposants, dans une cohorte de 91 patients opérés pour une balle fongique sinusienne, 

incluant le profil cytokinique des cellules de la muqueuse et des polymorphismes génétiques 

des gènes de l'immunité, déjà retrouvés  chez des patients développant un aspergillome 

pulmonaire [15]. Aucune mutation particulière des gènes de l'immunité n’a été retrouvée pour 

le moment chez ces patients [15]. Toutefois, un polymorphisme associé à l'expression 

épithéliale de la cadhérine E, habituellement retrouvé chez les patients asthmatiques, semble 

plus fréquemment retrouvé chez ces patients [15].  

Notre travail s’est concentré sur le ou les pathogènes à l'origine de la sinusite chronique. Le 

champignon impliqué dans la majorité des cas est Aspergillus. Notre hypothèse était que 

l'absence de pousse en culture puisse être secondaire à la présence concomitante de bactéries. 

Ceci aurait eu pour conséquence de fragiliser le champignon, mais cela n'est pas vérifié par 

nos résultats. En effet, le microbiote bactérien des balles fongiques ayant poussé en culture ne 

n'est pas significativement différent de celui où la culture est restée négative. Il est probable 

que le champignon au sein des balles fongiques soit plutôt assimilé à un biofilm et dans un 

état d'hypométabolisme empêchant sa pousse secondaire en culture [113]. L'état "viable, mais 

non cultivable" est bien démontré chez les bactéries évoluant dans un biofilm, mais ne semble 

pas avoir été décrite chez Aspergillus [114].  Cet état de dormance se caractérise par l'échec 

de pousse d'un organisme en culture sur des milieux habituellement adéquats tandis que des 

preuves de viabilité persistent telles qu'une activité respiratoire, la présence d'ARNr  et 

l'intégrité de la membrane cellulaire [114]. Les discussions autour du rôle du biofilm dans la 

physiopathologie des aspergilloses est un concept récent. Des études anatomopathologiques 

de tissus humains et de modèles animaux d'aspergillose aiguë invasive et chronique ont 

montré qu'A. fumigatus produit un biofilm composé d'agrégats d'hyphes multicellulaires 

enchâssés dans une matrice extracellulaire [115,116]. Des études ont montré que cette 

capacité à produire du biofilm contribuait à la virulence en favorisant l'adhérence aux cellules 

de l'hôte [117] et en augmentant la résistance aux antifongiques [118] et au système 

immunitaire [119]. Il est probable que ces balles fongiques correspondent à un biofilm 

aspergillaire. 

LE MICROBIOTE BACTERIEN DES BALLES FONGIQUES SINUSIENNES 
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Le genre Haemophilus était significativement plus abondant au sein des balles fongiques 

comparées aux autres sinusites (p<0.001). En effet 48,6% (18/37) des échantillons contenaient 

une abondance relative d'Haemophilus >10%. De plus, dans 5,4% (2/37) des échantillons, le 

genre Aggregatibacter, très proche d'Haemophilus, prédominait. Le genre Aggregatibacter fut 

d'ailleurs créé en 2006 afin de renommer certaines espèces du genre Haemophilus, notamment 

les espèces ex-Haemophilus segnis et ex-Haemophilus aphrophilus [120]. Le potentiel rôle 

d'Haemophilus dans les balles fongiques fait l'objet d'une partie particulière détaillée ci-

dessous. Parmi les échantillons restants, 10,8% (4/37) présentaient moins de 5 000 reads 

bactériens, probablement liés à des échantillons essentiellement fongiques comme discuté 

précédemment. Les 35,1% d'échantillons sans Haemophilus ou assimilés présentaient des 

profils bactériens variés. Un grand nombre de bactéries anaérobies a également été mis en 

évidence par la métagénomique, non présent systématiquement dans la culture lorsque celle-ci 

était réalisée. Il s'agit notamment des Streptococcus du groupe milleri, des genres 

