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I. Introduction 
 

Les infections fongiques connaissent globalement une incidence croissante. La 

pathogénicité est très variable d’une espèce fongique à une autre ; parmi la grande 

diversité du règne fongique, peu de champignons sont pathogènes pour l’Homme 

cependant certains sont ubiquitaires (Aspergillus sp., Fusarium sp., etc) et de ce fait 

il est d’autant plus difficile de s’en prémunir. Les agents étiologiques mis en 

évidence chez l’Homme sont de plus en plus variés en lien avec l’augmentation du 

nombre de patients immunodéprimés, l’amélioration des techniques d’identification et 

les connaissances grandissantes vis-à-vis du règne fongique. Bien que le diagnostic 

soit souvent difficile et tardif, l’instauration précoce d’un traitement antifongique 

adapté au patient est cruciale pour une évolution clinique favorable, en particulier, 

dans le cadre des infections fongiques invasives.  

À l’heure actuelle, les méthodes diagnostiques au laboratoire reposent 

principalement sur l'examen direct des prélèvements et l'identification des colonies 

obtenues par culture. L'examen direct, bien que de faible sensibilité, a l'avantage de 

fournir une réponse rapide (en quelques heures) au clinicien pour la prise en charge 

du patient. Les cultures fongiques sur milieux appropriés sont plus sensibles mais 

ont un délai de pousse très variable d’une espèce à une autre (de quelques jours à 

plusieurs semaines). L'identification des espèces ayant poussées se fait alors par 

confrontation des aspects morphologiques (macroscopiques et microscopiques) et 

des données de spectrométrie de masse issues de la technologie MALDI/TOF 

(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation / Time Of Flight) pour les laboratoires 

disposant de cette technologie. L'identification au rang d'espèce devient de plus en 

plus exhaustive grâce à l'évolution des banques de spectres disponibles mais il est 

encore fréquent de faire face à des lacunes d'identification.  

La détection d’ADN fongique par PCR (Polymerase Chain Reaction) se 

développe rapidement de façon à être soit spécifique d’un genre ou d’une espèce 

donnée soit « panfongique ». Cette dernière technique, couplée au séquençage, 

progresse dans les laboratoires de recherche depuis que le Consortium for the 

Barcode of Life (CBOL) a défini le gène codant pour la région ITS (Internal 

Transcribed Spacer) comme marqueur fongique universel. Cependant, cette 
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technique longue et coûteuse se heurte encore à de nombreuses difficultés 

techniques parmi lesquelles un manque d’homogénéisation flagrant entre les 

utilisateurs. 

L’objectif de ce travail a été de mettre au point une technique complémentaire 

d’identification fongique précise au rang d’espèce des souches issues d’isolats 

cliniques lorsque les techniques usuelles du laboratoire ne parviennent pas à une 

identification correcte. Cette technique repose sur la mise en place du séquençage 

fongique au sein du laboratoire, nécessitant une application concrète, adaptée de la 

littérature scientifique, et une évaluation des performances de la technique pour 

l’utiliser dans les meilleures conditions.   
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II. Généralités 

1. Bilan annuel 

En 2019, près de 18 000 recherches mycologiques ont été réalisées au 

laboratoire de Mycologie du CHU de Rouen. Environ 8% de ces prélèvements 

(~1 500) ont fait l’objet d’une annulation du dossier à cause d’une non-conformité 

préanalytique (problème d’identitovigilance, conditions préanalytiques non 

respectées, doublons, etc.). Le tableau I illustre de manière non exhaustive la 

diversité des prélèvements reçus.  

Tableau	  I	  :	  Liste	  des	  prélèvements	  reçus	  pour	  culture	  mycologique	  en	  2019	  au	  laboratoire	  de	  Mycologie	  du	  
CHU	  de	  Rouen	  

Types de prélèvements Nombre de prélèvements 

Aspirations bronchiques 891 

Crachats 885 

LBA (Lavage bronchoalvéolaire) 1 023 

Autres prélèvements respiratoires 265 

Biopsies 59 

Ecouvillons  vaginaux 5 091 

Ecouvillons autres 1 079 

Hémocultures 255 

LCR (Liquide céphalo-rachidien) 95 

Liquides divers (amniotiques, gastriques, articulaires...) 842 

Liquides abdominaux 1 236 

Liquides de conservation 2 064 

Matériels (cathéters, prothèses, valves...) 113 

Morceaux 325 

Peau et phanères 557 

Prélèvements oculaires 434 

Protocoles Mucoviscidose 930 

Urines 1 041 

Autres (souches extérieures, selles, pus, EEQ...) 772 

Total 17 957 
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Les écouvillons vaginaux, les prélèvements respiratoires et les liquides de 

conservation représentent respectivement 28%, 17% et 11% des cultures 

mycologiques réalisées, soit plus de la moitié de l’activité globale (Figure 1). Sur les 

16 596 échantillons mis en culture, 6 159 se sont avérés positifs à un ou plusieurs 

champignons, amenant ainsi à 37% le taux de positivité. Parmi les cultures positives 

71% étaient pures et 29% ont révélé la présence de plusieurs espèces fongiques. 

2. Classification 

Le règne des champignons est représenté par une incroyable diversité, ce sont 

des organismes eucaryotes uni- ou pluricellulaires. Ils partagent cependant comme 

caractères communs le fait d’être des hétérotrophes (assimilation de substances 

organiques), absorbotrophes (nutrition par absorption des nutriments à travers la 

paroi extérieure), de se reproduire grâce à des spores et de posséder une paroi 

cellulaire riche en chitine. Ils se développent via des filaments mycéliens appelés 

thalles (unicellulaires pour les levures ou pluricellulaires pour les filamenteux). 

Figure	  1	  :	  Répartition	  des	  différents	  types	  de	  prélèvements	  avec	  culture	  mycologique	  reçus	  en	  2019	  au	  
laboratoire	  de	  Mycologie	  du	  CHU	  de	  Rouen 
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De multiples classifications détaillées du règne fongique ont été élaborées à 

partir du XXème siècle, basées notamment sur les caractéristiques morphologiques et 

les modalités de reproduction. Avec l’avènement des techniques actuelles de 

biologie moléculaire, la phylogénie fongique est de plus en plus précise entrainant 

une classification en constante évolution.  

 Parmi les champignons impliqués en pathologie humaine, on peut citer ceux 

appartenant au phylum des Zygomycota, Ascomycota et des Basidiomycota 

(Tableau II). Les Deuteromycota (nommés également champignons imparfaits) ont 

longtemps regroupé les espèces sans reproduction sexuée connue : ils sont 

désormais rattachés aux phylums précédemment cités au vu des données 

phylogénétiques récentes.  

Tableau	   II	  :	   Exemples	   de	   genres	   de	   champignons	   appartenant	   au	   phylum	   des	  
Ascomycètes,	  Basidiomycètes	  et	  Zygomycètes	  retrouvés	  en	  clinique	  

 

Aspergillus  sp. Cryptococcus sp. Absidia sp.
Paecilomyces sp. Trichosporon sp. Mucor sp.
Penicillium sp. Rhizomucor sp.
Rasamsonia sp. Rhizopus sp.

Hypocreales :   Autres :
Acremonium sp. Malassezia sp.
Fusarium  sp. Rhodotorula sp.
Trichoderma sp.

Onygenales :
Onychocola sp.
Epidermophyton sp.
Microsporum sp.
Trichophyton sp.

Microascales :
Scedosporium sp.
Scopulariopsis sp.

Saccharomycetales :
Candida sp.
Geotrichum sp.
Saccharomyces sp.

Autres : 
Alternaria sp.
Aureobasidium sp.
Cladosporium sp.
Exophiala sp.

  Tremellales :

Basidiomycètes

Eurotiales :   Mucorales :

Ascomycètes Zygomycètes
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2.1. Zygomycota 

Le phylum des Zygomycota est constitué de champignons filamenteux ayant 

une reproduction sexuée avec des zygospores (1). Quant à la reproduction asexuée, 

elle aboutit à la formation de sporangium contenant des sporangiospores (Figure 2). 

Leur appareil végétatif est constitué d’hyphes non cloisonnés et ils sont considérés 

comme des champignons dits « inférieurs ». Au sein de la classe des zygomycètes 

(2) on rencontre par exemple l’ordre des mucorales regroupant environ 260 espèces 

dont 38 déclarées pathogènes pour l’homme (3), à l’origine des mucormycoses 

(pathologies rares en France, mais d'évolution rapidement invasive et réputées 

difficiles à traiter). Cette classe regroupe plusieurs centaines d’autres espèces.  (4) 

 

 

2.2. Ascomycota 

Les ascomycètes font partie des champignons dits « supérieurs » aux côtés 

des basidiomycètes. La reproduction sexuée produit des ascospores tandis que la 

multiplication asexuée aboutit à des conidies au sommet d’un conidiophore (Figure 

3). Parmi les milliers d’espèces regroupées au sein de ce phylum, plusieurs sont 

d’intérêt majeur en pathologie humaine : que ce soit parmi les champignons 

filamenteux ou les levures (Aspergillus species ou Candida species). 

 

Figure	  2	  :	   Exemple	  de	   zygomycète,	  d’après	  banque	  de	  
schémas	  de	  l’Académie	  de	  Dijon	  :	  microflore	  du	  sol (4) 



 29 

 

 

2.3. Basidiomycota  

Les basidiomycètes renferment une multitude de champignons divers et variés ; 

on rencontre à la fois des levures unicellulaires encapsulées pathogènes pour 

l’Homme comme Cryptococcus sp., des champignons filamenteux et des 

macromycètes sans intérêt majeur en pathologie humaine. Ils produisent des 

basidiospores au sommet de basides au cours de leur reproduction sexuée ; leurs 

hyphes sont cloisonnés comme chez les ascomycètes. 

3. Identification fongique 

L’identification précise des espèces fongiques est indispensable pour la mise 

en place d’un traitement antifongique adapté chez les patients. L’enjeu est le 

diagnostic le plus précoce possible pour améliorer le pronostic qui peut être parfois 

très sombre dans certaines infections fongiques invasives notamment chez les 

patients immunodéprimés.   

L’examen direct, étape la plus rapide et précoce de la démarche diagnostique 

au laboratoire, s’effectue directement à partir du prélèvement soit à l’état frais, soit 

après coloration ou marquage (May-Grünwald-Giemsa, calcofluor etc.). Bien que de 

Figure	  3	  :	  Exemples	  d’ascomycètes,	  d’après	  banque	  de	  schémas	  de	  l’Académie	  de	  Dijon	  :	  
microflore	  du	  sol (4) 
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faible sensibilité, il permet parfois de mettre en évidence des levures, des spores, 

des filaments mycéliens ou encore des pseudofilaments, et donc signe la présence 

d’éléments fongiques.   

L’identification fongique à partir des cultures positives repose principalement 

sur des critères macroscopiques (aspect, couleur, forme des colonies), 

microscopiques (spores, thalle, etc.) et peut s’appuyer également sur les conditions 

de culture (vitesse de croissance, température optimale de pousse, sensibilité à 

certains agents). Cette approche reste d’actualité malgré l’avènement de techniques 

récentes comme la technologie MALDI/TOF ou de biologie moléculaire (méthode 

diagnostique indirecte par PCR associée ou non au séquençage). 

3.1. Conditions de culture mycologique 

La mise en culture des prélèvements se fait essentiellement sur gélose 

Sabouraud, du fait du pH acide de 5,6 la croissance de nombreuses bactéries est 

limitée. Il s’agit d’un milieu d’isolement non sélectif pour les champignons filamenteux 

et levures. Le milieu Sabouraud peut être additionné d’antibiotiques pour constituer 

des milieux plus sélectifs (chloramphénicol, gentamicine) ou de cycloheximide afin 

d’inhiber certains champignons saprophytes et levures permettant par exemple 

l’isolement plus aisé des dermatophytes.  

Afin d’augmenter la sensibilité, il convient d’ensemencer des volumes 

importants (de l’ordre de 0,5 mL si possible). 

Selon le type de prélèvement (superficiels ou profonds) et les espèces 

fongiques attendues (levures ou filamenteux), les températures d’incubation sont à 

adapter (Tableau III). Le délai de culture varie généralement de quelques jours pour 

les levures, mais peut aller jusqu’à plusieurs semaines pour certains dermatophytes 

par exemple.  

Les cultures sont ensuite lues soit quotidiennement soit de manière 

bihebdomadaire jusqu’à l’observation d’une ou plusieurs colonies de taille suffisante 

pour permettre une identification. 
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Tableau	  III	  :	  Conditions	  d’incubation	  des	  cultures	  et	  modalités	  de	  lecture	  des	  champignons	  d'intérêt	  médical	  
d'après	  ANOFEL	  (5)	  

 

3.2.  Aspect macroscopique 

À partir des cultures positives, une première orientation sur le diagnostic du 

genre fongique est faite via l’aspect des colonies qui seront plutôt petites, glabres, et 

brillantes pour les levures contrairement aux champignons filamenteux souvent 

d’aspect plus étendu et aérien, duveteux ou cotonneux. L’observation de la couleur 

des colonies (recto et verso des géloses) peut être un précieux indice concernant la 

classe et la famille des champignons, par exemple avec les dématiés (champignons 

noirs) ou certains dermatophytes.  

3.3.  Aspect microscopique 

L’examen microscopique au bleu de lactophénol entre lame et lamelle 

(grossissement x400) permet l’observation du mycélium, des spores et des organes 

de fructification. Il est réalisé sur la culture (à partir d’un tube ou d’une gélose 

Sabouraud) à l’aide d’une oese et d’un morceau de cellophane adhésive directement 

apposé à la surface de la culture et déposé en sandwich entre deux gouttes de 

colorant (Figure 4).  
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Figure	  5	  :	  Aspects	  macroscopiques	  et	  microscopiques	  de	  divers	  champignons	  filamenteux	  	  

1.	  Penicillium	  sp.	  2.	  Mucor	  sp.	  3.	  Aspergillus	  sp.	  4.	  Acremonium	  sp.	  5.	  Fusarium	  sp.	  6.	  Exophiala	  sp.	  
Photos	  d’après	  cahier	  de	  formation	  Bioforma	  mars	  2002	  (6)	  	  

 

 

 

 

 

 

Figure	  4	  :	  Empreinte	  sur	  cellophane	  adhésive	  d'après	  collection	  ANOFEL	  (5)	  

 

Quelques exemples d’aspects macroscopiques et microscopiques de plusieurs 

champignons pour illustrer leur grande diversité morphologique (Figure 5) :  (6) 
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L’aspect macroscopique et microscopique, au vu de la large diversité des 

champignons en pathologie humaine, peut conduire le mycologue avisé à identifier 

au niveau du genre, voire même du complexe d'espèces, certains isolats. Cependant 

les caractéristiques morphologiques sont parfois limitées pour permettre une 

identification précise ; d’où l’intérêt grandissant de mettre en place des techniques 

complémentaires comme la technologie MALDI/TOF couplée à la spectrométrie de 

masse ou la génétique moléculaire.  

3.4. Identification par MALDI/TOF 

Le technologie MALDI/TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation/Time 

Of Flight) s’est imposée depuis la fin des années 2000 comme une technologie 

indispensable dans les laboratoires de microbiologie (7) ; initialement pour 

l’identification bactérienne de par sa rapidité d’analyse et sa simplicité d’utilisation. 

Aujourd’hui, il a également sa place au sein des laboratoires de Mycologie dans le 

cadre d’identifications des levures et champignons filamenteux. Cet automate 

comporte une source d’ionisation laser, un analyseur de temps de vol et un détecteur 

couplé à un spectromètre de masse, le tout étant analysé informatiquement.  

3.4.1 Méthodologie et principe de fonctionnement du 
MALDI/TOF 

Chaque échantillon à identifier est déposé en fine couche homogène sur une 

plaque métallique de 96 puits (après une étape d'extraction protéique pour certains 

champignons). Le dépôt est ensuite recouvert après séchage par une matrice 

permettant d'une part de le protéger et d'autre part de faciliter son analyse dans 

l'automate. Au sein de l’appareil, un rayon laser vient irradier et ioniser l’échantillon 

en transférant des charges positives aux analytes (majoritairement des protéines 

mais également lipides, polysaccharides, etc.). Les molécules ionisées obtenues 

vont ensuite accélérer et migrer vers le détecteur dans l’analyseur (colonne d’environ 

1 mètre). Le temps de vol entre ces deux points est enregistré, il est inversement 

proportionnel à la taille des molécules de même charge (8) ; ainsi la vélocité des 

molécules dépend du ratio masse/charge. Ces données sont traduites sous forme 

d’empreintes spectrales et superposées à des spectres de référence dans une base 
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de données (Figure 6). Les spectres varient selon l’âge des colonies prélevées ou 

encore le milieu de culture utilisé, mais l'identification précise ne sera rendue que si 

les scores d'identification sont suffisamment bons (9). 

 

Figure	  6	  :	   Schéma	  du	   fonctionnement	  d'un	  automate	  de	   type	  MALDI/TOF	   (A	  et	  B)	  et	  
exemple	   de	   spectres	   de	   masse	   MALDI/TOF	   (C)	   de	   Candida	   albicans	   (a)	   et	   Candida	  
glabrata	  (b)	  d’après	  RIPERT	  (8)	  

3.5. Génétique moléculaire 

3.5.1 Généralités sur l’amplification génique 

Les techniques d’amplification génique par Polymerase Chain Reaction (PCR), 

permettent l’identification de pathogènes ciblés (par détection de l’ADN fongique) à 

l’aide d’amorces spécifiques de genre ou d’espèce (Candida sp., Aspergillus 

fumigatus, Pneumocystis jirovecii…). Elles peuvent également être « panfongiques » 

C
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grâce à des amorces plus universelles, et l’identification au rang d’espèce pourra se 

faire grâce à un séquençage ultérieur.  

3.5.2 Séquençage  

Depuis la fin du XXème siècle, les techniques de séquençage se développent 

et leurs coûts décroissent, les rendant de plus en plus accessibles au sein des 

laboratoires (10). Ainsi, seulement quelques décennies après la découverte de la 

structure de l’ADN en double hélice par James Watson et Francis Crick en 1953 (11) 

il est désormais possible de déterminer la succession des nucléotides le composant. 

Diverses méthodes de séquençages ont été élaborées ces dernières années, mais le 

principe de Sanger mis au point dans les années 1970 est toujours largement utilisé 

(12,13). 