Fusobacterium, Parvimonas, Porphyromonas, Prevotella, Finegoldia, Bacteroides et 

Peptostreptococcus. L'isolement de bactéries anaérobies est plus difficile en culture, car elle 

requiert des conditions de prélèvement, de transport et de manipulation particulières. La 

plupart des genres cités ne sont pas forcément pathogènes, car également présents dans la 

flore oropharyngée. Néanmoins, ils peuvent être responsables de complications 

odontologiques (i.e. parodontite), de sinusites et d'otites et sont probablement sous-estimés 

dans ces pathologies [121]. Une étude, réalisée sur une cohorte de 47 patients atteints de balle 

fongique, avec mise en culture bactérienne systématique mettait en évidence des anaérobies 

dans 55,3% des cas [122]. Les genres les plus fréquemment retrouvés étaient Prevotella et 

Peptostreptococcus [122]. Dans cette étude comme dans la nôtre, il est difficile d'évaluer si la 

présence de ces bactéries est en lien avec la physiopathologie des balles fongiques.  

HAEMOPHILUS  JOUE-T-IL UN ROLE DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DES 
BALLES FONGIQUES ? 

Haemophilus spp. sont des cocobacilles Gram négatif dépendant du facteur X (hème) et/ou du 

facteur V (dinucléotide adénine nicotinamide) [123]. Haemophilus influenzae est dépendant 

des deux facteurs. Certaines souches sont encapsulées et typables avec des sérotypes a à f en 

fonction du polysaccharide de la capsule [123]. Les autres ne sont pas typables et nommés 

Haemophilus influenzae non typables (HINT). Les souches encapsulées de sérotype b (Hib) 

étaient responsables d'épiglottites et méningites graves chez l'enfant de moins de 5 ans, mais 

ces pathologies ont drastiquement diminuées depuis l'introduction du vaccin Hib [120]. En 
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France, le rapport d'activité du CNR Haemophilus influenzae retrouve 89,1% de HINT dans 

les infections invasives (i.e. bactériémies et méningites) [124]. Les HINT sont retrouvés dans 

la flore oropharyngée, mais aucune méthode ne permet de différencier une souche 

commensale d’une souche pathogène bien qu'une étude suggère que l'activité protéase anti-

IgA1 soit plus importante chez les souches isolées de patients symptomatiques [125]. Les 

HINT sont surtout retrouvés dans des infections non-invasives telles que les otites moyennes 

aiguës, les sinusites, les conjonctivites, les exacerbations de broncho-pneumopathie chronique 

obstructive (BPCO) et les pneumonies sans bactériémies [123]. Ces infections ne touchent 

généralement que la muqueuse et sont polymicrobiennes. Le rôle des HINT dans ces 

infections peut donc être sous-estimé. Comparés à ses autres co-pathogènes, les HINT ne 

secrètent pas d'exotoxines, d'enzymes protéolytiques (hormis les endopeptidases d'IgA1), de 

lipases, de superantigènes ou de capsule. Pourtant, ils arrivent à faire concurrence aux autres 

micro-organismes et colonisent les voies aériennes supérieures. La colonisation par les HINT 

est une cause majeure d'inflammation des voies respiratoires et de lésions tissulaires dans la 

BPCO, notamment au moment des exacerbations [126]. Dans ce cas, les co-colonisations ou 

co-infections sont fréquemment observées avec S. pneumoniae et M. catarrhalis. Ils sont 

également fréquemment détectés pendant ou suite à des infections par le virus de la grippe, les 

rhinovirus ou le VRS (virus respiratoire syncytial). Il est possible que les HINT soit 

particulièrement bien adaptés aux autres bactéries avec lesquelles ils communiquent par le 

biais de molécules de quorum sensing ainsi qu'avec le microenvironnement épithélial de l'hôte 

affecté par une infection virale [127]. Les HINT participent aussi probablement à initier le 

processus inflammatoire conduisant à la colonisation par P. aeruginosa dans la 

mucoviscidose [123,128]. Nous pourrions imaginer que c'est également le cas pour 

l'implantation d'Aspergillus. La colonisation de la muqueuse par les HINT et leur persistance 

repose sur quatre stratégies principales [127]: 

o La perturbation du système de clairance muco-ciliaire impliquant l'activation d'une 

protéine kinase C epsilon chez la cellule hôte  

o L'adhérence aux cellules épithéliales via des adhésines 

o La formation de biofilm 

o L'invasion des cellules épithéliales 

Une perturbation du système de clairance muco-ciliaire serait particulièrement propice à la 

persistance et à la germination des spores d'Aspergillus inhalées quotidiennement de 

l'environnement. 
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PEUT-IL EXISTER UNE INTERACTION ENTRE ASPERGILLUS  ET HAEMOPHILUS  
?   