3.5.3 Méthodologie et principe du séquençage par méthode 
Sanger 

Plusieurs étapes préalables sont nécessaires avant l’utilisation du 

séquenceur. Il faut d’abord réaliser une extraction d’ADN, puis une réaction de PCR 

à l’aide d’amorces appropriées ciblant le ou les fragments d’intérêt. Après purification 

des amplicons obtenus suite à la première PCR, une autre PCR : dite « séquence » 

est réalisée, qui diffère des PCR classiques par l’ajout de didéoxynucléotides 

(ddNTPs) bloquant l’ADN polymérase contrairement aux déoxynucléotides (dNTPs). 

Une fois incorporés les ddNTPs mettent fin à l’élongation du brin complémentaire car 

ils ne possèdent pas de groupement hydroxyle en position 3’ rendant impossible 

l’incorporation d’un nouveau nucléotide. Dans le mélange réactionnel, l’enzyme 

incorpore aléatoirement les dNTPs ou les ddNTPs en plus faible concentration, 

créant de multiples fragments de tailles différentes selon l’endroit où les ddNTPs se 

sont insérés. Chaque ddNTPs est marqué par un fluorophore selon s’il s’agit 

d’Adénine, de Thymine, de Cytosine ou de Guanine. Après l’étape d’amplification, les 

fragments vont migrer par électrophorèse pour être discriminés selon leur poids 

moléculaire (Figure 7).  
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Figure	  7	  :	  Principe	  de	  fonctionnement	  du	  séquençage	  par	  électrophorèse	  capillaire	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
ddTTP	  =	  didésoxythymidine	  triphosphate	  ;	  ddCTP	  =	  didésoxycytidine	  triphosphate	  ;	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
ddATP	  =	  didéoxyadénosine	  triphosphate	  ;	  ddGTP	  =	  didésoxyguanosine	  triphosphate	  

 

 

Les séquences ADN obtenues peuvent être identifiées, grâce à des bases de 

données constamment enrichies, par comparaison avec des séquences de 

références ou bien des séquences déposées par des laboratoires de recherche. Des 

programmes informatiques tels que BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

permettent l’alignement de séquences homologues et le calcul d’un score 

d’identification par rapport à une séquence d’intérêt.  
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4. Analyse bibliographique 

Bien que les critères morphologiques macroscopiques et microscopiques soient 

essentiels dans le cadre de l’identification fongique, ils restent cependant limités et 

ne permettent pas une discrimination au rang d’espèce stricto sensu. Cette approche 

reste communément employée dans les laboratoires de Mycologie, mais demande 

des compétences approfondies et une certaine expérience. Certaines 

caractéristiques de la reproduction sexuée ou asexuée, sur lesquelles se base 

l’identification, ne sont parfois pas observables en culture. De ce fait, l’identification 

au complexe d’espèces n’est pas toujours possible au vu des caractères 

morphologiques et culturaux. De plus, la diversité fongique est telle que de 

nombreuses espèces n'ont pas encore été étudiées. La publication de Blackwell en 

2011 estimait à plus de 5 millions le nombre d’espèces de champignons sur Terre 

(14) dont environ 100 000 seraient décrites, soit seulement 2%.   

Toutefois en pathologie humaine, une identification correcte et rapide au niveau 

d’espèce peut être cruciale pour la mise en route d’un traitement antifongique 

adapté.  Par exemple pour le genre Aspergillus sp., couramment impliqué dans les 

infections fongiques invasives chez l’Homme, l’espèce A. fumigatus sera sensible à 

l’amphotéricine B tandis qu’A. terreus sera quant à lui résistant naturellement à cet 

antifongique (15).   

Pour toutes ces raisons, il a été nécessaire de mettre au point de nouvelles 

méthodes d’identification et de classification fongique basées sur la séquence ADN. 

Depuis les années 1980 - 1990 des amorces universelles ont été recherchées pour 

amplifier certains fragments d’intérêt et analyser les relations phylogénétiques entre 

les champignons. L’enjeu était de concevoir des amorces sur des gènes présents 

dans la majorité voire la totalité des génomes étudiés, avec une amplification et un 

séquençage facilités ; les gènes ciblés devant néanmoins contenir des régions 

variables non codantes, pouvant subir des mutations, permettant de discriminer les 

différentes espèces fongiques. Les amorces « panfongiques » ciblent des régions 

codantes très conservées et sont constituées en général d’une vingtaine de paires 

de bases (pb) ; elles permettent d’amplifier des fragments d’environ 700 pb 

(compromis entre une amplification facilitée et une variabilité suffisante) comportant 

une ou plusieurs régions variables. 



 38 

Les séquences d’ADN ribosomal sont rapidement apparues comme séquences 

de choix : en 1982 Walker et Doolittle (16) ont été les premiers à utiliser la séquence 

du gène ribosomal ARNr 5S pour séquencer certains basidiomycètes. Par la suite 

White et al. en 1990 (17) ont marqué un tournant dans l’histoire du séquençage 

fongique en développant des amorces universelles fongiques au niveau de la région 

ITS (Internal Transcribed Spacer), largement utilisées aujourd’hui. 

4.1. ADN ribosomal et région ITS 

Les gènes ribosomiques se répètent en de multiples copies en tandem au sein 

du génome fongique ce qui facilite l’amplification ; les occurrences de ce gène 

peuvent différer selon l’espèce fongique, mais dépassent souvent la centaine de 

copies. Les régions codant pour les ARN ribosomiques sont très conservées et peu 

variables, ainsi les amorces sont souvent conçues sur la base de leurs séquences. 

Par ailleurs ces précurseurs d’ARNr sont séparés par des régions variables ITS, 

transcrites mais non codantes, présentant une grande variabilité inter espèces. La 

région ITS entière représente environ 600 pb et comporte les zones ITS 1 et ITS 2 

encadrant la région codant pour l’ARNr 5,8S. En 5’ de ITS 1 on trouve l’ARNr 18S 

(SSU small-subunit) et en 3’ de ITS 2 l’ARNr 28S (LSU large-subunit). La région 28S 

contient deux domaines D1 et D2 hypervariables où plusieurs amorces ont 

également été conçues. 

D’une part les ARNr matures 18S vont s’associer à d’autres protéines pour 

former la petite sous unité ribosomique 40S tandis que d’autre part les ARNr matures 

5,8S, 28S et 5S (provenant d’un autre locus) vont former un complexe 

ribonucléoprotéique avec d’autres protéines aboutissant à la grande sous unité 60S. 

Le tout constituant le ribosome eucaryote (Figure 8). 
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Figure	  8	  :	  Opéron	  du	  gène	  d'ARNr	  fongique	  avec	  emplacement	  des	  amorces	  ITS1/ITS4	  et	  LROR/LR5	  

NTS	  =	  Non	  Transcribed	  Spacer	  ;	  ETS	  =	  External	  Transcribed	  Spacer	  ;	  ITS	  =	  Internal	  Transcribed	  Spacer	  ;	  	  
D1/D2	  domaines	  hypervariables	  1	  et	  2	  
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4.2. Code-barres fongique    

En 2003, la notion de code-barres génétique a été introduite par Hebert et al. 

(18). En partant du principe qu’à chaque position de la séquence ADN, 

l’incorporation d’un des quatre nucléotides différents est possible, cela engendre par 

exemple pour une séquence de seulement 15 nucléotides plus d’un milliard de 

« codes » possibles. Ainsi, en supposant que des mutations apparaissent sur des 

régions variables, il est envisageable de penser que chaque espèce possède un 

« code » qui lui est propre constituant en quelque sorte son « code-barres » 

d’identification. 

Le Consortium for the Barcode of Life (CBOL), créé en 2004, a permis de réunir 

de nombreux scientifiques internationaux pour étudier tous les organismes vivants, à 

l’exception des bactéries, afin de promouvoir et de standardiser l’utilisation des 

codes-barres à ADN dans l’identification et l’étude des relations phylogénétiques. 

L’objectif étant d’appliquer la technologie du séquençage à haut débit au criblage à 

grande échelle d’un ou plusieurs gènes définis comme référence. 

La région de 650 pb de la sous-unité 1 du cytochrome c oxydase mitochondrial 

(CO1) constitue le code-barres pour le règne animal. Cependant, il a été exclu 

comme marqueur pour le règne des champignons à cause de ses difficultés à être 

amplifié et sa variabilité insuffisante (19).  

Le groupe de travail formé s’est penché, en ce qui concerne le règne fongique, 

sur diverses régions ADN pour établir le meilleur candidat au code-barres à ADN 

fongique à savoir : SSU (small subunit), LSU (low subunit), ITS (internal transcrib 

spacer), RPB1 (RNA polymerase II largest subunit), RPB2 (RNA polymerase II 2nd 

largest subunit) et MCM7 (Minichromosome maintenance complex component 7) 

(20). Dans l’idéal la région code-barres doit avoir une séquence constante et unique 

pour chaque espèce, la variation interspécifique doit être bien supérieure à la 

variation intraspécifique (19). La différence entre la variabilité génétique d’isolats de 

la même espèce et la variabilité entre différentes espèces est nommée « barcode 

gap » (Figure 9) ; pour permettre une bonne différenciation et ne pas conduire à une 

identification erronée cet écart doit être positif (pas de chevauchement) entre deux 

espèces proches (21). 
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Figure	  9	  :	  Illustration	  du	  "barcode	  gap"	  ;	  (A)	  «	  barcode	  gap	  »	  positif	  présageant	  d’une	  
identification	  correcte	  au	   rang	  d’espèce	  /	   (B)	  «	  barcode	  gap	  »	  avec	   chevauchement	  
d’où	  une	  mauvaise	  discrimination	  des	  espèces	  au	  sein	  d’un	  genre	  donné.	  Illustration	  
d’après	  MEYER	  (21)	  

 

Les mycologues au sein de l’initiative internationale du CBOL ont finalement 

défini la région ITS comme la région code-barres universelle pour les champignons.  

Un des objectifs de l’international Barcode of Life (iBOL) a été de créer une 

base de données accessible à tous pour mettre en commun les travaux de chaque 

nation. En 2015, déjà 500 000 espèces (du règne animal, végétal et fongique) ont pu 

être intégrées dans cette base de données et ce nombre ne cesse de croitre à l’aide 

des nouvelles techniques de séquençage. Leur objectif est d’étendre ce nombre à 2 

millions d’espèces d’ici 2026 (https://ibol.org/programs/program-overview/). 

Concernant le règne fongique, de nombreuses séquences ITS ont été ajoutées à la 

bibliothèque du Barcode of Life Data System BOLD (http://v4.boldsystems.org/) ce 

qui porte à près de 30 000 le nombre d’espèces fongiques avec une séquence ITS 

connue en 2019 (~16 000 Ascomycètes, ~12 000 Basidiomycètes, ~500 

zygomycètes, etc.).  

Dans l’article de Schoch et al., basé sur l’étude du « barcode gap », ont été 

comparées les performances en matière d’identification des régions ITS, LSU, SSU 

et RBP1. En ce qui concerne RBP1, il présente une meilleure discrimination entre les 

espèces que la région ITS, cependant il présente un taux de succès par amplification 
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PCR bien inférieur. Ces données renforcent encore une fois l’utilisation de la région 

ITS comme code-barres de référence avec son taux élevé d’amplification PCR à plus 

de 90% de succès et sa probabilité d’identification correcte (PCI) pour différentes 

espèces tout à fait convenable (73% pour ITS contre 76% pour RBP1) (19). Le calcul 

du PCI est complexe et non standardisé dans le milieu scientifique, globalement ce 

calcul est basé sur la mesure du « barcode gap » (22) ; il s’agit du nombre d’espèces 

correctement identifiées, c'est-à-dire que la distance intraspécifique maximale est 

inférieure à la distance interspécifique minimale, sur le nombre total d’espèces (23). 

4.3. Limites de la région ITS et marqueurs secondaires  

Au vu de l’incroyable diversité du règne fongique, il est utopique de penser 

qu’une seule région code-barres puisse permettre d’identifier chaque spécimen au 

rang d’espèce. De ce fait, lorsque la séquence ITS n’est pas suffisante, des codes-

barres de deuxième voire de troisième ligne ont été cherchés.  

Dans l’article de Stielow et al. datant de 2015, les auteurs, formés de membres 

issus de plusieurs équipes internationales, ont passé en revue de nombreux 

candidats comme code-barres ADN secondaires à la région ITS (24). Ils ont testé 

des amorces déjà connues et employées (Tableau IV) et les ont comparées avec de 

nouvelles amorces créées (ciblant des régions déjà étudiées ou non) amplifiant entre 

autres TEF1-alpha (translation elongation factor 1-alpha), TEF3 (translation 

elongation factor 3), TOPI (DNA topoisomerase I), PGK (phosphoglycerate kinase), 

LNS2 (Lipin/Ned1/Smp2), etc. 

 



 43 

Tableau	  IV	  :	  Amorces	  utilisées	  pour	  évaluer	  les	  performances	  de	  nouvelles	  amorces	  conçues	  dans	  
l'article	  de	  Stielow	  et	  al.	  2015	  (24)	  

 

Ils ont évalué l’efficience de l’amplification pour les différentes amorces et ce 

pour différents genres et familles de champignons. Il en ressort premièrement que la 

région ITS, déjà considérée comme code-barres fongique universel, présente un 

taux de succès pour la PCR d’environ 92% (résultats très proches de ceux obtenus 

par Schoch et al. en 2012) suivi de près par la région LSU avec 88%. Par ailleurs, 

parmi les amorces nouvellement mises au point sur la région TEF1-alpha, le couple 

EF1-1018F/EF1-1620R montre lui aussi un taux de succès intéressant qui s’élève à 

82%. 

À ce stade, d’autres paires d’amorces semblent prometteuses ciblant le gène 

de gamma-actine (ACT) et de béta-tubuline (TUB2) avec respectivement un taux de 

succès de 80% et 85%, mais leur efficience n’est pas homogène entre les différents 

taxons et les amplicons souvent de mauvaise qualité.  

En plus d’avoir une amplification et un séquençage efficace pour différents 

taxons, les potentiels codes-barres secondaires se doivent d’avoir un pouvoir 

discriminant important entre différentes espèces ce qui est évalué à l’aide du 

« barcode gap » évoqué précédemment. L’analyse comparative du « barcode gap » 
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montre, entre autres, une meilleure résolution pour les régions PGK, TOP1 et TEF1-

alpha que pour ITS. 

Au total, avec plus de 500 paires d’amorces évaluées sur plus de 1500 espèces 

fongiques, il en ressort que la région TEF1-alpha, et plus particulièrement les 

amorces EF1-1018F/EF1-1620R, possède à l’heure actuelle le plus grand potentiel 

pour être définie comme code-barres secondaire.  

4.3.1 Région TEF1-alpha  

Le gène TEF1-alpha comprend environ 1 600 pb avec trois introns. Il code pour 

le facteur d’élongation 1-alpha, protéine ubiquitaire nécessaire à la synthèse 

protéique (Figure 10). Plusieurs amorces ont été mises au point sur ce gène depuis 

2005 par Rehner et Buckley (25) et améliorées au cours de la décennie, aboutissant 

à des amorces universelles de plus haute fidélité.  

    

 

Figure	  10	  :	  Structure	  du	  gène	  TEF1-‐alpha	  avec	  emplacement	  des	  amorces	  EF1-‐1018F/EF1-‐1620R	  

4.4. Identification au rang d’espèce 

La région ITS n’est pas idéale pour certains genres comprenant de nombreuses 

espèces notamment Cladosporium (26), Penicillium (27), Fusarium (28), 

Trichoderma (20) et Aspergillus (29) à cause d’un manque de variabilité inter 

espèces. Dans ce cas, l’identification au rang d’espèce peut nécessiter l’utilisation de 

couples d’amorces plus spécifiques des genres étudiés.  

Le tableau V résume les différents locus ciblés et les amorces correspondantes 

pouvant être utiles pour l’identification fongique de manière générale ainsi que les 

principaux candidats proposés pour l’identification des genres cités ci-dessus. 
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Tableau	  V	  :	  Tableau	  récapitulatif	  des	  couples	  d'amorces	  pouvant	  être	  utilisés	  pour	  l'identification	  fongique.	  

	   Locus Amorces Séquences 5'-3' Réf. 

Code-‐barres	  
panfongique	  	  

officiel	  
ITS ITS1 

ITS4 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
TCCTCCGCTTATTGATATGC (17) 

Code-‐barres	  
secondaire	  
proposé	  

TEF1-α EF1-1018F 
EF1-1620R 

GAYTTCATCAAGAACATGAT 
GACGTTGAADCCRACRTTGTC (24) 

Alternatives	  

LSU LROR 
LR5 

ACCCGCTGAACTTAAGC 
TCCTGAGGGAAACTTCG (30) 

RBP2 RPB2-5f               
RPB2-7cR 

GAYGAYMGWGATCAYTTYGG                                
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT (31) 

	       
	       

Aspergillus	  

Calmoduline 
(CaM) 

Cmd5 
Cmd6 

CCGAGTACAAGGARGCCTTC 
CCGATRGAGGTCATRACGTGG (32) 

Beta-
tubuline   
(BenA) 

Bt2a 
Bt2b 

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC (33) 

	   TEF1-α ef1 
ef2 

ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC 
GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT (34) 

Fusarium	   TOP1 TOP_501-F 
TOP_501-R 

TGTAAAACGACGGCCAGTACGAT 
CAGGAAACAGCTATGAC (24,35) 

	   PGK PGK_533-F 
PGK_533-R 

GTYGAYTTCAAYGTYCC 
ACACCDGGDGGRCCGTTCCA (24,35) 

Penicillium	  
Beta-

tubuline 
(BenA) 

Bt2a 
Bt2b 

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC (33) 

Trichoderma	   TEF1-α EF1-728F 
TEF1LLErev 

CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 
AACTTGCAGGCAATGTGG (36,37) 

Cladosporium	   Approche multilocus ITS, Actine (ACT), TEF1-α  
+/- Calmoduline, Histone H3 (26) 
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5. Objectif de la thèse 

 
L’objectif de la thèse a été de mettre en place une technique de séquençage 

fongique performante pour répondre à une lacune d'identification fongique du 

MALDI/TOF. L'intérêt étant de pouvoir répondre systématiquement une identification 

fongique au rang d'espèce et donc de pouvoir conseiller une option thérapeutique 

probabiliste si besoin.  