Une étude portant sur les rhinosinusites fongiques allergiques (n=4) et les rhinosinusites 

chroniques (n=7) a examiné des échantillons de muqueuses sinusiennes prélevés lors d'une 

chirurgie endoscopique à la recherche de biofilm bactérien et fongique [85]. La présence de S. 

pneumoniae, S. aureus, H. influenzae, P. aeruginosa et d'éléments fongiques étaient 

recherchés par hybridation in situ en fluorescence (FISH) à l'aide de sondes nucléotidiques 

spécifiques. Sur les 11 échantillons étudiés, la FISH mettait en évidence un biofilm pour 9 

d'entre eux contenant à la fois des éléments fongiques et H. influenzae. S. pneumoniae, S. 

aureus et P. aeruginosa étaient également associés à ce biofilm polymicrobien dans 4, 4 et 3 

cas respectivement. Bien que ces types de sinusites soient différents des balles fongiques, 

cette étude confirme l'existence de biofilm associant Haemophilus et Aspergillus.  

Par ailleurs, une équipe australienne a développé un modèle in vivo de sinusite fongique chez 

le mouton [129].  Dans ce modèle, aucun biofilm fongique ne se formait lorsque A. fumigatus 

était inoculé seul. Par contre, lorsque qu'il était co-inoculé avec S. aureus, S. epidermidis ou 

P. aeruginosa un important biofilm mixte était visible à J8 sur les biopsies de muqueuse 

[129]. L'utilisation d'une toxine ciliaire permettait également la formation de biofilm 

fongique. De façon surprenante, la co-inoculation avec H. influenzae n'aboutissait pas à la 

formation d'un biofilm. Cependant, la souche ATCC 49247 utilisée pour l'étude ne produit pas 

de biofilm comme l'a démontré plus récemment Wajima et al. [130]. Il est probable qu’avec 

d’autres souches d’H. influenzae, un biofilm mixte se serait formé comme c’est le cas entre 

certaines souches d’autres bacilles Gram négatif et Aspergillus [131,132].  

Notre étude ne permet pas de savoir si la co-existence de H. influenzae et A. fumigatus au sein 

des balles fongiques correspond à une association fortuite ou une véritable interaction entre 

ces micro-organismes. Il est théoriquement possible que le champignon et la bactérie puissent 

interagir de façon coopérative afin d'augmenter leurs mécanismes de défense vis-à-vis de 

l'hôte, mais aussi pour faciliter l'accès à certains nutriments par des échanges spécifiques 

[114]. Nous ne pouvons pas non plus exclure que la présence d'H. influenzae puisse être liée à 

une simple surinfection compliquant transitoirement cette pathologie chronique. Toutefois, la 

chirurgie se réalise plutôt "à froid" et la plupart des patients étaient décrits comme apyrétiques 

et sans symptômes aigus lorsque l'information était disponible. Une analyse par FISH de 

coupes fines de nos balles fongiques avec des sondes spécifiques d'A. fumigatus et H. 

influenzae aurait pu montrer leur coexistence au cœur de la structure. D'autres études d'abord 
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in vitro sur polystyrène, puis sur cellules épithéliales sont nécessaires pour mettre en évidence 

de potentielles interactions entre ces deux micro-organismes.  

CONCLUSION 

Les balles fongiques sinusiennes sont des entités particulières des rhino-sinusites chroniques. 

Elles étaient jusqu'alors décrites comme un enchevêtrement dense de filaments fongiques 

obstruant un sinus. Sans surprise, la métagénomique ciblée permet de valider qu’elles sont 

essentiellement dues à des Aspergillus section fumigati, confirmant les données de la 

littérature même si la culture reste le plus souvent négative. De façon plus intéressante, les 

résultats de notre étude révèlent que des bactéries et notamment H. influenzae, par sa présence 

spécifique en association avec Aspergillus pourrait jouer un rôle dans ces balles fongiques 

sinusiennes. Cela nous permet de souligner l'importance de multiplier l'envoi des 

prélèvements per-opératoires, quels qu'ils soient, dans les différents laboratoires diagnostiques 

disponibles (bactériologie, mycologie, anatomopathologie) sans a priori sur l'étiologie. La 

fréquence des faux négatifs retrouvés par le laboratoire d'anatomopathologie, plus 

fréquemment qu'en mycologie en cas d’étiologie fongique vient renforcer cette suggestion.  

L'analyse du microbiome par métagénomique ciblée permet de détecter un large panel de taxa 

fongiques et bactériens, plus important que les études basées sur la culture. L'avènement des 

techniques de séquençage haut débit apporte de nouvelles perspectives. Les objectifs 

microbiologiques évoluent : nous sommes passés de la mise en évidence d'une espèce pour 

une pathologie à la recherche d'un profil de communautés microbiennes normales (flore) ou 

anormales permettant l’analyse fine des coexistences ou des co-exclusions entres bactéries, 

virus et champignons. Les techniques de séquençage à très haut débit permettent également 

d'étudier l'importance des prédispositions génétiques de l'hôte en permettant le séquençage 

rapide de génomes humains entiers. Ceci donne lieu à l’analyse complexe de mécanismes 

pathologiques non élucidés. Les limitations principales aujourd'hui restent le manque de 

standardisation entre les études et les difficultés d'appréhender la totalité des biais liés à la 

méthode choisie. Cette technologie est également très prometteuse pour les laboratoires de 

microbiologie clinique pour détecter les pathogènes lorsque les techniques traditionnelles de 

microscopie et de culture restent négatives alors que la suspicion d'infection est importante.  

C’est particulièrement vrai dans le cas des infections liées aux biofilms. Le rôle du biologiste 

est majeur dans l'analyse de ces sets complexes de données. Il est donc important de tester et 

connaître ce genre de techniques afin d'en interpréter les résultats en connaissance de cause. 
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Ce type d'études, présenté dans ce mémoire,  permet de discuter les biais et les limites du 

choix des critères utilisés afin de mieux appréhender la prise en charge prochaine par 

séquençage haut débit des échantillons des patients à des fins diagnostiques immédiates. Une 

des perspectives principales de notre étude à court terme pour l'écriture prévue de l'article 

scientifique est la comparaison des résultats entre la cible ITS2 décrite dans ce manuscrit et la 

cible ITS1 qui en cours d'analyse.  

 Les trois hypothèses avancées initialement pour expliquer l'absence de pousse en culture des 

prélèvements de balles fongiques étaient : premièrement la présence d'espèces fongiques non 

cultivables, déjà réfutée par d'autres études et confirmée ici. Deuxièmement, la concomitance 

de certaines bactéries spécifiques, tel que P. aeruginosa, aurait pu empêcher la pousse en 

culture, mais aucun taxon bactérien spécifique ne semble associé aux cultures négatives. 

Enfin, la troisième hypothèse proposait que cette structure particulière de balle fongique, 

proche d'un biofilm fongique, soit constituée de structures fongiques altérées et/ou que le 

métabolisme du champignon soit ralenti rendant sa croissance in vitro lente et difficile dans 

des conditions de culture classique. Les bactéries au sein des biofilms sont décrites comme 

"viables, mais non-cultivables" et c'est probablement également le cas pour les champignons.  

Contrôler les facteurs qui conduisent à la formation du biofilm fongique dans les sinus 

permettrait une prévention de la formation des balles fongiques et une meilleure prise en 

charge des patients. Il reste à comprendre la raison pour laquelle H. influenzae s’associe avec 

A. fumigatus dans les balles fongiques de façon significativement plus importante que dans les 

autres types de sinusites chroniques. Cette étude descriptive ne permet pas de savoir si la 

bactérie est présente au préalable et participe à la formation de la balle fongique ou si sa 

présence est une conséquence liée à l’obstruction chronique du sinus qui favoriserait sa 

prolifération. Finalement, il est probable que les souches d'H. influenzae soient capables 

d'inhiber l'activité ciliaire des cellules épithéliales et de synthétiser du biofilm propice à 

l'implantation du champignon à la surface de la muqueuse. D'autres études sont requises pour 

mettre en évidence des interactions directes symbiotiques entre ces deux micro-organismes.  
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ANNEXES 
 