Au vu des données bibliographiques, il a semblé judicieux d’utiliser les amorces 

ITS1/ITS4 ciblant la région ITS constituant le code-barres panfongique officiel. De 

plus, deux autres couples d’amorces ont été sélectionnés, pour pallier d’éventuels 

manquements du couple ITS1/ITS4, ciblant les locus LSU et TEF1-alpha. 
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III. Matériel et méthode 

1. Souches 

Les souches de référence de Candida albicans ATCC 90028 (Biomerieux, 

France) et d'Aspergillus fumigatus  (UK NEQAS-2015 spécimen 2646) ont été 

utilisées. 

 Les échantillons ont été sélectionnés à partir de prélèvements patients réalisés 

au CHU de Rouen entre 2019 et 2020, de diverses natures (prélèvements 

respiratoires, cutanés, etc.), ou bien à partir de souches provenant de laboratoires 

extérieurs envoyées au CHU de Rouen pour identification fongique dans le cadre de 

l'activité de routine du laboratoire. Des échantillons, congelés à - 80°C, déjà identifiés 

par technique MALDI/TOF ont été sélectionnés afin de les comparer avec la 

méthode de séquençage mise au point. Par la suite, les expérimentations ont été 

focalisées sur les isolats en échec d'identification par technique MALDI/TOF au cours 

de l’année 2019/2020. 

2. Conditions de culture et préparation des échantillons 

Les cultures ont été réalisées sur gélose Sabouraud additionnée de 

chloramphénicol et gentamicine (Biorad, France). Les prélèvements ont été 

manipulés sous hotte à flux laminaire afin d’éviter tout risque de contamination des 

cultures.  

Après culture, les champignons filamenteux ont été prélevés au scalpel stérile 

et les levures à l’oese stérile, ils ont ensuite été dilacérés dans des tubes contenant 

900 µl d’éthanol et 300 µl d’eau HPLC (CARLO ERBA réactifs).  

En cas d’extraction devant être différée, les souches ont pu être congelées 

dans des cryotubes avec cryoperles (Technical Service) et conservées à - 20°C.  
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3. Technique MALDI/TOF 

Après prélèvement des souches de champignons filamenteux, de préférence à 

partir de cultures jeunes, une étape d’extraction est réalisée à l’aide d’acide formique 

et d’acétonitrile (38). Cette étape d’extraction n’est pas nécessaire pour les levures 

hormis si un échec d’identification persiste. Une fois extraits, les échantillons sont 

déposés sur plaque 96 puits en quatre exemplaires chacun et recouverts de 1 µl de 

matrice. Ensuite, l’analyse est effectuée avec l’automate MALDI-TOF microflex 

(Bruker). Les spectres des champignons filamenteux, ainsi que des levures non 

identifiées par le système Bruker, sont analysés sur la plateforme MSI 

(https://msi.happy-dev.fr/). Pour qu’une identification soit jugée satisfaisante, au 

moins deux des quatre résultats d’un même isolat doivent être concordants et obtenir 

un score supérieur à 20 (score optimal défini par la plateforme MSI).  

4. Extraction des échantillons en vue du séquençage 

Deux méthodes d’extraction ont été testées afin d’optimiser cette étape à 

savoir : l’EZ1 DNA Tissue kit de chez Qiagen et le QIAamp PowerFecal DNA kit de 

chez Qiagen (détaillées ci-dessous).  

4.1. Extraction par technique PowerFecal 

Cette technique permet d’obtenir des échantillons de grande pureté, exempts 

d’inhibiteurs et pouvant être directement utilisés en PCR. Elle peut être appliquée à 

d’autres types de prélèvements et présente un coût raisonnable ainsi qu’une 

utilisation relativement simple malgré la non-automatisation et le temps de travail 

important qu’elle demande. Cette technique repose sur de nombreuses étapes 

d’agitation, lavage, centrifugation et filtration. Les premières étapes sont essentielles 

et reposent sur une lyse thermique, mécanique et chimique des échantillons (voir 

protocole en annexe 1). 
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4.2. Extraction en EZ1 

Avec cette méthode les acides nucléiques purifiés sont de haute qualité, 

directement prêts à l’emploi. De plus, cette technique automatisée et facile 

d’utilisation offre un gain de temps non négligeable, ainsi qu’une très bonne 

reproductibilité. Un prétraitement des échantillons à base d’une enzyme de digestion 

est nécessaire avant l’utilisation de l’EZ1 Advanced XL dont l’extraction comporte 

quatre étapes (lyse, fixation, lavage et élution) et repose sur la technologie des 

particules magnétiques (voir protocole en annexe 2).   

5. Amplification des extraits par PCR 

Suite à l’étape d’extraction, une première PCR est effectuée afin d’amplifier les 

ADN extraits. Chaque mélange réactionnel a été réalisé à partir d’IQ Supermix selon 

le protocole fournisseur (Bio-Rad, France) (Tableau VI).  

 

Tableau	  VI	  :	  Mélange	  réactionnel	  pour	  
amplification	  par	  PCR	  

 

 

 

 

 

 

 

Les amorces utilisées Forward (F) sens, et Reverse (R) anti-sens sont 

présentées dans le tableau VII.  

 

 

Constituants Quantité par puits 

IQ Supermix 10 µl 

Amorce F à 10 µM 1 µl 

Amorce R à 10 µM 1 µl 

Eau 8 µl 

ADN extrait 5 µl 

Total 25 µl 



 50 

 

 

Dans un premier temps, afin d’optimiser la réaction de PCR un gradient de 

température a été réalisé pour déterminer la Température de fusion (Tm) optimum 

d’hybridation des amorces. Le choix des protocoles de PCR a été orienté grâce aux 

données fournisseurs et bibliographiques (19,20,24,39–42). Les protocoles PCR 

utilisés figurent ci-dessous (Figures 11 et 12). Ils ont été réalisés avec le 

thermocycleur de chez Bio-Rad CFX96. 

 

Figure	  11	  :	  Protocole	  PCR	  utilisé	  pour	  les	  amorces	  ITS1/ITS4	  et	  LROR/LR5	  

 

 

	  

	  

	  

	  

	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Figure	  12	  :	  Protocole	  PCR	  utilisé	  pour	  les	  amorces	  EF1-‐1018F/EF1-‐1620R 

Locus Primer Séquence (5’-3’) 

ITS 
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

LSU 
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC 

LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG 

TEF1α 
EF1-1018F GAYTTCATCAAGAACATGAT 

EF1-1620R GACGTTGAADCCRACRTTGTC 

Tableau	  VII	  :	  Couples	  d’amorces	  utilisés 
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6. Révélation des amplicons  

Une fois les extraits amplifiés, les amplicons ont été révélés sur gel d’agarose à 

2% sous lampe UV (voir protocole en annexe 3). Une échelle de poids moléculaire a 

été ajoutée pour vérifier la taille des fragments obtenus par rapport aux tailles 

attendues. Seuls les échantillons positifs avec un signal satisfaisant ont été par la 

suite séquencés.   

7. Purification et PCR séquence 

Afin d’éliminer les amorces et nucléotides en excès non incorporés lors de la 

réaction de PCR, un nettoyage enzymatique a été effectué avec 2 µl d’ExoSAP-IT 

(ThermoFischer Scientific) mélangé à 5 µl de produit PCR. S’en suit une incubation 

en thermocycleur à 37°C pendant 15 minutes puis à 80°C pendant 15 minutes selon 

les recommandations du fournisseur. 

Une fois les premiers amplicons purifiés, il est nécessaire de réaliser la "PCR 

séquence" visant à amplifier un seul brin sens ou anti-sens de l'ADN cible. La 

préparation du mix pour la réalisation de la PCR séquence a été réalisée selon les 

recommandations fournisseur (ThermoFisher, France) dans les proportions 

suivantes (Tableau VIII) :  

Tableau	  VIII	  :	  Constituants	  du	  mix	  PCR	  séquence	  

 
 

 Le programme PCR utilisé a été le suivant avec augmentation de la 

température de 1°C par seconde (« ramping ») entre chaque étape (Figure 13). 

Constituants Quantité par puits 

Tampon 5X BigDye 1,5 µl 

Enzyme Taq BigDye  0,5 µl 

Primer à 3,2 µM 1 µl 

Eau 6 µl 

ADN extrait 1 µl 

Total 10 µl 
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	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Figure	  13	  :	  Protocole	  de	  la	  PCR	  Séquence	  

7.1. Purification post PCR séquence 

Une étape de purification a été réalisée sur résine Sephadex afin d’éliminer les 

nucléotides et amorces en excès.  

Dans une plaque MultiScreen 96 puits (Dutscher), une quantité de 45 µl de 

résine Sephadex G50 (GE Healthcare) a été introduite dans chaque puits. Les 

colonnes de Sephadex ont été reconstituées avec 250 µl d’eau, puis un temps de 

repos de deux heures à température ambiante est nécessaire avant centrifugation 

(2000g, 3 minutes) afin d’éliminer l’eau et de compacter les mini-colonnes. Les 10 µl 

de produit d’amplification ont été additionnés de 10 µl d’eau PCR et déposés sur la 

résine. Une dernière centrifugation (2000g 3 minutes) est nécessaire après avoir 

appliqué une plaque 96 puits spécifique pour le séquençage sous la plaque 

contenant les colonnes de Sephadex. L’ADN purifié ainsi recueilli est prêt à être 

séquencé. 

8. Séquençage  

Le séquençage a été réalisé par méthode Sanger en capillaire sur le 

séquenceur Applied Biosystems 3500 xL Genetic Analyzer Hitachi. Les données ont 

été analysées informatiquement avec l’application 4peaks ; pour être exploitables les 

séquences doivent être pures avec des pics bien différentiés (Figure 14). Elles ont 

ensuite été comparées à la base de données GenBank (BLASTn 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) aboutissant à un score d’identification et un 
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pourcentage de recouvrement qui doit être le plus élevé possible. Le score 

d’identification donné en pourcentage est considéré comme satisfaisant pour 

l’identification au rang d’espèce lorsqu’il est ≥ 97%. Concernant le pourcentage de 

recouvrement, appelé communément Query Cover (QC), il est jugé correct lorsqu’il 

est ≥ 95% ; il correspond au pourcentage de la séquence à analyser qui est alignée 

sur une séquence de la base de données, plus ce pourcentage est faible moins 

l’identification est pertinente, et ce malgré un score élevé d’identification.   

 

Figure	  14	  :	  Exemple	  de	  séquence	  ADN	  de	  qualité	  satisfaisante	  obtenue	  à	  partir	  d’une	  souche	  de	  référence	  de	  
Candida	  albicans,	  analysée	  avec	  le	  logiciel	  4peaks.	  

 

9. Évaluation des performances de sensibilité de la technique 

Une gamme de concentration a été réalisée à partir de souches de référence 

de Candida albicans et d’Aspergillus fumigatus dans du sérum physiologique.  

D'après la littérature scientifique, une suspension de levures à 0.5 McFarland 

de densité optique (DO) équivaut à environ 107 UFC/mL (43–45). Par conséquent, 

une gamme de concentration à partir de dilutions en cascade de 107 à 101 UFC/mL a 

été réalisée pour ces deux souches à partir de suspension de DO = 0.5 McFarland. 

Un test de dénombrement a été fait en parallèle en cellule de Kova concordant avec 

les concentrations souhaitées.  
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IV. Résultats 

1. Bilan des identifications fongiques par technique MALDI/TOF 

L’analyse rétrospective des souches identifiées par MALDI/TOF en 2019/2020 

(de janvier 2019 à janvier 2020) totalise plus de 1 900 tests d’identification réalisés 

sur champignons filamenteux.  

En moyenne, 18 isolats ont été analysés par série d’identification de 

champignons filamenteux au MALDI/TOF. Sur les 104 séries étudiées sur l’année 

2019/2020 (à raison de deux séries par semaine), ~79% des identifications ont été 

correctes au premier passage.  

À partir des échantillons repassés une seconde fois, ~43% ont abouti à une 

identification exacte. Moins de 5% des isolats repassés ont été bien identifiés au 

bout du troisième passage, la plupart aboutissent à une identification partielle au 

niveau du genre, une identification incohérente avec l’aspect macro/microscopique 

ou encore à une non-identification complète pour ~30% d’entre eux.  Au total, entre 5 

et 6% des souches isolées en culture sur l’année 2019/2020 n’ont pas réussi à être 

identifiées au rang d’espèce par l’ensemble des techniques jusqu’à présent 

disponibles au laboratoire (tableau IX). 

Parmi les isolats correctement identifiés, ~30% étaient du genre Aspergillus sp. 

dont les 2/3 ont mis en évidence l’espèce fumigatus. Par ailleurs une trentaine 

d’autres espèces de ce genre ont été rencontrées, certaines fréquemment (A. 

tubingensis, A. flavus, A. creber, etc.) d’autres moins (A. chevalieri, A. persii, A. tritici, 

etc.). La liste exhaustive des identifications au rang d’espèce est disponible en 

annexe (Annexe 4) néanmoins le tableau VIII synthétise les genres les plus 

représentés. Il est à noter que pour des raisons d’organisation, certaines levures sont 

passées dans les séries de MALDI/TOF pour champignons filamenteux sans pour 

autant avoir eu une identification qui a échoué en condition classique, d’où un 

nombre non négligeable de Candida sp. (~11%) identifiés.  
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Tableau	  IX	  :	  Identifications	  fongiques	  réalisées	  par	  spectrométrie	  MALDI/TOF	  
«	  filamenteux	  »	  sur	  l'année	  2019	  

Identifications	  	   Nombre	  

Acremonium	  sp.	   5	  

Alternaria	  sp.	   20	  

Aspergillus	  fumigatus	   277	  

Aspergillus	  sp.	  (autres	  que	  A.	  fumigatus)	   158	  

Candida	  sp.	   154	  

Cladosporium	  sp.	   13	  

Cryptococcus	  neoformans	   6	  

Epidermophyton	  sp.	   1	  

Exophiala	  sp.	   22	  

Fusarium	  sp.	   22	  

Galactomyces	  sp.	   117	  

Microsporum	  sp.	   21	  

Mucor	  sp.	   9	  

Penicillium	  sp.	   203	  

Rasamsonia	  sp.	   31	  

Rhizomucor	  sp.	   2	  

Rhodotorula	  sp.	   10	  

Scedosporium	  sp.	   19	  

Scopulariopsis	  sp.	   9	  

Talaromyces	  sp.	   34	  

Trichoderma	  sp.	   31	  

Trichophyton	  sp.	  	   127	  

Trichosporon	  sp.	   4	  

Autres	  (60	  Ascomycètes,	  28	  Basidiomycètes)	   88	  

Espèces	  non	  identifiées	   81	  

Total	  général	   1	  464	  
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2. Évaluation des techniques d’extraction  

À partir des colonies en culture, deux méthodes d’extraction ont été comparées 

afin d’évaluer les meilleures conditions d’extraction pour une amplification d’ADN 

optimale : l’extraction manuelle par le kit QIAAmp DNA PowerFecal kit (Qiagen 

France) et l’extraction semi-automatisée par le kit EZ1 DNA Tissue kit (Qiagen, 

France). Pour l’extraction semi-automatisée, deux temps de prétraitement ont été 

testés (15 minutes et 8 heures d’incubation à 56°C). Les tests ont été réalisés à partir 

de colonies de Candida albicans et d’Aspergillus fumigatus. Il n'a pas été observé de 

différences notables d'amplification du signal parmi les différentes conditions testées 

(Figure 15). 

 

 

Figure	   15	  :	   Révélation	   sur	   gel	   d'agarose	   de	   l’amplification	   par	  
PCR	  (amorces	  ITS1/ITS4)	  de	  souches	  de	  Candida	  albicans	  (CA)	  et	  
d’Aspergillus	  fumigatus	  (AF).	  Dépôts	  réalisés	  en	  duplicata.	  Poids	  
moléculaire	  attendu	  compris	  entre	  500	  et	  700	  pb.	  

 

De plus, les premiers tests d’identification par séquençage, réalisés sur ces 

deux souches de référence, après extraction par technique EZ1 DNA Tissue kit 15 

minutes, ont été optimaux avec un score d’identification > 99% que ce soit avec 

l’amorce sens ITS1 ou anti-sens ITS4 (Tableau X). 
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Au vu des performances pleinement satisfaisantes et similaires des différentes 

techniques testées, il a été décidé de privilégier la technique la plus rapide et donc 

d’opter pour la technique EZ1 DNA Tissue kit 15 minutes. Afin de conforter ce choix, 

des tests de sensibilité ont été entrepris en  EZ1 DNA Tissue kit (Qiagen, France) 15 

minutes et en QIAAmp DNA PowerFecal kit (Qiagen, France) vis-à-vis des trois 

couples d’amorces ITS1/ITS4 (ITS), LROR/LR5 (LSU) et EF1-1018F/EF1-1620R 

(TEF1-alpha). 

3. Tests de la limite de détection 

Afin d'évaluer la limite de détection de la technique de séquençage, des essais 

en gamme de concentration en levure (C. albicans) et en champignons filamenteux 

(A. fumigatus) ont été réalisés. L'influence potentielle des méthodes d'extraction a 

été évaluée lors de la première PCR d’amplification.  

Ainsi, à partir des gammes de dilution de 107 à 101 UFC/ml, les PCR 

d’amplification pour les trois couples d’amorces ont été effectuées, et ce pour les 

deux techniques d’extraction : EZ1 (15min) et PowerFecal.  L’amplification a été 

vérifiée par migration sur gel d’agarose, la limite de détection étant définie comme le 

dernier point de gamme avec un signal d’amplification positif. Les résultats 

comparatifs des deux techniques pour les différentes amorces sont présentés dans 

la figure 16. 

Amorce Souche*de*
référence

Identification*
NCBI

Query*Cover*
(%)

Score*d'identification*
(%)

Taille*séquence*
étudiée*(pb)

ITS$1$ C.#albicans# C.#albicans# 100 99,3 286

ITS$1 C.#albicans# C.#albicans# 100 99,8 427

ITS$4$ C.#albicans# C.#albicans# 100 100 449

ITS$4 C.#albicans# C.#albicans# 100 100 379

ITS$1 A.#fumigatus A.#fumigatus 100 100 437

ITS$1 A.#fumigatus A.#fumigatus 100 100 369

ITS$4 A.#fumigatus A.#fumigatus 100 100 348

ITS$4 A.#fumigatus A.#fumigatus 100 100 393

Pu
its
*1

Pu
its
*3

Tableau	  X	  :	  Résultats	  du	  séquençage	  des	  souches	  de	  référence	  de	  C.	  albicans	  et	  d'A.	  fumigatus	  
avec	  les	  amorces	  ITS	  1	  ou	  ITS	  4	  après	  extraction	  en	  EZ1	  15min,	  réalisés	  en	  duplicata.	  
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Figure	   16	  :	   Limites	   de	   détection	   des	   PCR	   sur	   les	   souches	   de	   référence	   de	  Candida	   albicans	   et	  Aspergillus	  
fumigatus	  selon	  2	  types	  d’extraction	  (EZ1	  et	  PowerFecal)	  pour	  les	  3	  couples	  d’amorces	  suivants	  :	  ITS1/ITS4,	  
LROR/LR5	  et	  EF1-‐1018F/EF1-‐1620R.	  Chaque	  point	  de	  gamme	  de	  107	  à	  101	  UFC/mL	  a	  été	  passé	  en	  duplicata.	  	  	  
*	  :	  Résultats	  aberrants	  

 

L’intensité des signaux observée pour chaque gamme de concentration était 

bien décroissante en fonction de la dilution, et les gammes réalisées en duplicata ont 

montré une bonne reproductibilité.   

Une différence a été détectée entre la souche de C. albicans et celle d’A. 

fumigatus ; en effet le seuil de détection a été plus faible concernant A. fumigatus, 

par exemple en extraction EZ1 le seuil de détection est de 101 pour A. fumigatus 

contre 104 pour C. albicans après PCR ITS (tableau XI).  
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Tableau	  XI	  :	   Limites	   de	   détection	   en	  UFC/ml	   selon	   deux	   types	   d’extraction	  
pour	  trois	  couples	  d’amorces.	  Réalisées	  à	  partir	  de	  souches	  de	  référence	  de	  
C.	  albicans	  et	  d’A.	  fumigatus	  

 

 

Concernant les différences observées entre les deux techniques d’extraction,  

la méthode semi-automatisée EZ1 semble légèrement plus performante. Enfin, pour 

ce qui est des trois couples d’amorces, ils ont tous permis l’amplification des souches 

de référence au minimum jusqu’au seuil de 105 UFC/ml. Les meilleures 

performances ont été obtenues avec le locus LSU suivi de près par la région ITS. 

Ces résultats confortent l’idée d’opter pour l’extraction par EZ1 (15min) et ce 

qu’importe le couple d’amorces utilisé.   

4. Optimisation de l’étape de PCR séquence  

Lors de la réalisation de la PCR en amont du séquençage (appelée "PCR 

séquence"), il est essentiel d'obtenir un fragment d'ADN simple brin de bonne qualité 

pour permettre un succès du séquençage en lui-même. Ce travail a donc consisté à 

sélectionner l'amorce la plus judicieuse à utiliser lors de cette étape. Pour cela, après 

avoir sélectionné sept souches d'identification connue (et une souche 

supplémentaire à identifier), la première PCR d'amplification a été validée par 

migration sur gel (Figure 17), puis chacun des amplicons obtenus a été testé en PCR 

séquence en utilisant l’amorce sens (ITS1) ou l'amorce anti-sens (ITS4). Les 

résultats obtenus sont présentés dans le tableau XII.    

 

Souche' Extrac-on'EZ1'''''''
Seuil&en&UFC/ml'

Extrac-on'
PowerFecal'''''''''''

Seuil&en&UFC/ml'

ITS'
C.#albicans# 104& 104&

A.#fumigatus# 101& 103&

LSU'
C.#albicans# 102& 103&

A.#fumigatus# 101& 101&

TEF19alpha'
C.#albicans# 105& 104&

A.#fumigatus# 101& 103&
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Tableau	  XII	  :	  Résultats	  du	  séquençage	  de	  huit	  souches	  pour	  comparaison	  des	  amorces	  sens	  (ITS1)	  et	  anti-‐sens	  
(ITS4)	  utilisées	  à	  l’étape	  de	  PCR	  séquence	  

NS	  =	  Non	  Séquencé	  ;	  NI	  =	  Non	  identifié	  

 

Des séquences exploitables ont été obtenues en utilisant l’amorce anti-sens 

ITS4 pour 100% (n=8) des souches d'identification connue. Concernant l’amorce 

sens ITS1, des séquences exploitables ont été obtenues dans seulement 50% (n=4) 

des cas. Les résultats de séquençage obtenus étaient tous concordants avec les 

identifications attendues des souches (réalisées préalablement par MALDI/TOF). Par 

conséquent : l’amorce anti-sens ITS4 a été sélectionnée pour la suite des essais et 

figure désormais comme amorce de prédilection à utiliser dans le mode opératoire 

de la réalisation du séquençage (Annexe 5). Le résultat de cet essai a été extrapolé 

aux régions LSU et TEF1-alpha.   

NB : nous souhaitions profiter de cet essai pour tester l'identification de la souche H 

que nous n'avons pas réussi à identifier au préalable par MALDI/TOF, mais 

Identification+MALDI/TOF pb Identification+NCBI Score+
d'identification+(%) pb Identification+NCBI Score+

d'identification+(%)

A Penicillium)crustosum NS NS # 108 Penicillium'sp. 100

B Trichophyton)rubrum 351 T.)rubrum 100 415 T.)rubrum 100

C Microsporum)canis NS NS # 171 M.)canis 99,42

D Cryptococcus)neoformans 390 C.)neoformans 100 477 C.)neoformans 100

E Galactomyces)geotrichum 308 G.)geotrichum 100 308 G.)geotrichum 98,38

F Trichophyton)tonsurans 254 T.)tonsurans 100 474 T.)tonsurans 100

G Penicillium)glabrum NS NS # 475 P.)glabrum 100

H Souche'non'identifiée NS NS # 393 NI #

Amorce+ITS+1 Amorce+ITS+4

A"""B"""C"""D""E""F"""G""H"

Figure	  17	  :	  Révélation	  sur	  gel	  d'agarose	  de	  l’amplification	  
par	  PCR	  (amorces	  ITS1/ITS4)	  de	  huit	  souches	  différentes 
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malheureusement au cours de cet essai, l'identification n'a pas non plus été possible 

en séquençage malgré l’obtention d’une séquence de bonne qualité avec ITS4.   

5. Comparaison des identifications par MALDI/TOF et du séquençage 
de la région ITS 

Afin de compléter les précédents résultats aboutissant au choix de l’amorce 

ITS4 basés sur la comparaison de l’identification entre MALDI/TOF et séquençage, 

des tests plus complets ont été réalisés afin de déterminer la comparabilité des 

résultats obtenus selon ces deux méthodes. Le choix des souches à identifier s’est 

porté au minimum sur des levures étant donné que la plateforme MSI (servant pour 

l’identification par MALDI/TOF) est enrichie régulièrement avec des spectres de 

champignons filamenteux qui sont vérifiés par analyse génétique ; ainsi les 

identifications de champignons filamenteux par MSI bénéficient de facto d’une 

grande fiabilité. De plus l’aspect macroscopique et microscopique est peu contributif 

pour les levures d’où la nécessité d’avoir des identifications sûres par biologie 

moléculaire ou spectrométrie de masse. 

Pour ce faire, diverses souches de Candida sp. et plusieurs autres levures ont 

été choisies dans les souchiers de collection du laboratoire. Après mise en culture 

des souches congelées, le séquençage a été effectué selon le protocole défini 

précédemment (Annexe 5). 

Sur les 21 levures étudiées, toutes ont été amplifiées avec un signal correct 

correspondant à des amplicons de taille comprise entre 200 et 600 pb (Figure 18). 

 

Figure	  18	  :	  Révélation	  sur	  gel	  d'agarose	  de	  l’amplification	  par	  PCR	  (amorces	  ITS1/ITS4)	  
de	  souches	  de	  Candida	  sp.	  et	  autres	  levures	  
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Toutes les identifications par séquençage ont abouti à un score d’identification 

> 98% associé à un Query Cover ≥ 99%  (Tableau XIII).  

Tableau	  XIII	  :	  Comparaison	  de	  l'identification	  de	  plusieurs	  levures	  par	  technique	  MALDI/TOF	  versus	  	  
séquençage	  de	  la	  région	  ITS	  (identification	  sur	  le	  site	  NCBI	  blastn)	  

 

 

Les résultats des deux méthodes sont tous concordants à l’exception d’une 

souche ayant été identifiée comme Candida kefyr par la technologie MALDI/TOF 

contre Candida parapsilosis au séquençage.  

 

N° Identification-MALDI/TOF Nature-de-prélèvement
Taille-

séquence-
(pb)

Identification-----
NCBI

Query-
Cover-(%)

Score-
d'identification-

(%)

1 C.#parapsilosis HEMOCULTURE 448 C.#parapsilosis 100 100

2 C.#glabrata URINES 277 C.#glabrata 100 100

3 C.#tropicalis CRACHAT 379 C.#tropicalis 100 99,21

4 C.#kefyr URINES 432 C.#parapsilosis 100 99,54

5 C.#allociferrii OREILLE 465 C.#allociferrii 99 100

6 C.#krusei CUTANE 328 C.#krusei 100 100

7 C.#dubliniensis CRACHAT 376 C.#dubliniensis 100 100

8 C.#lusitaniae LIQUIDE;ABDOMINAL 229 C.#lusitaniae 100 99,57

9 C.#guilliermondii URINES 453 C.#guilliermondii 100 100

10 C.##nivariensis LBA 459 C.##nivariensis 100 100

11 C.#pintolopessii LIQUIDE;BILIAIRE 470 C.#pintolopessii 100 99,58

12 C.#norvegensis URINES 314 C.#norvegensis 100 100

13 C.#lipolytica LENTILLE 276 C.#lipolytica 99 98,55

14 C.#albicans P.;VAGINAL 425 C.#albicans 100 100

15 C.#albicans CRACHAT 429 C.#albicans 100 100

16 C.#albicans EXPECTORATION 403 C.#albicans 100 100

17 C.#albicans CRACHAT 451 C.#albicans 100 100

18 Rhodotorula#mucilaginosa LBA 476 R.#mucilaginosa 100 100

19 Debaryomyces#hansenii SOUCHE 538 D.#hansenii 100 99,81

20 Trichosporon#asahii LIQUIDE;ABDOMINAL 469 T.#asahii 100 100

21 Saccharomyces#cerevisiae SOUCHE 151 S.#cerevisiae 100 99,34
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6. Identification des souches non identifiées par MALDI/TOF  

6.1. Première intention : séquençage de la région ITS 

 Dans le cadre de ce travail, les souches fongiques isolées à partir des 

prélèvements patients, et n'ayant pas pu être initialement identifiées par MALDI/TOF, 

ont été pour la plupart conservées à - 20°C jusqu'à la réalisation des analyses de 

séquençage selon le protocole validé précédemment. Il s'agit majoritairement de 

prélèvements respiratoires (n=35) et cutanés (n=14).  

Afin de travailler à partir de colonies selon la méthode décrite précédemment 

(paragraphe III.2.), les souches ont été repiquées après décongélation sur gélose 

Sabouraud et incubées à 30°C ou 37°C. Cependant la plupart de ces souches n’ont 

pas poussé en culture après décongélation. Il a donc été décidé de tester l’extraction 

d’ADN directement à partir des bouillons de congélation ; tous les essais ainsi 

réalisés se sont avérés concluants (Figure 19 : échantillons 1 à 9).  

NB : Par la suite les extractions ont été réalisées en première intention à partir des 

cultures jeunes ou à partir de souches congelées en cas de technique devant être 

différée.  

 

 

Figure	   19	  :	   Révélation	   de	   l’amplification	   sur	   gel	   d'agarose	   des	  
échantillons	   1	   à	   9	   après	   PCR	   ITS,	   réalisés	   à	   partir	   de	   bouillons	  
congelés	  (n=5	  puits	  par	  échantillon)	  

!!!!!!!!1!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!2!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!3!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!4!

!!!!!!!!5!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!6!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!7!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!8!

!!!!!!!!!9!
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Au total, 53 échantillons non préalablement identifiés par MALDI/TOF ont été 

testés. Le couple d'amorces de première intention ITS1/ITS4 a permis d'amplifier 

avec succès 50 de ces 53 échantillons (Figure 20 : échantillons 10 à 53). Parmi 

ceux-ci, certains ont montré un faible signal sur gel d'agarose (échantillons 12, 20, 

25, 27, 32) mais ont tout de même été séquencés par la suite avec succès. Les 

amplicons obtenus sont en général de taille comprise entre 400 et 600 pb.  

 

Figure	   20	  :	   Révélation	   de	   l’amplification	   sur	   gel	   d'agarose	   des	   échantillons	   10	   à	   53	   après	   PCR	   ITS1/ITS4.	  
Échantillons	  19,	  21	  et	  42	   :	  non	  amplifiés.	  Échantillons	  12,	  20,	  25,	  27,32	   :	   faible	  amplification	  ayant	   tout	  de	  
même	  abouti	  au	  séquençage.	  

 

Concernant les trois échantillons n’ayant pas été amplifiés (échantillons n°19, 

21 et 42), un second essai d’extraction puis d'amplification avec le couple ITS1/ITS4 

a été réalisé mais sans succès. Ces trois échantillons ont ainsi fait l’objet par la suite 

d’une amplification avec les deux autres régions LSU et TEF1-alpha pour tenter de 

les identifier (paragraphe IV.6.2). 

Sur les 50 échantillons ayant été séquencés, l’analyse des séquences ADN 

obtenues par alignement via le site NCBI blastn a permis une identification 

satisfaisante au rang d’espèce pour 45 échantillons avec un score d’identification 

> 97% et un Query Cover > 95% (Tableau XIV). Les identifications ont toutes été 

confrontées aux données macroscopiques et microscopiques préalablement 

collectées, il s’est avéré que pour ces 45 souches les résultats étaient concordants. 

!!!!10!!!!!!!!!11!!!!!!!!!!12!!!!!!!!!!13!!!!!!!!!14!!!!!!!!!!15!!!!!!!!!!16!!!!!!!!!!!17!!!!!!!!!18!!!!!!!!!!!19!!!!!!!!!!20!!!!!!!!!21!!!!!!!!!22!!!!!!!!!!23!!!!!!24!!!!!!!!!!!!!!!!!

24!!!!!!25!!!!!!!!!26!!!!!!!!!!27!!!!!!!!!!28!!!!!!!!!!29!!!!!!!!!30!!!!!!!!!!31!!!!!!!!!!32!!!!!!!!!!33!!!!!!!!!!34!!!!!!!!!!35!!!!!!!!!36!!!!!!!!!!37!!!!!!!38!!!39!

!40!!!41!!!!42!!!43!!!!44!!!!45!!!46!!!47!!!48!!!49!!!!!50!!!!51!!!52!!!!53!!!!!
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Tableau	   XIV	  :	   Identifications	   des	   53	   échantillons,	   non	   identifiés	   par	   technique	  MALDI/TOF,	   réalisées	   après	  
séquençage	  de	  la	  région	  ITS	  et	  	  concordance	  avec	  l’aspect	  macroscopique	  et	  microscopique.	  	  

NI	  =	  Non	  Identifié	  ;	  NA	  =	  Non	  Amplifié	  	  

 

 

N° Nature(de(prélèvement

Taille(
séquence(
étudiée(
(pb)

Identification(NCBI Query(Cover(
(%)

Score(
d'identification(

(%)

Aspect(
macroscopique(et(
microscopique(

cohérent

1 SOUCHE 554 NI + + +

2 EXPECTORATION 580 Polyporus)brumalis 100 99,66 Oui

3 LBA 181 Calosphaeria)pulchella 100 98,9 Oui

4 ASPI;BRONCHIQUE 497 Rhinocladiella)similis 100 99,6 Oui

5 CRACHAT 491 Phialemonium)inflatum 100 98,16 Oui

6 CRACHAT 418 Phoma)fimeti 100 99,28 Oui

7 LBA 546 Cephalotrichum)gorgonifer 100 99,82 Oui

8 LBA 430 Microascus)cirrosus 100 100 Oui

9 CUTANE 401 Trichophyton)rubrum 100 100 Oui

10 ASPI;PHARYNGEE 529 Pseudopithomyces)chartarum 100 100 Oui

11 CRACHAT 545 Scedosporium)boydii 100 99,82 Oui

12 CUTANE 453 Trichophyton)benhamiae 100 100 Oui

13 ASPI;BRONCHIQUE 455 Radulidium)subulatum 100 99,56 Oui

14 PBDP 561 Trametes)hirsuta 100 100 Oui

15 ASPI;BRONCHIQUE 445 Candida)tropicalis 100 99,77 Oui

16 LBA 455 Candida)tropicalis 100 99,78 Oui

17 ASPI;BRONCHIQUE 482 Paraconiothyrium)variabile) 100 98,55 Oui

18 CUTANE 482 NI + + +

19 CUTANE NA NA + + +

20 CUTANE 439 Microsporum)canis 100 99,77 Oui

21 CUIR;CHEVELU NA NA + + +

22 LBA 488 Phialemonium)atrogriseum 100 99,79 Oui

23 ASPI;BRONCHIQUE 514 Aspergillus)flavus 100 100 Oui

24 CUTANE 505 Acremonium)sp. 100 94,29 Oui

25 LBA 521 Coprinopsis)strossmayeri 100 99,81 Oui

26 CRACHAT 480 Montagnula)scabiosae 100 100 Oui

27 SOUCHE 513 Onychocola)canadensis 99 99,61 Oui

28 CUTANE 513 Acremonium)breve 100 99,61 Oui

29 ONGLES 557 Onychocola)canadensis 97 99,27 Oui

30 LBA 566 Absidia)glauca 100 99,65 Oui
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Voici des précisions relatives aux cinq échantillons non identifiés ou 

partiellement identifiés : 

! Échantillon 1 : La séquence analysée était de très bonne qualité avec une taille 

de plus de 550 pb. Cependant, l’alignement de séquence sur le site NCBI blastn 

n’a pas permis d’identification correcte (Query Cover < 95% et score 

d’identification < 97%) (Figure 21).  