Annexe 1. Table d'OTUs fongique obtenue après analyse des données de séquençage (portion de la table uniquement, à titre d'exemple) 
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Analyse du microbiome fongique et bactérien dans les sinusites fongiques chroniques  
 
L'examen direct (ED) des balles fongiques sinusiennes montre systématiquement des filaments mais la 
culture reste négative dans 70% des cas pouvant être la conséquence d'interactions microbiennes 
inhibant la croissance du champignon. L'objectif est d'évaluer, par métagénomique ciblée, la diversité 
du microbiome fongique et bactérien dans des biopsies sinusiennes de balles fongiques et de 
rechercher d’éventuelles associations microbiennes. L’ADN total a été extrait à partir de 44 biopsies 
sinusiennes, de 44 patients opérés pour sinusites chroniques entre 2015 et 2017. Les loci fongique 
ITS2 et de l'ARN 16S bactérien ont été amplifiés et séquencés (MiSeqTM Illumina). Une analyse de la 
diversité microbienne a été réalisée via le pipeline QIIME à partir des bases de données UNITE et 
SILVA pour ITS et 16S, respectivement. Ces données ont été comparées aux données 
microbiologiques et cliniques. Parmi ces 44 patients, 37 avait une balle fongique sinusienne (cas) et 7 
avaient une sinusite chroniques sans étiologie fongique (témoins). L'ED et la culture étaient positifs 
dans 97,2% et 32,4% respectivement chez les cas. L'analyse métagénomique a mis en évidence 56 
taxa fongiques et 122 taxa bactériens. Une analyse en coordonnées principales (distance de Bray-
Curtis; permanova test) montre que les profils de diversité microbienne étaient différents entre cas et 
témoins (p<0,001 et p=0,005 respectivement). Aspergillus était le genre majoritaire (89,2%). Le taxon 
bactérien Haemophilus était sur-représenté chez les cas (p<0,001). La physiopathologie des balles 
fongiques est encore mal comprise et pourrait résulter de l'interaction entre bactéries et champignons 
au sein d'un biofilm. 
 
Rhinosinusites chroniques; Balles fongiques; Microbiome; Mycobiome; Aspergillus; Haemophilus 

 
Analysis of fungal and bacterial microbiome in chronic fungal rhinosinusitis 
 
In fungal ball rhinosinusitis, fungal hyphae are observed on direct examination (DE) of biopsy 
samples but culture remains negative in most cases. This could be the result of microbial interactions 
weakening the fungus. The aim of this study was to describe and analyze bacterial and fungal 
microbiota by targeted metagenomics in fungal balls and find possible microbial. A total of 44 sinus 
biopsies were studied from 44 patients who underwent surgery for chronic rhinosinusitis from 2015 to 
2017 in Paris. DNA was extracted and fungal ITS2 loci and bacterial V3-V4 16S ribosomal DNA 
locus were amplified and sequenced (MiSeqTM Illumina). Microbial diversity was analyzed with 
QIIME, associated with UNITE and SILVA databases for ITS and 16S, respectively. These data were 
compared to microbiological and clinical data. Among these 44 patients, 37 had fungal balls and 7 had 
non-fungal chronic rhinosinusitis (controls). Among the 37 fungal balls, DE and culture were positive 
for fungi in 97.2% and 32.4% of biopsies, respectively. Targeted metagenomic analysis yielded 56 
fungal taxa and 122 bacterial taxa. Using principal coordinate analysis (Bray-Curtis distance; 
permanova test), a significantly different bacterial and fungal metagenomic profiles in patients with 
fungal balls compare to controls was found (p=0.047 and p<0.001, respectively). Aspergillus was 
predominantly identified in 89.2% of fungal balls. One bacterial taxon, Haemophilus, was 
significantly over-represented in patients with fungal balls compared to controls (p<0.001). Fungal 
balls pathogenesis remains unclear and could result from microbial interactions between fungi and 
bacteria in mixed biofilm-like structure.  
 
Chronic rhinosinusitis; Fungal ball; Microbiome; Mycobiome; Aspergillus; Haemophilus 

Université	Paris	Descartes	-	Faculté	de	Médecine	Paris	Descartes	
15,	rue	de	l’Ecole	de	Médecine	-	75270	Paris	cedex	06	


	Pages Garde
	thèse S. Dellière VF 20190827