N° Nature(de(prélèvement

Taille(
séquence(
étudiée(
(pb)

Identification(NCBI Query(Cover(
(%)

Score(
d'identification(

(%)

Aspect(
macroscopique(et(
microscopique(

cohérent

31 ASPI%BRONCHIQUE 599 Abortiporus*biennis 100 99,83 Oui

32 ASPI%BRONCHIQUE 496 Microascus*cirrosus 100 100 Oui

33 LBA 470 Microdochium*bolleyi 100 100 Oui

34 CUTANE 560 Exophiala*phaeomuriformis 100 100 Oui

35 CRACHAT 480 Neocucurbitaria*keratinophila 100 99,79 Oui

36 CRACHAT 518 Leptosphaeria*biglobosa 100 99,81 Oui

37 ASPI%BRONCHIQUE 566 Peniophora*lycii 99 100 Oui

38 ASPI%BRONCHIQUE 627 Phlebia*tremellosa 100 100 Oui

39 LBA 568 Physisporinus*vitreus 100 99,12 Oui

40 LIQUIDE%ABDOMINAL 271 Scopulariopsis*candida 100 100 Oui

41 CRACHAT 318 Rasamsonia*piperina 100 100 Oui

42 CUIR%CHEVELU NA NA A A A

43 ASPI%PHARYNGEE 279 Scopulariopsis*brumptii 100 99,64 Oui

44 CUTANE 413 Trichophyton*interdigitale 100 100 Oui

45 SOUCHE 461 Acremonium*persicinum 100 100 Oui

46 LBA 409 Cephalotrichum*gorgonifer 99 100 Oui

47 CUTANE 444 Trichophyton*bennhamiae 100 99,78 Oui

48 ASPI%BRONCHIQUE 429 Phellinus*sp. 100 97,9 Oui

49 ASPI%BRONCHIQUE 555 Trametes*versicolor 100 99,82 Oui

50 PEAU 568 Exophiala*lecaniiCcorni 100 100 Oui

51 CRACHAT 474 Pyrenochaeta*uniguisChominis 100 100 Oui

52 ASPI%BRONCHIQUE 494 Penicillium*sp.* 100 99,6 Oui

53 LBA 571 Perenniporia*medullaCpanis 100 99,12 Oui
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! Échantillon 18 : La séquence étudiée est de très bonne qualité avec une taille de 

près de 480 pb. Parmi les dix premiers résultats obtenus sur NCBI blastn le 

Query Cover est > 95% mais le score d’identification ne dépasse pas les 95%, 

donnant comme résultat majoritairement « fungal sp. » (Figure 22). Le premier 

résultat qualifiable apparait en 12ème position avec un Query Cover de 100% et un 

score d’identification médiocre à 92,4% donnant  Phaeococcomyces eucalypti.  

 

Figure	  21	  :	  Liste	  des	  dix	  premiers	  résultats	  d'identification	  de	  l’échantillon	  1	  sur	  le	  site	  NCBI	  blastn 

Figure	  22	  :	  Liste des quinze premiers résultats d'identification de l’échantillon 18 sur le site NCBI 
blastn 
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! Échantillon 24 : Le fragment amplifié de plus de 500 pb est de bonne qualité 

donnant après analyse informatique un score d’identification > 94% (associé à un 

Query Cover > 95%) permettant l’identification au rang de genre uniquement 

d’Acremonium sp. (Figure 23).  

 

Figure	  23	  :	  Liste	  des	  dix	  premiers	  résultats	  d'identification	  de	  l’échantillon	  24	  sur	  le	  site	  NCBI	  blastn	  

 

! Échantillon 48 : Le score d’identification de cet échantillon est de plus de 97% 

avec un Query Cover à 100% permettant d’identifier au rang de genre Phellinus 

sp. (Figure 24). Étant donné que sur les dix premiers résultats seulement deux 

sont en faveur de l’espèce Phellinus mori, il semble plus prudent d’identifier cette 

souche uniquement au rang de genre. 

 

Figure	  24	  :	  Liste	  des	  dix	  premiers	  résultats	  d'identification	  de	  l’échantillon	  48	  sur	  le	  site	  NCBI	  blastn	  
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! Échantillon 52 : La séquence de près de 500 pb a abouti à un score 

d’identification très élevé de 99,60% (avec un Query Cover de 100%) avec trois 

souches recensées dans la base de données NCBI (Figure 25). Cependant ces 

trois souches ne sont référencées qu’au niveau de genre Penicillium sp.. 

 

Figure	  25	  :	  Liste	  des	  dix	  premiers	  résultats	  d'identification	  de	  l’échantillon	  52	  sur	  le	  site	  NCBI	  blastn	  

 

Dans l’ensemble, sur les 53 échantillons candidats au séquençage (en échec 

d’identification par MALDI/TOF), 85% ont été correctement identifiés au rang de 

genre et d’espèce lors du premier passage avec les amorces ITS1/ITS4 et ~6% ont 

abouti à une identification au rang de genre seulement.  

6.2. Seconde intention : séquençage des régions LSU et TEF1-alpha  

En prenant en compte les échantillons non amplifiés (n°19, 21 et 42) et les 

échantillons non identifiés présentant possiblement un intérêt clinique (n°1, 18 et 24), 

six échantillons ont nécessité une investigation supplémentaire notamment à l’aide 

des deux autres couples d’amorces : LROR/LR5 (LSU) et EF1-1018F/EF1-1620R  

(TEF1-alpha). 

La première PCR d’amplification, d’une part avec les amorces LROR/LR5 et 

d’autre part avec les amorces EF1-1018F/EF1-1620R, a été vérifiée par migration 

sur gel d’agarose (Figure 26). Les six échantillons ont été amplifiés avec la région 

LSU tandis que quatre échantillons ont été amplifiés avec la région TEF1-alpha.  
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Ensuite, sur chacun des amplicons, une PCR séquence a été effectuée avec 

les amorces anti-sens LR5 (LSU) et EF1-1620R (TEF1-alpha). Les résultats sont 

présentés dans les tableaux XV et XVI. 

6.2.1 Séquençage de la région LSU 

Des séquences exploitables pour la région LSU ont été obtenues en utilisant 

l’amorce anti-sens LR5 pour les six souches (Tableau XV). Les échantillons n°18 et 

24, avec un score d’identification > 98%, ont tous deux été identifiés avec succès et 

concordent avec l’aspect macroscopique / microscopique ainsi qu’avec les 

identifications préliminaires obtenues avec la région ITS.  

	  

Tableau	  XV	  :	  Identifications	  des	  échantillons	  1,	  18,	  19,	  21,	  24	  et	  42	  après	  séquençage	  de	  la	  région	  LSU.	  

 

N° Nature(de(prélèvement

Taille(
séquence(
étudiée(
(pb)

Identification(NCBI Query(Cover(
(%)

Score(
d'identification(

(%)

Aspect(
macroscopique(et(
microscopique(

cohérent

1 SOUCHE 528 Mucor&sp. 100 95,08 Non

18 CUTANE 561 Phaeococcomyces&eucalypti 100 98,93 Oui

19 CUTANE 492 Trichophyton&violaceum&/&rubrum&/&
interdigitale&/&tonsurans 100 99,808/899,808/8

99,398/899,39 Oui

21 CUIR8CHEVELU 582 Trichophyron&rubrum&/&tonsurans&/&
interdigitale 100 99,668/899,498/8

99,49 Oui

24 CUTANE 521 Acremonium&breve 100 98,27 Oui

42 CUIR8CHEVELU 573 Trichophyton&violaceum&/&rubrum&/&
interdigitale&/&tonsurans 100 99,658/899,658/8

99,488/899,48 Oui

LSU((LROR/LR5)

!!!!LSU ! ! !!!!!!!TEF!1)α!!

!!1!!!!!!18!!!!!19!!!!21!!!!!24!!!!42!!! !!1!!!!!!18!!!!!19!!!!21!!!!24!!!!42!!!

Figure	  26	  :	  Révélation	  de	  l’amplification	  sur	  gel	  d'agarose	  des	  
échantillons	  1,	  18,	  19,	  21,	  24	  et	  42	  après	  PCR	  LSU	  et	  TEF1-‐alpha. 
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Concernant les échantillons n°19, 21 et 42, lors de l’alignement des séquences 

sur blastn NCBI, ils ont présenté des identifications différentes pour un même score 

d’identification ; il est à noter que ces trois échantillons appartiennent au genre 

Trichophyton suggérant des espèces très proches phylogénétiquement.  

Par ailleurs l’échantillon n°1 n’a pas abouti à une identification correcte. Avec 

un score d’identification médiocre de 95% et la non-compatibilité de l’aspect 

microscopique, la conclusion débouche sur le même résultat qu’avec la région ITS. 

6.2.2 Séquençage de la région TEF1-alpha 

Pour la région TEF1-alpha, les échantillons n°18 et 19 n’ont pas été amplifiés 

lors de la première PCR (Tableau XVI). 

Tableau	   XVI	  :	   Identifications	   des	   échantillons	   1,	   18,	   19,	   21,	   24	   et	   42	   après	   séquençage	   de	   la	   région	   TEF1-‐
alpha.	  NA	  =	  Non	  Amplifié	  

 

 

L’échantillon n°24, avec un score d’identification de près de 94% n’a permis 

qu’une identification au rang de genre, et donc n’apporte pas d’information 

supplémentaire que lors du séquençage de la région ITS.  

L’échantillon n°42 a été correctement identifié au rang d’espèce avec un score 

d’identification de 100%.  

N° Nature(de(prélèvement

Taille(
séquence(
étudiée(
(pb)

Identification(NCBI Query(Cover(
(%)

Score(
d'identification(

(%)

Aspect(
macroscopique(et(
microscopique(

cohérent

1 SOUCHE 524 Mucor&indicus 100 96,38 Non

18 CUTANE NA NA 6 6 6

19 CUTANE NA NA 6 6 6

21 CUIR9CHEVELU 503 Trichophyton&violaceum&/&rubrum 100 1009/999,80 Oui

24 CUTANE 513 Acremonium9sp. 100 93,76 Oui

42 CUIR9CHEVELU 578 Trichophyton&rubrum 100 100 Oui

TEF(1Lα((EF1L1018F/EF1L1620R)



 72 

Concernant l’échantillon n°21, lui aussi du genre Trichophyton, deux 

propositions d’identification ressortent avec un score relativement semblable. 

Quant à l’échantillon n°1, malgré le Query Cover de 100% et le score 

d’identification de plus de 96%, la proposition d'identification dans la classe des 

mucorales n'est en rien compatible avec les données macroscopiques et 

microscopiques de la culture.  

7. Comparaison des identifications par séquençage de la région ITS 
avec les régions LSU et TEF1-alpha 

À partir des échantillons bien identifiés grâce au séquençage de la région ITS, 

le choix s’est porté sur huit échantillons diversifiés pour comparer les résultats 

obtenus avec les deux autres régions LSU et TEF1-alpha. À ces échantillons, deux 

souches de référence ont été ajoutées pour valider l’amplification et le séquençage.  

La première PCR d’amplification, vérifiée par révélation sur gel d’agarose, a 

permis d’amplifier la totalité des échantillons que ce soit avec les amorces 

LROR/LR5 (LSU) ou EF1-1018F/EF1-1620R (TEF1-alpha) (Figure 27).  

  

 

 

 

 

	  

Figure	   27	  :	   Révélation	   de	   l’amplification	   sur	   gel	   d'agarose	  
des	  échantillons	  7,	  11,	  12,	  15,	  20,	  23,	  27,	  34	  et	  des	  souches	  
de	  référence	  C.	  albicans	   (CA)	  et	  A.	   fumigatus	   (AF).	  A	  :	  PCR	  
LSU	  /	  B	  :	  PCR	  TEF1-‐alpha	  

 

Les tableaux XVII et XVIII présentent respectivement les résultats 

d’identification après les PCR LSU et TEF1-alpha. Après séquençage de la région 

!!7!!!!11!!!12!!!15!!!20!!!23!!!27!!34!!!CA!!AF!

!!7!!!!11!!!12!!!15!!!20!!!23!!!27!!34!!!CA!!AF!

A!

!B!
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LSU, tous les échantillons ont été identifiés avec un score > 99% et un Query Cover 

de 100%. Les identifications se sont avérées identiques à celles obtenues avec le 

séquençage de la région ITS à l’exception de l’échantillon n°34. 

Tableau	   XVII	  :	   Identifications	   des	   échantillons	   7,	   11,	   12,	   15,	   20,	   23,	   27,	   34	   et	   des	   souches	   de	   référence	  C.	  
albicans	   (CA)	   et	   A.	   fumigatus	   (AF)	   réalisées	   avec	   les	   amorces	   LROR/LR5	   (LSU)	   et	   concordance	   avec	  
l’identification	  via	  la	  région	  ITS.	  RG	  =	  Rang	  de	  Genre	  

 

 

En effet, l’échantillon n°34 pour lequel il avait été conclu à un Exophiala 

phaeomuriformis avec la région ITS, donne ici avec la région LSU le choix entre 

Exophiala dermatitidis et Exophiala phaeomuriformis. Les scores entre ces deux 

résultats sont strictement identiques tout comme les séquences de référence.  

N°
Taille(

séquence(
(pb)

Identification(NCBI Query(Cover(
(%)

Score(
d'identification((%)

Identification(
ITS(identique

7 579 Cephalotrichum.gorgonifer 100 100 Oui

11 573 Scedosporium.boydii 100 100 Oui

12 529 Trichophyton.benhamiae 100 99,81 Oui

15 575 Candida.tropicalis 100 99,83 Oui

20 467 Microsporum.canis 100 100 Oui

23 524 Aspergillus.flavus 100 100 Oui

27 520 Onychocola.canadensis 100 99,81 Oui

34 529 Exophiala.dermatitidis./...............
E..phaeomuriformis 100 99,81 RG

CA 524 Candida.albicans 100 99,81 Oui

AF 467 Aspergillus.fumigatus 100 99,79 Oui

LSU((LROR/LR5)
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Tableau	  XVIII	  :	   Identifications	  des	   échantillons	   7,	   11,	   12,	   15,	   20,	   23,	   27,	   34	   et	   des	   souches	  de	   référence	  C.	  
albicans	   (CA)	   et	   A.	   fumigatus	   (AF)	   réalisées	   avec	   les	   amorces	   EF1-‐1018F/EF1-‐1620R	   (TEF1-‐alpha)	   et	  
concordance	  avec	  l’identification	  via	  la	  région	  ITS.	  NI	  =	  Non	  Identifié	  ;	  RG	  =	  Rang	  de	  Genre	  

 

 

Après séquençage de la région TEF1-alpha, parmi les huit échantillons six ont 

donné des identifications semblables à celles obtenues avec la région ITS. 

L’échantillon n°27 n’a pas pu être identifié car cette séquence n’a pas été reconnue 

par la base de données NCBI. Quant à l’échantillon n°34, il n’a été identifié qu’au 

rang de genre, du fait des résultats divergents au rang d’espèce avec un score 

d’identification médiocre.  

8. Contexte clinique et pathogénicité 

Dans le cadre de ce mémoire de thèse, la pathogénicité de chaque souche 

identifiée a été étudiée à l’aide d’une recherche bibliographique pour juger de la 

pertinence du séquençage des isolats séquencés qui n’ont pas été identifiés par 

MALDI/TOF. Par ailleurs, quand il était disponible, le contexte clinique de chaque 

patient, dont le prélèvement a mis en évidence une ou plusieurs souches 

N°
Taille(

séquence(
(pb)

Identification(NCBI Query(Cover(
(%)

Score(
d'identification((%)

Identification(
ITS(identique

7 525 Cephalotrichum.gorgonifer 100 100 Oui

11 499 Scedosporium.boydii 99 100 Oui

12 525 Trichophyton.benhamiae 100 99,62 Oui

15 515 Candida.tropicalis 100 100 Oui

20 520 Microsporum.canis 100 100 Oui

23 560 Aspergillus.flavus 100 100 Oui

27 492 NI . . .

34 284 Exophiala.sp. 100 93,3 RG

CA 488 Candida.albicans 100 99,8 Oui

AF 499 Aspergillus.fumigatus 100 100 Oui

TEF(1Mα((EF1M1018F/EF1M1620R)



 75 

séquencées, a été examiné. Les points principalement retenus ont été la présence 

ou non d’une immunodépression ou d’une pathologie respiratoire. Ces différentes 

données sont synthétisées dans le tableau XIX. 

En ce qui concerne le contexte clinique des patients pour qui un séquençage a 

été nécessaire pour l’identification, il n’a pas été consultable pour six d’entre eux ; 

soit parce qu’il s’agissait de souches provenant d’un autre établissement sans 

renseignements cliniques (n=2), soit parce que le compte rendu clinique du CHU 

n’était pas consultable (n=4). Parmi les patients au contexte clinique investigué, la 

présence d’une proportion importante de patients présentant une immunodépression 

(30%, n=16) ou atteints de mucoviscidose (15%, n= 8) a été notée. Les causes 

d’immunodépression retrouvées sont multiples : pathologies tumorales, hémopathies 

malignes, traitements immunosuppresseurs (méthotrexate, biothérapie, 

corticothérapie au long court, etc.). Quant aux patients présentant un syndrome 

interstitiel radiologique, une BPCO, une pneumopathie interstitielle diffuse, une 

bronchectasie ou une pneumopathie infectieuse, ils ont été regroupés sous le terme 

de « pathologie respiratoire » (17%, n=9). Pour ce qui est des prélèvements 

superficiels à la recherche de dermatophytes (26%, n=14), ils ont été effectués dans 

les services de soins ou au sein du centre de prélèvement du laboratoire et ne 

présentent pas de contexte particulier hormis la clinique évocatrice. 

Parmi les espèces identifiées, 43% (n=22) sont des pathogènes connus et 

impliqués en pathologie humaine (Aspergillus sp., Candida sp., Acremonium sp., 

Trichophyton sp., Scedosporium sp., etc.) ; d’autres, près de 18% (n=9), sont 

considérés comme des pathogènes possibles, c’est-à-dire qu’ils n’ont été que peu 

décrits dans la littérature bien que plusieurs cas d’infections avérées aient été 

recensés (Microascus sp., Phialemonium sp., Rhinocladiella sp., etc.). Par ailleurs, 

39% (n=20) des souches identifiées correspondent à des espèces fongiques non 

décrites actuellement en pathologie humaine. 

 

 

3 (46) 4 (47,48) 5 et 22 (49,50) 6 (51,52) 8 et 32 (53–57) 9 (58,59) 10 (60,61) 11 (62) 12 19 20 et 21 et 42 44 47 (58,59) 

15 et 16 et 23 (63) 24 et 28 et 45 (64) 27 et 29 (65) 33 (66) 34 (67) 35 (68) 36 (69) 40 et 43 (70–72) 41 (73) 50 (74) 51 (75) 
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Tableau	  XIX	  :	  Liste	  des	  identifications	  obtenues	  avec	  le	  séquençage	  des	  régions	  ITS	  et/ou	  LSU	  et	  TEF1-‐alpha,	  
contexte	  clinique	  et	  revue	  bibliographique	  de	  la	  pathogénicité	  des	  souches.	  	  

NI	   =	   Non	   identifié	  ;	   ID	   =	   Immunodépression	  ;	   PR	   =	   Pathologie	   respiratoire	  ;	   HM	   =	   Hémopathie	   maligne	  ;	  
Muco.	   =	   Mucoviscidose	  ;	   BPCO	   =	   Bronchopneumopathie	   chronique	   obstructive	  ;	   RD	   =	   Recherche	   de	  
dermatophytes	  ;	   K	   =	   Pathologie	   tumorale	  ;	   IS	   =	   Immunosuppresseur	  ;	   ND	   =	   Non	   décrit	  ;	   +/-‐	   =	   pathogène	  
possible	  (peu	  de	  description)	  ;	  Φ 	  =	  Phytopathogène	  

 

 

N° Nature(de(
prélèvement Identification

Espèce(déjà(
rencontrée(au(
MALDI/TOF

Contexte(
clinique

Souche(
pathogène(
connue(?(

Réf.

1 SOUCHE NI NI ID*(HM) NI .

2 EXPECTORATION Polyporus)brumalis Non Muco. ND .

3 LBA Calosphaeria)pulchella Non BPCO*/*PR ND*Φ (46)

4 ASPI*BRONCHIQUE Rhinocladiella)similis Non PR +/. (47,48)

5 CRACHAT Phialemonium)inflatum Oui Muco. +/. (49,50)

6 CRACHAT Phoma)fimeti Non Muco. +/. (51,52)

7 LBA Cephalotrichum)gorgonifer Non PR ND .

8 LBA Microascus)cirrosus Non BPCO*/*PR +/.*Φ (53.57)

9 CUTANE Trichophyton)rubrum Oui RD Oui (58,59)

10 ASPI*PHARYNGEE Pseudopithomyces)chartarum Non Muco. +/.*Φ (60,61)

11 CRACHAT Scedosporium)boydii Oui Muco. Oui (62)

12 CUTANE Trichophyton)benhamiae Oui RD Oui (58,59)

13 ASPI*BRONCHIQUE Radulidium)subulatum Non PR ND .

14 PBDP Trametes)hirsuta Non PR ND .

15 ASPI*BRONCHIQUE Candida)tropicalis Oui ID*(K) Oui (63)

16 LBA Candida)tropicalis Oui ID*(K) Oui (63)

17 ASPI*BRONCHIQUE Paraconiothyrium)variabile) Non ID*(IS) ND .

18 CUTANE Phaeococcomyces)eucalypti Non RD ND .

19 CUTANE Trichophyton)sp. . RD Oui (58,59)

20 CUTANE Microsporum)canis Oui RD Oui (58,59)

21 CUIR*CHEVELU Trichophyton)sp. . RD Oui (58,59)

22 LBA Phialemonium)atrogriseum Non ID +/. (49,50)

23 ASPI*BRONCHIQUE Aspergillus)flavus Oui ID*(IS) Oui (63)

24 CUTANE Acremonium)breve Non RD Oui (64)

25 LBA Coprinopsis)strossmayeri Non ID*(K) ND .
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N° Nature(de(
prélèvement Identification

Espèce(déjà(
rencontrée(au(
MALDI/TOF

Contexte(
clinique

Souche(
pathogène(
connue(?(

Réf.

26 CRACHAT Montagnula)scabiosae Non Muco. ND .

27 SOUCHE Onychocola)canadensis Non . Oui (65)

28 CUTANE Acremonium)breve Non RD Oui (64)

29 ONGLES Onychocola)canadensis Non RD Oui (65)

30 LBA Absidia)glauca Non ID=(K) ND .

31 ASPI=BRONCHIQUE Abortiporus)biennis Non PR ND .

32 ASPI=BRONCHIQUE Microascus)cirrosus Non . +/. (53.57)

33 LBA Microdochium)bolleyi Non ID ND=Φ (66)

34 CUTANE Exophiala)phaeomuriformis Oui RD Oui (67)

35 CRACHAT Neocucurbitaria)keratinophila Non ID=(IS) +/. (68)

36 CRACHAT Leptosphaeria)biglobosa Non ID=(IS) ND=Φ (69)

37 ASPI=BRONCHIQUE Peniophora)lycii Non ID=(K) ND .

38 ASPI=BRONCHIQUE Phlebia)tremellosa Non ID=(K) ND .

39 LBA Physisporinus)vitreus Non ID=(IS) ND .

40 LIQUIDE=ABDOMINAL Scopulariopsis)candida Oui . Oui (70.72)

41 CRACHAT Rasamsonia)piperina Oui Muco. Oui (73)

42 CUIR=CHEVELU Trichophyton)sp. . RD Oui (58,59)

43 ASPI=PHARYNGEE Scopulariopsis)brumptii Non Muco. Oui (70.72)

44 CUTANE Trichophyton)interdigitale Oui RD Oui (58,59)

45 SOUCHE Acremonium)persicinum Non . Oui (64)

46 LBA Cephalotrichum)gorgonifer Non . ND .

47 CUTANE Trichophyton)bennhamiae Oui RD Oui (58,59)

48 ASPI=BRONCHIQUE Phellinus)sp. . . ND .

49 ASPI=BRONCHIQUE Trametes)versicolor Oui ID=(K) ND .

50 PEAU Exophiala)lecaniiDcorni Non RD Oui (74)

51 CRACHAT Pyrenochaeta)uniguisDhominis Oui PR +/. (75)

52 ASPI=BRONCHIQUE Penicillium)sp.) . PR . .

53 LBA Perenniporia)medullaDpanis Non ID=(K) ND .
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V.  Discussion 
 

Au sein du laboratoire, sur l’année 2019-2020, près de 94% des identifications 

réalisées par MALDI/TOF microflex (Bruker) ont été correctement identifiées au 

complexe d’espèces après analyse des spectres sur la plateforme MSI (Mass 

Spectrometry Identification). Ce résultat est comparable à ceux de la littérature, 

notamment de l’article de Dupont et al. (étude française de 2018) qui, sur un panel 

de 102 champignons filamenteux reflétant la diversité épidémiologique au sein d’un 

laboratoire, obtint un taux d’identification de plus de 92% au complexe d’espèces sur 

automate MALDI/TOF microflex (Bruker) et analyse des spectres via MSI (76). 

Cependant, les résultats de cette analyse rétrospective au laboratoire ont démontré 

la persistance d'un échec d'identification pour un pourcentage non négligeable de 

souches par MALDI-TOF (5,5% ; n=81 sur une année) ; d'où la nécessité de ce 

travail de thèse visant à développer une alternative efficace d'identification fongique 

au rang d'espèce.  

À l’heure actuelle, l’automate MALDI-TOF microflex et son système 

informatique associé commercialisé par Bruker, ne disposent pas d’une base de 

données suffisamment exhaustive pour les champignons filamenteux à l’inverse des 

levures qui sont plus représentées (77,78). Malgré la participation de la société 

Bruker au projet international « MBT Filamentous Fungi Library» pour enrichir sa 

base de données, celle-ci reste insuffisante (seulement 180 espèces de 

champignons filamenteux recensées dans la version 3.0 de mars 2019) (79). En 

2020, la plateforme MSI quant à elle comptabilise 1274 espèces de référence 

incluant levures et filamenteux (80,81). Plusieurs articles corroborent le fait que MSI 

est la base de données en spectrométrie de masse qui présente le plus fort taux 

d’identification pour les espèces fongiques (82,83). L’étude canadienne de Stein et 

al. en 2018 a évalué les performances de l’automate MALDI/TOF microflex (Bruker) 

en utilisant trois bases de données (Bruker Library, National Institutes of Health 

Library (NIH) et MSI) comparées aux méthodes conventionnelles d’identification 

(morphologiques), le tout évalué suite à l’identification par biologie moléculaire 

(séquençage ITS). Il s’est avéré que MSI a montré un taux d’identification au rang 

d’espèce nettement supérieur aux autres bases de données (72% vs 19,5% et 
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13,6%) ainsi que comparé aux méthodes conventionnelles (31,7%). Les isolats non 

identifiés l’étaient en raison de spectres de mauvaise qualité (probable problème 

d’extraction) ou de lacunes dans les bases de données. Ces résultats ont été 

confirmés dans l’étude de Heireman et al. de 2020 où les performances 

d’identification au rang d’espèce ont là encore été supérieures via l’utilisation de MSI 

(version 2018) versus la bibliothèque Bruker (version 2.0) : 92% d’identification 

correcte versus 73% sur 75 champignons filamenteux. 

Suite à l’analyse rétrospective des espèces identifiées au MALDI/TOF sur 

l’année 2019/2020, une comparaison a été effectuée avec les souches séquencées 

dans ce travail. Il s’avère que parmi les champignons correctement identifiés au rang 

d’espèce par la technologie optimisée de séquençage n’ayant pas obtenu 

d’identification fiable par MALDI/TOF / MSI, plus de 68% (n=32) n’ont jamais été 

rencontrés au laboratoire en 2019/2020 (Annexe 4). Cela est potentiellement lié à la 

base de données non exhaustive de la plateforme MSI, qui inclut pour l’instant 

majoritairement des souches d’intérêt clinique prouvé. D’ailleurs, parmi les souches 

séquencées ayant déjà eu un homologue identifié par MALDI/TOF au laboratoire, 

plus de 80% étaient des pathogènes connus (n=12).  

Bien que constamment enrichies par de nouveaux spectres, les banques de 

données constituent encore aujourd’hui la limite majeure des identifications par 

MALDI/TOF à cause de leur manque d’exhaustivité. Les spectres incrémentés 

s’appuient systématiquement sur des données morphologiques et de biologie 

moléculaire pour garantir la fiabilité des données. Par ailleurs, la pureté des cultures 

et la qualité de la technique d’extraction avant passage au MALDI/TOF conditionnent 

grandement la qualité des spectres obtenus et donc des résultats. Des différences 

significatives des spectres de champignons filamenteux sont observées selon si la 

technique a été effectuée à partir de colonies jeunes ou matures ; de ce fait il est 

nécessaire que les bases de données incorporent plusieurs spectres pour une même 

espèce dans des conditions différentes pour améliorer le taux d’identification (84). 

L’analyse des données de la littérature a démontré que nous utilisions le couple 

MALDI/TOF – banque de données de la manière la plus performante décrite 

actuellement, à savoir : l’association MALDI/TOF microflex (Bruker) couplée à 

l’analyse informatique via MSI. Cependant, certains isolats ont nécessité plusieurs 
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repasses au MALDI/TOF avant d’aboutir à un résultat d'identification convenable. 

Les résultats ont finalement démontré qu’un seul essai d’identification 

supplémentaire, lorsque la première identification par MALDI/TOF était infructueuse, 

permettait de récupérer un nombre non négligeable d’identifications fiables au rang 

d’espèce (la plupart des tentatives supplémentaires se soldant par un échec). Il est 

néanmoins intéressant de soulever l'observation de fluctuations dans l'identification 

correcte des souches par MALDI/TOF au début de chaque semestre. Ce travail de 

routine est confié aux internes du laboratoire et ces fluctuations semblent en partie 

expliquées par le délai de formation des nouveaux internes car une certaine 

expérience technique est requise pour obtenir une identification correcte. Il semble 

donc pertinent d'augmenter temporairement le nombre de repasses en cas d'un 

premier échec d'identification au MALDI/TOF en début de formation des internes. Il 

apparait donc que l’expertise technique humaine est également un facteur important 

à prendre en compte pour une efficacité optimale de cette technique. Il est ressorti 

de ce travail qu’en cas d’un échec d’identification au rang d’espèce par technique 

MALDI/TOF – MSI au bout de deux tentatives (en période où le personnel est déjà 

habilité), il apparaissait judicieux de proposer une identification par séquençage. 

______________ 
 

 
Après quelques étapes d'optimisation technique (extraction automatisée, 

utilisation de l'amorce anti-sens de façon préférentielle), les travaux de cette thèse 

ont abouti à la mise en pratique d’une technique de séquençage aux performances 

maîtrisées et satisfaisantes (près de 89% d’identification au rang d’espèce après 

séquençage de la région ITS associé ou non aux régions LSU et TEF1-alpha). En 

outre, même un signal faible lors de la révélation a de grandes chances d’aboutir à 

une séquence exploitable. Au vu de la robustesse de la technique, le passage en 

duplicata de chaque isolat ne semble pas nécessaire. Aussi, il a été démontré qu’il 

était possible de séquencer directement à partir de souches congelées et ce avec 

des performances similaires que lors du travail à partir de souches jeunes en culture. 

Ceci signifie qu’un séquençage efficace des souches est possible a posteriori (si la 

souche a été congelée) et même en s’affranchissant des problèmes de culture après 

décongélation ; que ce soit à visée épidémiologique ou par demande différée du 

clinicien selon confrontation des données clinico-biologiques. 
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Concernant les tests de la limite de détection effectués à partir des différents 

couples d’amorces et selon les deux méthodes d’extraction sur deux souches de 

référence, il a été démontré une meilleure sensibilité avec A. fumigatus comparé à C. 

albicans (101 UFC/mL versus 104 UFC/mL avec ITS en extraction EZ1) ainsi qu’une 

meilleure efficacité de l’extraction par EZ1 versus PowerFecal. Plusieurs hypothèses 

pourraient expliquer cela. D’une part, l’obtention d’une DO précise avec des 

champignons filamenteux est plus complexe que pour des levures et celle-ci pourrait 

différer quant à l’équivalence en UFC/mL comparativement aux 

levures (théoriquement 0,5 McFarland équivaut à 107 UFC/mL). D’autre part, selon 

l’espèce fongique, l’extraction par PowerFecal pourrait entrainer une destruction trop 

importante des fragments d’ADN liée à la lyse mécanique et thermique intense 

entrainant une perte de sensibilité. Enfin, les gènes codant pour l’ARN ribosomal 

apparaissent en de multiples copies en tandem qui peuvent varier en nombre 

d’occurrences d’une espèce fongique à une autre et donc faciliter ou non 

l’amplification (85). Ainsi les limites de détection semblent varier grandement en 

fonction des espèces fongiques, ce fait devrait être confirmé sur un plus large panel 

de champignons. 

Lors des tests de comparaison de la technique MALDI/TOF versus 

séquençage une discordance a été observée sur l’une des souches, à savoir une 

identification différente au rang d’espèce (Candida kefyr par MALDI/TOF, Candida 

parapsilosis par séquençage). Après étude du dossier concernant ce prélèvement 

d’urines, il s’est avéré qu’une antériorité de 3 jours avait mis en évidence un Candida 

parapsilosis dans les urines de ce même patient. De ce fait, il est envisageable de 

penser que la culture initiale n’ait pas été pure ; de manière générale sur gélose 

CAN2 (BioMérieux) les colonies de C. kefyr, grâce à l’hydrolyse d’un substrat 

spécifique, apparaissent roses, cependant ce n’est pas toujours le cas, le délai de 

culture jouerait là-dessus (observation de colonies blanches au bout de 24h de 

culture possible). Le séquençage a été effectué à partir d’un repiquage du bouillon 

congelé, en culture un seul type de colonies blanches a été observé même après 

48h de culture sur gélose CAN2. Il est possible que lors de la congélation initiale un 

seul type de colonies ait été prélevé et conservé expliquant le résultat du 

séquençage. Le repiquage ayant servi au séquençage a été réanalysé par technique 
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MALDI/TOF et a cette fois-ci identifié également un Candida parapsilosis. Ceci ne 

remet donc pas en cause la technique de séquençage ni la technique MALDI/TOF.  

______________ 
 
 

Suite à l’optimisation technique du séquençage réalisée dans le cadre de ce 

travail, pour l’identification des souches inconnue, il a été décidé en première 

intention de réaliser une PCR ITS avec les amorces ITS1/ITS4. Sur 53 échantillons 

50 ont été amplifiés avec succès soit 94% et 45/50 ont abouti à une identification 

correcte au rang d’espèce ; ces résultats se rapprochent de ceux obtenus par 

Stielow et al. (24). L’étude internationale de Stielow et al., testant sur plus de 1 500 

espèces fongiques l’efficience de l’amplification de plusieurs couples d’amorces, a 

montré une PCR d’amplification réussie pour plus de 92% de tous les taxons étudiés 

avec la région ITS.  

Concernant deux échantillons partiellement identifiés (au rang du genre) après 

le séquençage de la région ITS (échantillons 48 et 52), il a été décidé de ne pas 

investiguer plus loin, c’est à dire au rang d’espèce. En effet, l’échantillon 48, du 

genre Phellinus sp. est un basidiomycète qui n’a pas été décrit comme étant impliqué 

en pathologie humaine, il est donc considéré, jusqu’à preuve du contraire, comme ne 

présentant pas de risque infectieux pour l’Homme. Quant à l’échantillon 52, identifié 

au rang du genre Penicillium sp., il est probable qu’il s’agisse d’un portage 

asymptomatique chez le patient au vu du contexte clinique (patient consultant en 

chirurgie ambulatoire pour une pneumopathie interstitielle diffuse). Par ailleurs, le 

lavage bronchoalvéolaire prélevé conjointement a retrouvé un Penicillium glabrum, 

probablement la même souche que celle incriminée dans l’aspiration bronchique. Les 

infections constatées au genre Penicillium sp. sont très rares, hormis celles à 

Penicillium marneffei, champignon endémique de l’Asie du Sud-Est, responsable 

d’infections opportunistes (86).  

En seconde intention, pour les six échantillons non amplifiés ou non identifiés 

avec la région ITS, il a été décidé de tester les amorces des régions LSU et TEF1-

alpha. D’une part, avec les amorces LROR/LR5 (LSU), la totalité des souches (n=6) 

a pu être amplifiée et séquencée ; cependant seulement deux échantillons (n°18 et 

24) ont obtenu une identification correcte au rang de genre et d’espèce. D’autre part, 
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avec les amorces EF1-1018F/EF1-1620R (TEF1-alpha), deux échantillons n’ont pas 

été amplifiés, et sur les quatre échantillons amplifiés, seuls trois ont obtenu une 

identification correcte au rang de genre. 

Au cours de l’analyse informatique, la discrimination entre plusieurs espèces a 

semblé médiocre du fait de scores d’identification similaires au rang d’espèce pour le 

genre Trichophyton sp. notamment avec les amorces LROR/LR5 (LSU). Ceci 

suggère qu’au sein de ce genre, certaines espèces sont très proches 

phylogénétiquement.  L’identification des dermatophytes, et en particulier celle des 

Trichophyton sp., est connue pour être compliquée de par leurs variations 

morphologiques et la variabilité de leurs caractères culturaux. À l’inverse, certaines 

espèces ne sont pas distinguables macroscopiquement et microscopiquement. 

Naturellement l’identification au laboratoire de ces champignons pathogènes est 

toujours à combiner au contexte clinique. La nomenclature des dermatophytes a été 

révisée en 2016 avec l’utilisation de la biologie moléculaire, ce qui a eu pour effet de 

nombreux réarrangements taxonomiques (87). Les relations phylogénétiques entre 

les différentes espèces se sont basées sur une étude multi-locus et le genre 

Trichophyton a été réduit à une quinzaine d’espèces (T. benhamiae, T. bullosum, T. 

concentricum, T. equinum, T. eriotrephon, T. erinacei, T. interdigitale, T. 

mentagrophytes, T. quinckeanum, T. rubrum, T. schoenleinii, T. simii, T. 

soudanense, T. tonsurans, T. verruccosum, T. violaceum) (88).  

Pour le diagnostic des dermatophytes, le séquençage de la région ITS est 

conseillé, cependant certaines espèces restent difficilement distinguables, c’est le 

cas par exemple de T. violaceum, T. soudanense et T. rubrum (89). En effet, 

certaines séquences ADN diffèrent parfois d’un seul nucléotide entre deux espèces 

proches (90). Le séquençage de la région LSU a été décrit comme moins 

discriminant que celui de la région ITS (87,91). Ces faits bibliographiques étayent ce 

qui a été observé avec les identifications incertaines lors de l’utilisation des amorces 

LROR/LR5 (région LSU). Néanmoins, lorsque le séquençage ITS n’est pas suffisant 

pour déterminer une espèce du genre Trichophyton, il semble pertinent de 

séquencer les deux autres régions LSU et TEF1-alpha pour croiser les informations. 

Ou éventuellement d’y ajouter le séquençage du gène de la béta-tubuline qui aurait 

un pouvoir de discrimination plus important au niveau des complexes d’espèces (88). 

Il pourrait être intéressant de créer une base de données à partir d’espèces du genre 
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Trichophyton obtenues au laboratoire (préalablement identifiées par microscopie et 

MALDI/TOF) comprenant l’étude des régions ITS, LSU et TEF1-alpha afin de pouvoir 

réaliser des alignements de séquences multi-locus et permettre une identification 

plus assurée. Ces données pourraient être soumises à GenBank pour 

incrémentation parmi les séquences de référence et servir à la communauté 

scientifique. 

Un autre problème d’identification s’est posé concernant la souche provenant 

d’un laboratoire extérieur (échantillon n°1), qui, malgré une séquence obtenue de 

bonne qualité avec les différents couples d’amorces, n’a pu être alignée avec succès 

avec une séquence de référence. Les scores d’identification (ITS : QC = 58%, score 

d’identification = 92% ; LSU : QC = 100%, score d’identification = 95% ; TEF1-alpha : 

QC = 100%, score d’identification = 96%)  répondaient la présence de champignons 

du genre Mucor sp., cependant l’aspect macroscopique et microscopique ne 

concordait pas du tout avec un champignon de la classe des mucorales. Il s’agit 

vraisemblablement d’une souche non encore répertoriée dans cette base de 

données, ou du moins sans étude des régions ITS, LSU et TEF1-alpha. De ce fait, 

d’autres bases de données ont été recherchées au sein de l’INSDC (International 

Nucleotide Sequence Database Collaboration) regroupant en plus de GenBank 

NCBI : l’European Nucleotide Archive (ENA) de l’European Molecular Biology 

Laboratory (EMBL) et le DNA Data Bank of Japan (DDBJ). Ces essais d’alignements 

se sont également avérés infructueux (identification de Mucor sp.).  

Les deux échantillons issus de prélèvements cutanés (n°18 et 24), l’un non 

identifié et l’autre identifié uniquement au rang de genre avec ITS, ont finalement été 

identifiés avec succès après séquençage de la région LSU. Ils ont soulevé eux aussi 

une lacune dans les bases de données lors de l’alignement des séquences de la 

région ITS. Effectivement, plusieurs souches référencées sont décrites de manière 

rudimentaire « Fungal sp. », « Uncultured fungus » ou encore identifiés simplement 

au rang d’ordre ou de genre (valable également pour les échantillons 48 et 52). Il 

s’agit donc encore ici d’une des limites de cette technique, à savoir une lacune des 

bases de données. 

En effet, l’INSDC, qui inclut GenBank, représente la plus grande base de 

données que ce soit pour le règne animal, végétal ou fongique ; elle comprend 
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d’innombrables séquences nucléotidiques disponibles publiquement. Il s’agit d’une 

banque de séquences d’ADN collaborative alimentée par la communauté scientifique 

de par le monde. Chacun peut y déposer ses propres séquences issues du domaine 

de la recherche ou du milieu médical ; chaque donnée devant être précisément 

annotée. Cependant, il a été révélé que de nombreuses erreurs étaient contenues 

dans ces bases de données notamment dans les séquences de gènes 

mitochondriaux humains qui contiendraient des erreurs pour la moitié des séquences 

publiées (92). Alors qu’en est-il pour les séquences d’ADN fongique ? Dans l’article 

de Nilsson et al. publié en 2006, il a été constaté qu’environ 20% des entrées dans 

les bases de données publiques pourraient être incorrectement identifiées au rang 

d’espèce fongique et que la majorité des entrées manquent d’annotations 

descriptives à l’heure actuelle (93,94).  

Par ailleurs, moins de 1% des 1,5 million d’espèces fongiques existantes 

estimées ont été séquencées pour la région ITS (93), l’échantillonnage taxonomique 

est donc loin d’être satisfaisant ; s’ajoutent à cela les problèmes de nomenclature 

avec des noms d’espèces non à jour. Avant la mise en application de l’International 

Code of Nomenclature (ICN), il était de pratique courante de nommer d’une manière 

différente les formes sexuées et asexuées d’un même champignon créant ainsi de 

nombreuses confusions (20). En outre, les séquences nouvellement générées dans 

ces bases de données sont généralement identifiées par comparaison et étude de 

similarités avec les autres séquences de ces mêmes bases de données et non plus 

par une identification taxonomique poussée (critères morphologiques, biochimiques, 

etc.). Les nouvelles séquences entrées dans ces bases de données peuvent ainsi 

être faussées et perpétuer l’erreur avec des répercussions considérables sur 

l’identification des espèces basée uniquement sur l’alignement de séquences ADN 

(95). L’approche par code-barres, méthode d’identification moléculaire basée sur la 

comparaison de courtes séquences ADN avec des séquences de référence, reste au 

cœur de l’identification des espèces fongiques ; cela dit, au vu du peu de 

champignons séquencés à l’heure actuelle, de la pénurie d’experts taxonomistes et 

le manque de rigueur scientifique, la fiabilité de ces bases de données est 

compromise. Le Barcode of Life Data System (BOLD) souffre des problèmes 

similaires étant donné qu’une proportion importante de ses séquences est extraite de 

GenBank. 
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Suite à ce constat, plusieurs projets de bases de données ont vu le jour (User-

friendly Nordic ITS Ectomycorrhiza UNITE, Ribosomal Database Project RDP, etc.) 

(96). Néanmoins l’approche la plus intéressante semble être de résoudre les 

problèmes à la source, c’est à dire dans GenBank, principale base de données 

utilisée. C’est pourquoi NCBI a lancé le « RefSeq projet » 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) qui ne recense que des séquences de 

référence bien authentifiées (ITS et LSU en moindre mesure), cependant la 

collection reste encore limitée pour une utilisation en pratique courante, bien que 

mettant en partie l’accent sur les champignons médicalement importants (en 2015 : 

près de 3000 séquences ITS recensées) (97). En l’occurrence ces différentes bases 

de données n’ont pas non plus apporté d’informations supplémentaires vis-à-vis des 

échantillons non identifiés ou partiellement identifiés de ce travail.  

Dans l’idéal, la base de données utilisée devrait présenter un échantillonnage 

taxonomique convenable, contenir des données de référence correctement 

identifiées et annotées ainsi qu’être régulièrement mise à jour avec des noms 

d’espèces standardisés. Sachant que la base de données RefSeq, bien que ne 

comprenant que des séquences de référence, n’est à l’heure actuelle pas assez 

exhaustive, surtout concernant les champignons filamenteux peu représentés, il 

semble plus pertinent de privilégier pour l’instant la base de données GenBank. 

Évidemment, dans cette démarche il est essentiel de garder un esprit critique sur 

tous les résultats obtenus en les comparant systématiquement aux données 

macroscopiques et microscopiques ainsi qu’au contexte clinique. De plus, il peut être 

utile de croiser les informations de diverses bases de données plus ou moins 

spécifiques, qui régulièrement mises à jour peuvent apporter des informations de 

choix pour l’identification fongique en pratique courante. Au vu de l’évolutivité des 

techniques et bases de données, il n’est pas exclu que dans un futur proche des 

échantillons non identifiés aujourd’hui, puissent l’être demain.  

______________ 
 

Globalement les comparaisons des résultats du séquençage des trois régions 

(ITS, LSU et TEF1-alpha), bien que réalisées sur un petit nombre d’échantillons, ont 

été satisfaisantes.  Les bases de données sont cependant moins fournies pour les 

régions LSU et TEF1-alpha que pour la région ITS. Ceci s’explique en partie par le 
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fait que la région ITS soit utilisée de plus longue date et récemment déclarée comme 

code-barres officiel.  

Au total, avec l’utilisation en première intention de la région ITS et en seconde 

intention celle des régions LSU et TEF1-alpha, tous les échantillons ont été 

séquencés avec succès. Sur les 53 échantillons, 52 ont abouti à une identification au 

minimum au rang de genre, et parmi ceux-ci 47 ont été correctement identifiés au 

rang d’espèce soit plus de 88,6%. La question de réaliser d’emblée le séquençage 

des trois régions pour chaque échantillon pourrait se poser dans l’optique de limiter 

le temps technique en cas d’échec du séquençage ITS en première intention. En 

effet, de l’étape d’extraction à l’analyse informatique des séquences, deux jours de 

délai sont à prendre en compte (voir annexe 6). Néanmoins, au vu du coût de la 

technique et de la forte proportion de souches identifiées uniquement via ITS, il 

semble pertinent de garder les couples d’amorces LROR/LR5 (LSU) et EF1-

1018F/EF1-1620R (TEF1-alpha) uniquement en deuxième intention, principalement 

quand l’amplification n’a pas marché au bout de deux essais avec les amorces 

ITS1/ITS4 (voir logigramme en annexe 5). Bien évidemment cet algorithme sera à 

mettre à jour en fonction de la pratique courante, après avoir eu plus de recul.   

Les différents résultats ont besoin d’être consolidés avec de futures 

identifications, en effet relativement peu de taxons sont représentés dans ce travail 

et de nouvelles lacunes pourraient être soulevées.  

______________ 
 

De manière générale, l’identification au rang d’espèce est utile à plusieurs 

niveaux ; d’une part pour l’étude des relations phylogénétiques, d’autre part pour 

étudier l’épidémiologie des infections fongiques, et plus concrètement pour 

sélectionner rapidement (avant d’avoir les résultats d’un antifongigramme) le 

traitement probabiliste le plus adapté à certaines espèces fongiques. Au vu de la 

constante augmentation du nombre de patients présentant une immunodépression, 

les infections fongiques opportunistes connaissent une incidence croissante avec un 

net élargissement du spectre des champignons pathogènes potentiels. L’émergence 

de nouveaux pathogènes opportunistes est effectivement en lien avec l’augmentation 

de la population à risque présentant une immunodéficience acquise (infection par le 
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VIH, pathologies tumorales, patients greffés, traitements immunosuppresseurs, 

corticothérapie au long terme, etc.). L’épidémiologie des infections fongiques 

invasives, d’abord dominée par les espèces de Candida albicans et Aspergillus 

fumigatus, évolue en laissant progressivement place à des champignons considérés 

jusqu’à lors comme des saprophytes non pathogènes pour l’Homme (98). Ces 

champignons, responsables d’infections fongiques émergentes, sont souvent de 

mauvais pronostic du fait d’un manque d’informations cliniques, du diagnostic 

biologique parfois complexe ainsi que de profils de résistances multiples (99,100).  

Il est important de prendre en compte que les infections fongiques sont aussi 

présentes chez les patients immunocompétents avec habituellement une évolution 

plus chronique. L’évolution souvent lente avec des symptômes peu intenses et peu 

caractéristiques entraine régulièrement un retard diagnostique. Bien que les formes 

invasives et disséminées soient plus rares chez ces patients, les atteintes 

pulmonaires suite à l’inhalation de spores fongiques ne sont pas exceptionnelles et il 

est important de pouvoir les identifier.  

Concernant les souches identifiées par séquençage panfongique dans ce 

travail, l’analyse des données bibliographiques et cliniques a permis d’évaluer l’utilité 

de cette technique appliquée au laboratoire. Nous aurions pu penser que les 

résultats ne révèleraient principalement que des espèces sans intérêt clinique, étant 

donné que la première étape d’identification par MALDI/TOF couplé à la base de 

données MSI se focalise surtout sur des souches pathogènes connues. Or, il s’avère 

que la majorité des espèces identifiées par séquençage sont des pathogènes connus 

(43%) ou possibles (18%). Parmi ces pathogènes possibles, il est intéressant de 

montrer qu’ils sont majoritairement rencontrés chez des patients immunodéprimés, 

atteints de la mucoviscidose ou BPCO. Par conséquent, la mise au point de cette 

technique de séquençage est bien une technique venant se placer en complément 

de la technologie MALDI/TOF, puisqu’elle permet de mettre en évidence un certain 

nombre d’espèces fongiques non décrites au laboratoire jusqu’à maintenant. Bien 

que certains isolats ne présentent pas d’intérêt en pathologie humaine connu à ce 

jour, le fait de révéler des souches pathogènes avérées ou potentiellement 

émergentes démontre un intérêt clinique incontestable. Microascus cirrosus peut être 

cité en exemple, souche non identifiée par MALDI/TOF, a été retrouvé dans deux 

prélèvements respiratoires (dont un chez un patient présentant une BPCO) ; il s’agit 
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d’un pathogène opportuniste de diagnostic difficile présentant des résistances 

multiples (Amphotericine B, azolés, caspofungine) rendant son identification 

importante pour les cliniciens (55,57). À noter également, entre autres, la présence 

de Neocucurbitaria keratinophila dans un crachat d’un patient immunodéprimé ; ce 

champignon opportuniste émergent est décrit en Espagne depuis plusieurs années, 

causant principalement des mycoses superficielles mais pourrait se propager (68).  

______________ 
 

Les résultats de ce travail de thèse ont abouti à l'obtention d'une technique 

d'identification des champignons par PCR panfongique aux performances très 

satisfaisantes ouvrant sur de nombreuses perspectives.   

Cette technique permettra un suivi épidémiologique des souches nouvellement 

identifiées et de les confronter aux données bibliographiques. Ainsi, il sera permis de 

réaliser localement au sein du CHU de Rouen, une surveillance des souches rares et 

difficiles à identifier notamment en termes d'incidence. Grâce à la confrontation au 

contexte clinique, il sera permis d'évaluer le potentiel infectieux de ces souches qui 

pour la plupart aujourd’hui sont très peu décrites dans la littérature scientifique. Le 

cas échéant, il pourra être réalisé sur demande du clinicien des antifongigrammes de 

façon à caractériser également les profils de résistances aux antifongiques de ces 

espèces rares de façon à pouvoir proposer ultérieurement des conseils 

thérapeutiques probabilistes sur isolements de ces espèces. Nos données locales 

pourront alors être confrontées aux données de la communauté scientifique 

internationale. 

Il conviendra également de suivre l’évolution des bases de données pour 

l’identification de séquences fongiques, qui avec l’effort commun pour standardiser la 

collecte des données et la création de bibliothèques de séquences de références 

vont gagner en fiabilité.  

De plus, avec l’évolution des techniques de séquençage et l’approfondissement 

de l’approche par code-barres à ADN pour l’identification fongique, Il sera judicieux 

de suivre l'évolution des nouveaux couples d'amorces qui pourraient être 

prometteurs.   
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Il est indéniable que l’identification précise et rapide des agents pathogènes 

responsables d’infections fongiques est essentielle pour sélectionner le traitement le 

plus adapté et améliorer le pronostic du patient. Cependant, au vu de la difficulté à 

obtenir certaines souches en culture, de par un manque de sensibilité de la 

technique ou bien d’un manque de viabilité suite à l’instauration d’un traitement 

antifongique, l’étiologie fongique bien que fortement suspectée n’est pas toujours 

documentée ; de plus, le délai de mise en culture précédant l’identification est 

souvent long. Un moyen de pallier au moins en partie à ce problème serait 

l'utilisation de la technique de PCR panfongique sur échantillons primaires. Si à 

l'heure actuelle, la PCR panfongique semble efficace pour l'identification de souches 

isolées en culture, son efficacité sur échantillon primaire reste à démontrer et 

probablement à optimiser.  De toute évidence, au vu des résultats de ce travail de 

thèse et particulièrement des limites de sensibilité de la technique et de la charge de 

travail importante qu’elle implique : le champ d’application semble néanmoins 

restreint. Cette technique ne pourra clairement pas être utilisée en systématique sur 

chacun des prélèvements reçus au laboratoire de Mycologie.  

Il pourrait être intéressant de proposer cette technique dans plusieurs 

contextes. D’une part en amont de la mise en culture, lorsque par exemple le 

laboratoire fait face à un examen direct positif (présageant d’une concentration 

suffisante pour permettre un résultat en biologie moléculaire) associé à un 

prélèvement précieux et dont le clinicien précise une urgence diagnostique ; ou bien 

en cas de forte suspicion clinique d’infection fongique si un traitement antifongique a 

été préalablement instauré. D’autre part en second lieu d’une culture négative si forte 

suspicion d’infection fongique.   

À cause de la sensibilité modérée et variable de la technique, un résultat négatif 

ne permettrait en aucun cas de réaliser un diagnostic d’exclusion. Un gain de 

sensibilité pourrait probablement être obtenu avec un ciblage plus restreint des 

micromycètes recherchés.  

À l’inverse un résultat positif serait parfois délicat à interpréter : l’obtention d’une 

identification ne présage pas que la souche concernée soit le pathogène en cause. 

En effet, il est possible que seule l’espèce majoritaire, ou exprimant le plus la cible 

(nombre d’occurrences en tandem de ITS plus important) soit amplifiée. Par ailleurs, 
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dans le cas d'une co-infection fongique dans un échantillon donné, il est possible que 

cela interfère sur le séquençage panfonique en donnant des séquences illisibles par 

superposition des séquences provenant de plusieurs espèces différentes. Une étape 

supplémentaire d'essai d'isolement serait alors nécessaire en diluant l'échantillon 

primaire, mais risquant la perte de détection des espèces fongiques si faiblement 

représentées. Le risque de révéler des contaminants ou des souches liées à un 

portage asymptomatique est grand rendant la technique de faible spécificité dans 

cette optique précise.  

Ainsi il semble inéluctable de réserver la possibilité de réaliser cette PCR 

« panfongique » directe sur échantillons primaires provenant de sites normalement 

stériles avec, soit un examen direct positif, soit une forte suspicion d’infection 

fongique, le tout dans un contexte d’urgence.  
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VI. Conclusion 
 

L’objectif de ce travail de thèse était de pallier à une lacune d’identification 

fongique, en particulier des champignons filamenteux, au laboratoire de Mycologie 

du CHU de Rouen. Malgré les techniques conventionnelles et l’utilisation de la 

technologie MALDI/TOF couplée à l’analyse informatique via la base de données 

MSI, qui dans la littérature présente les meilleures performances, plus de 5% des 

souches restaient non identifiées. 

Ainsi, il a été décidé de mettre au point une technique de séquençage 

panfongique adaptée au besoin du laboratoire. Les performances obtenues avec 

l’utilisation des amorces ITS1/ITS4 (région ITS) en première intention ont été 

satisfaisantes. En complément, les régions LSU et TEF1-alpha, avec des 

performances intéressantes et des résultats d’identification comparables, peuvent 

apporter elles aussi des informations. Au total plus de 98% des souches ont été 

identifiées au minimum au rang de genre et 89% au complexe d’espèces. La région 

ITS, étant considérée à l’heure actuelle comme la région code-barres officielle pour 

l’identification au sein du règne fongique, présente de nombreuses séquences 

référencées dans les banques de données telles que GenBank. Bien qu’essentielles 

à la communauté scientifique, il faut avoir conscience que la plupart des bases de 

données présentent pour l’instant un certain nombre de lacunes ; malgré une énorme 

diversité d’informations, certaines espèces fongiques restent inconnues à cause d’un 

manque de données scientifiques rigoureuses.  

Ce travail a montré qu’il fallait porter un regard critique quant aux identifications 

obtenues et ne pas hésiter à croiser les informations entre plusieurs bases de 

données, notamment pour ne pas confondre des espèces proches 

phylogénétiquement. Le suivi prospectif épidémiologique des souches identifiées 

sera intéressant au vu de la mise en évidence possible de mycoses émergentes. De 

plus, le séquençage panfongique laisse entrevoir de belles perspectives quant à la 

détection de souches pathogènes directement à partir d’échantillons cliniques 

normalement stériles, toujours dans un souci d’aider le clinicien dans sa démarche et 

d’améliorer la rapidité diagnostique.   
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Annexe 1 
 
 

Protocole QIAGEN QIAamp® PowerFecal® DNA Kit 

 

Réaliser toutes les étapes de centrifugation dans une pièce à température 15-

25°C 

1. Ajouter 0.25 g (ou 250 µl) d’échantillon dans le tube fourni contenant des billes 

d’agitation 

2. Ajouter 750 µl de la solution PowerBead dans le tube contenant des billes 

d’agitation 

3. Ajouter 60 µl de solution C1 et retourner plusieurs fois ou vortexer brièvement. 

4. Chauffer les tubes à 65°C pendant 10 min. 

5. Sécuriser les tubes horizontalement en utilisant un adaptateur. Vortexer à 

vitesse maximale pendant 10 min. 

6. Centrifuger les tubes à 13000 g pendant 1 min. 

7. Transférer le surnageant, entre 400 et 500 µl attendus, dans un tube 

collecteur propre de 2 ml. 

8. Ajouter 250 µl de solution C2 et vortexer brièvement pour mélanger. Incuber à 

2-8°C pendant 5 min.  

9. Centrifuger les tubes à 13000 g pendant 1 min. 

10. En évitant le culot, transférer jusqu’à 600 µl du surnageant dans un tube 

collecteur propre de 2 ml. 

11. Ajouter 200 µl de solution C3 et vortexer brièvement. Incuber à 2-8°C pendant 

5 min. 

12. Centrifuger les tubes à 13000g pendant 1 min.  

13. En évitant le culot, transférer le surnageant dans un tube collecteur propre de 

2ml, pas plus de 750 µl. 

14. Ajouter 1200 µl de solution C4 au surnageant et vortexer 5 secondes.  

15. Mettre 650 µl du surnageant dans la colonne MB Spin et centrifuger à 13000 g 

pendant 1 min. Éliminer la solution passée au travers de la colonne et répéter 

jusqu’à ce que tout le surnageant soit traité. 
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16. Ajouter 500 µl de solution C5 et centrifuger pendant 1 min à 13000 g.  

17. Éliminer la solution passée au travers de la colonne et centrifuger encore 

pendant 1 min à 13000 g. 

18. Placer délicatement la colonne MB Spin dans un tube collecteur propre de 2 

ml. 

19. Ajouter 100 µl de solution C6 au centre de la membrane filtre blanche. 

20. Centrifuger à 13000 g pendant 1 min et jeter le Spin Filter. L’ADN dans le tube 

est prêt à l’emploi.  
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Annexe 2 
 

Protocole d’extraction par EZ1 Advanced kit QIAGEN 

 

1. Mettre dans un tube de digestion 10 µl de protéinase K 

2. Ajouter 190 µl de tampon de lyse  

3. Ajouter 200 µl d’échantillon  

4. Vortexer et réaliser une courte centrifugation  

5. Incuber pendant 15 min ou toute la nuit (overnight) à 56°C  

6. Vortexer et réaliser une courte centrifugation  

7. Lancer un run d’extraction de 15 min sur l’appareil EZ1 Advanced avec la 

carte DNA Tissue card avec un volume d’élution de 100 µl 
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Annexe 3 
 

Réalisation d’un gel d’agarose à 2% 

 

1. Au préalable, reconstituer du TAE (Tampon de migration contenant Tris, acide 

acétique, EDTA) : 20ml de solution mère concentrée TAE 50X et ajouter de 

l’eau distillée QSP 1L 

2. Peser 4g d’agarose dans un bécher 

3. Ajouter 250 ml de solution TAE diluée 

4. Chauffer au micro-ondes à puissance maximale pendant 5min 

5. Refroidir quelques instants sous l’eau courante 

6. Ajouter 12 µl d’un agent alkylant (midori green) pour la révélation sous UV et 

homogénéiser doucement 

7. Mettre le nombre de peignes comprenant le nombre de puits nécessaires et 

couler doucement le gel en prenant soin de retirer les bulles d’air avec un 

cône.  

8. Une fois le gel pris, retirer les peignes avec soin. 

9. Déposer le gel avec son support dans le bain de tampon TAE, il doit être 

complètement immergé. 

10. Déposer 10 µl de produit d’amplification de PCR  

11. Déposer le ladder (échelle de poids moléculaire) 

12. Faire migrer 40 min à 120 V  

13. Révéler sous lampe UV 
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Annexe 4 
 
 

Liste des identifications par MALDI/TOF sur l’année 2019/2020 

Identifications	   Nombre	  

Acremonium	  kiliense	   1	  
Acremonium	  sclerotigenum	   2	  
Acrodontium	  salmoneum	   1	  
Acrophialophora	  levis	   1	  
Alternaria	  abundans	   1	  
Alternaria	  alternata	   3	  
Alternaria	  caespitosa	   7	  
Alternaria	  infectoria	   8	  
Alternaria	  ventricosa	   1	  
Arthrinium	  marii	   1	  
Arthrographis	  kalrae	   4	  
Ascochyta	  pisi	   1	  
Aspergillus	  alabamensis	   1	  
Aspergillus	  amoenus	   5	  
Aspergillus	  brasiliensis	   4	  
Aspergillus	  calidoustus	   3	  
Aspergillus	  candidus	   1	  
Aspergillus	  chevalieri	   1	  
Aspergillus	  clavatus	   1	  
Aspergillus	  creber	   10	  
Aspergillus	  flavus	   5	  
Aspergillus	  flavus/oryzae	   15	  
Aspergillus	  fumigatus	   277	  
Aspergillus	  hiratsukae	   1	  
Aspergillus	  jensenii	   8	  
Aspergillus	  latus	   9	  
Aspergillus	  montevidensis	   9	  
Aspergillus	  neoellipticus	   1	  
Aspergillus	  nidulans	   5	  
Aspergillus	  niger	   3	  
Aspergillus	  parasiticus	   1	  
Aspergillus	  persii	   1	  
Aspergillus	  protuberus	   2	  
Aspergillus	  puulaauensis	   5	  
Aspergillus	  spinulosporus	   2	  
Aspergillus	  sydowii	   12	  
Aspergillus	  tabacinus	   1	  
Aspergillus	  terreus	   12	  
Aspergillus	  thermomutatus	   1	  



 99 

Aspergillus	  tritici	   1	  
Aspergillus	  tubingensis	   24	  
Aspergillus	  unguis	   1	  
Aspergillus	  Versicolor	   1	  
Aspergillus	  welwitschiae	   9	  
Aspergillus	  westerdijkiae	   3	  
Aurantiporus	  fissilis	   3	  
Aureobasidium	  melanogenum	   1	  
Aureobasidium	  pullulans	   2	  
Beauveria	  bassiana	   1	  
Bjerkandera	  adusta	   10	  
Candida	  africana	   3	  
Candida	  albicans	   41	  
Candida	  allociferrii	   1	  
Candida	  blankii	   3	  
Candida	  ciferrii	   5	  
Candida	  dubliniensis	   10	  
Candida	  famata	   1	  
Candida	  glabrata	   20	  
Candida	  guilliermondii	   1	  
Candida	  intermedia	   1	  
Candida	  lipolytica	   3	  
Candida	  lusitaniae	   3	  
Candida	  metapsilosis	   1	  
Candida	  orthopsilosis	   1	  
Candida	  parapsilosis	   19	  
Candida	  pintolopesii	   1	  
Candida	  pulcherrima	   1	  
Candida	  rugosa	   1	  
Candida	  sorbosivorans	   2	  
Candida	  tropicalis	   20	  
Ceriporia	  lacerata	   3	  
Cladosporium	  cladosporioides	   7	  
Cladosporium	  halotolerans	   2	  
Cladosporium	  pseudocladosporioides	   2	  
Cladosporium	  sphaerospermum	   2	  
Clavispora	  lusitaniae	   2	  
Coniochaeta	  hoffmannii	   1	  
Coprinellus	  domesticus	   1	  
Cryptococcus	  neoformans	   6	  
Cutaneotrichosporon	  dermatis	   3	  
Debaryomyces	  hansenii	   1	  
Engyodontium	  album	   3	  
Epicoccum	  nigrum	   3	  
Epidermophyton	  floccosum	   1	  
Eutypella	  scoparia	   1	  
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Exophiala	  dermatitidis	   21	  
Exophiala	  phaeomuriformis	   1	  
Fomes	  fomentarius	   2	  
Fomitopsis	  betulina	   1	  
Fusarium	  annulatum	   1	  
Fusarium	  dimerum	   3	  
Fusarium	  graminearum-‐group	   1	  
Fusarium	  incarnatum	   1	  
Fusarium	  keratoplasticum	   2	  
Fusarium	  oxysporum	   3	  
Fusarium	  petroliphilum	   3	  
Fusarium	  proliferatum	   6	  
Fusarium	  sporotrichioides	   1	  
Fusarium	  verticillioides	   1	  
Galactomyces	  candidum	   23	  
Galactomyces	  geotrichum	   91	  
Geotrichum	  capitatum	   1	  
Geotrichum	  marinum	   1	  
Hannaella	  luteola	   1	  
Kluyveromyces	  lactis	   4	  
Kluyveromyces	  marxianus	  (Candida	  kefyr)	   1	  
Lentinus	  tigrinus	   1	  
Lichtheimia	  ramosa	   5	  
Lomentospora	  prolificans	   2	  
Magnusiomyces	  capitatus	  (G.	  capitatum)	   1	  
Meyerozyma	  caribbica	   2	  
Microascus	  murinus	   2	  
Microsporum	  audouinii	   9	  
Microsporum	  canis	   11	  
Mucor	  circinelloides	   2	  
Mucor	  circinelloides	  f.	  janssenii	   2	  
Nannizzia	  persicolor	   1	  
Paecilomyces	  dactylothromorphus	   1	  
Paecilomyces	  formosus	   1	  
Paecilomyces	  roseolus	   1	  
Paecilomyces	  variotii	   5	  
Penicillium	  albocoremium	   1	  
Penicillium	  allii	   1	  
Penicillium	  biforme	   1	  
Penicillium	  brevicompactum	   3	  
Penicillium	  camemberti	   4	  
Penicillium	  capsulatum	   1	  
Penicillium	  cf.ochrochloron	   4	  
Penicillium	  chrysogenum	   17	  
Penicillium	  citreonigrum	   7	  
Penicillium	  citrinum	   5	  
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Penicillium	  copticola	   1	  
Penicillium	  corylophilum	   4	  
Penicillium	  crateriforme	   1	  
Penicillium	  crustosum	   26	  
Penicillium	  decumbens	   2	  
Penicillium	  digitatum	   1	  
Penicillium	  freii	   3	  
Penicillium	  frequentans	   2	  
Penicillium	  glabrum	   46	  
Penicillium	  griseofulvum	   6	  
Penicillium	  hetheringtonii	   1	  
Penicillium	  italicum	   4	  
Penicillium	  murcianum	   2	  
Penicillium	  nalgiovense	   7	  
Penicillium	  olsonii	   1	  
Penicillium	  oxalicum	   3	  
Penicillium	  polonicum	   9	  
Penicillium	  roqueforti	   18	  
Penicillium	  roseomaculatum	   2	  
Penicillium	  rubens	   4	  
Penicillium	  sanguifluum	   3	  
Penicillium	  sizovae	   2	  
Penicillium	  solitum	   1	  
Penicillium	  sp.	   8	  
Penicillium	  spinulosum	   1	  
Penicillium	  venetum	   1	  
Phialemonium	  inflatum	   1	  
Phlebia	  radiata	   1	  
Pichia	  anomala	   1	  
Pichia	  cactophila	   2	  
Pichia	  kudriavzevii	  (Candida	  krusei)	   2	  
Pithomyces	  chartarum	   1	  
Plectosporium	  tabacinum	   1	  
Psathyrella	  candolleana	   1	  
Pseudogymnoascus	  pannorum	   1	  
Pseudozyma	  flocculosa	   1	  
Purpureocillium	  lilacinum	   10	  
Pyrenochaeta	  unguis-‐hominis	   2	  
Pythium	  insidiosum	   1	  
Rasamsonia	  aegroticola	   27	  
Rasamsonia	  argillacea	   3	  
Rasamsonia	  piperina	   1	  
Rhizomucor	  pusillus	   2	  
Rhodotorula	  mucilaginosa	   9	  
Rhodotorula	  sp.	   1	  
Saccharomyces	  cerevisiae	   6	  
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Sarocladium	  kiliense	   1	  
Sarocladium	  strictum	   1	  
Scedosporium	  apiospermum	   11	  
Scedosporium	  boydii	   4	  
Scedosporium	  prolificans	   2	  
Scopulariopsis	  brevicaulis	   3	  
Scopulariopsis	  candida	   3	  
Scopulariopsis	  lutea	   1	  
Sporotrichum	  pruinosum	   1	  
Talaromyces	  albobiverticillius	   2	  
Talaromyces	  amestolkiae	   9	  
Talaromyces	  cf.diversus	   2	  
Talaromyces	  cf.primulinus	   1	  
Talaromyces	  columbinus	   2	  
Talaromyces	  diversus	   2	  
Talaromyces	  flavovirens	   1	  
Talaromyces	  heiheensis	   1	  
Talaromyces	  kabodanensis	   2	  
Talaromyces	  pinophilus	   2	  
Talaromyces	  purpurogenus	   1	  
Talaromyces	  ruber	   1	  
Talaromyces	  rugulosus	   5	  
Talaromyces	  stollii	   3	  
Trametes	  trogii	   1	  
Trametes	  versicolor	   1	  
Trichoderma	  atroviride	   1	  
Trichoderma	  ghanense	   1	  
Trichoderma	  longibrachiatum	   28	  
Trichoderma	  stilbohypoxyli	   1	  
Trichophyton	  benhamiae	   7	  
Trichophyton	  concentricum	   3	  
Trichophyton	  interdigitale	   17	  
Trichophyton	  kuryangei	   11	  
Trichophyton	  mentagrophytes	   3	  
Trichophyton	  mentagrophytes-‐gr.	   6	  
Trichophyton	  rubrum	   53	  
Trichophyton	  soudanense	   2	  
Trichophyton	  tonsurans	   1	  
Trichophyton	  tonsurans/equinum	   16	  
Trichophyton	  violaceum	   8	  
trichosporon	  dermatis	   1	  
Trichurus	  spiralis	   1	  
Westerdykella	  centenaria	   1	  
Yarrowia	  lipolytica	   7	  
Zygosaccharomyces	  rouxii	   1	  
Total	   1383	  
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Annexe 5 
 
 

Mode opératoire du séquençage fongique (p.104-111) 
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6.2 Logigramme pour le choix des amorces 
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Annexe 6 
 
 

Estimation du temps technique pour la réalisation du séquençage (p.113) 
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Extrac'on!!
par!automate!EZ1!

Echan'llon,en,culture,

Champignons!
filamenteux!!

(Prélevés!au!scalpel)!

Levures!
(Prélevés!à!l’anse)!

ObtenAon!d’acides!
nucléiques!purifiés!

1ère,PCR,(ITS),
PréparaAon!du!mix,!dépôt!sur!plaque!et!uAlisaAon!du!thermocycleur!

Révéla'on,de,l’amplifica'on,
Par!électrophorèse!sur!gel!d’agarose,!révélaAon!sous!UV!

ObtenAon!
d’amplicons!

30,min,

3h,

1h,

J1,

Purifica'on,et,PCR,séquence,
PréparaAon!du!mix!(amorce!anAJsens),!dépôt!sur!plaque!des!

échanAllons!amplifiés!et!uAlisaAon!du!thermocycleur!

Séquençage,
PurificaAon!sur!résine!Séphadex!et!uAlisaAon!du!séquenceur!

Analyse,informa'que,
CorrecAon!de!la!séquence!si!besoin,!comparaison!avec!les!bases!de!

données!(BLAST)!et!interprétaAon!

4h,

1h,

30,min,

J2,
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