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INTRODUCTION

Les dermatophytes sont des champignons filamenteux présentant une forte affinité pour la kératine,
qui déterminent chez 'homme des 1ésions cutanées superficielles, de la peau glabre et des phaneéres
(cheveux, poils, ongles) appelées dermatophytoses ou dermatophyties. Ce sont les mycoses cutanées
les plus fréquentes chez I'homme. Classiquement, les dermatophytes sont qualifiés d'anthropophiles,
de zoophiles ou géophiles en fonction de leur biotope naturel. Les espéces anthropophiles qui diffusent
bien dans la population humaine, sont de loin les plus fréquentes et leur répartition géographique est
dynamique dans le temps. Dans les zones urbaines a population dense les infections anthropophiles
(notamment les onychomycoses), dues en majorité a Trichophyton rubrum, sont en augmentation.
L’analyse du profil épidémiologique des dermatophytoses diagnostiquées au CHU de Bordeaux entre
2014 et 2020 est rapportée dans la premieére partie du manuscrit.

Les dermatophytoses prennent des aspects cliniques trés variés, parfois atypiques d’ou I'importance
du diagnostic a visée mycologique notamment lorsqu’un traitement systémique ou prolongé est
nécessaire (comme pour les teignes du cuir chevelu et les onychomycoses). En routine, le diagnostic
mycologique conventionnel (examen direct et culture) est toujours d’actualité. Cependant, les cultures
manquent de sensibilité (= 75%), le délai de rendu du résultat est long, et I'identification des especes
a l'aide de caractéres morphologiques, qui nécessite un personnel expérimenté, est souvent
compliquée par la variabilité de leurs caractéres culturaux et des problemes de nomenclature.

Actuellement, les seuls antifongiques a usage systémique disponibles en France sont la terbinafine,
l'itraconazole et le fluconazole. Le traitement antifongique des dermatophytoses est généralement
efficace mais de plus en plus de cas de dermatophytoses chroniques ou récalcitrantes sont
documentés. Par ailleurs, depuis 2017, les rapports concernant des souches de Trichophyton rubrum,
Trichophyton interdigitale et Trichophyton mentagrophytes résistantes a la terbinafine se multiplient,
en Inde, en Asie et en Europe.

Dans ce contexte, le principal objectif de cette thése est de fournir un apercu détaillé des actualités
taxonomiques, diagnostiques et thérapeutiques. En effet, (i) la taxonomie des dermatophytes au
niveau des genres et des especes a été récemment revisitée sur la base d’analyse de séquences d’ADN
et la nomenclature révisée en accord avec la nouvelle convention adoptée pour celle des especes de
champignons ; (ii) la spectrométrie de masse MALDI-TOF, avancée technique majeure représente une
alternative pratique a l'identification morphologique des dermatophytes, et des outils moléculaires
permettant un diagnostic rapide et de s’affranchir de la culture grace a I'extraction directe de 'ADN
fongique a partir des échantillons cliniques, sont développés ; (iii) la compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans la résistance et la tolérance a la terbinafine et aux azolés, le criblage et le
développement de nouvelles molécules antifongiques synthétiques ou naturelles, I'identification de
nouvelles cibles cellulaires progressent et ouvrent des perspectives thérapeutiques.
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DERMATOPHYTES ET DERMATOPHYTOSES

1. Définition

Les dermatophytes constituent un groupe de champignons adaptés a la kératine humaine et animale.
Chez I'homme, la peau et les phaneéres sont les sites privilégiés de ces agents fongiques qualifiés de
kératinophiles et kératinolytiques.

Sur le plan taxonomique, il s’agit de champignons microscopiques appartenant a la classe des
Ascomycetes, a 'ordre des Onygénales et a la famille des Arthrodermataceae. Ce sont donc des
champignons filamenteux a thalle septé se multipliant sur le mode sexué, et produisant des ascospores.
En routine au laboratoire, comme il est difficile d’obtenir la forme sexuée de ces champignons, leur
classification repose classiquement sur la reproduction asexuée ou conidiogenése. Les dermatophytes
sont alors classés dans le phylum des Deutéromycétes (ou Fungi imperfecti, les champignons
imparfaits) et la classe des Hyphomyceétes (1).

Il est habituel et classique de classer les dermatophytes selon leur habitat naturel. Les
dermatophytoses sont dans environ 85% des cas d’origine anthropophile, dans 10 a 15% d’origine
animale et dans moins de 5% d’origine tellurique.

La répartition des dermatophytes anthropophiles est cosmopolite et la contamination est toujours
interhumaine. Les infections dues a ces espéces sont généralement bien tolérées et peu inflammatoires
mais souvent chroniques et elles peuvent évoluer sur le mode épidémique. Le portage de ces espéces
anthropophiles par des animaux est possible (2) mais reste exceptionnel.

Les especes zoophiles vivent en étroite association avec les animaux. La transmission a ’homme se fait
par contact direct avec le pelage des animaux malades ou porteurs sains, ou indirect par les poils
parasités de I'animal laissés par exemple sur un coussin pour Microsporum canis.

Les dermatophytes géophiles sont pour la plupart des especes saprophytes, qui vivent aux dépens de
la kératine « morte », issue du sol (fragments de poils, plumes, sabots, carapace d’insecte). La
contamination est habituellement accidentelle. Elle nécessite, pour que le dermatophyte s'implante
sur son hote, un traumatisme direct avec souillure tellurique, d'ou la rareté des cas humains. Mais le
contact tellurique n'est pas toujours constant, ces dermatophytes géophiles peuvent aussi étre
véhiculés par un animal transporteur (3); par conséquent, la différence entre les dermatophytes
géophiles et zoophiles n'est pas toujours évidente. Lorsqu'elles sont transmises a 'homme, les espéces
zoophiles et géophiles, non adaptées a la kératine humaine, provoquent des mycoses aigués et
inflammatoires. Habituellement, ces espéces ne sont pas contagieuses d’homme a homme. Il existe
cependant des exceptions, pour certains zoophiles, notamment M. canis al’origine de petites épidémies
auto-limitées (4) dans des écoles élémentaires, tandis que la plupart des infections par des géophiles
sont rapidement résolutives.

2. Aspects cliniques

2

Les dermatophytes sont a lorigine de Ilésions superficielles, appelées dermatophyties ou
dermatophytoses (tinea chez les anglo-saxons) limitées habituellement a la peau (épiderme) et aux
phaneéres (cheveux, poils, ongles). Selon la localisation et le terrain, plusieurs atteintes peuvent étre
individualisées chez 'homme (5).
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» Les épidermophyties circinées

Ce sont des lésions cutanées de la peau glabre qui surviennent en général 1 a 3 semaines apres le
contact infectant. Tous les dermatophytes peuvent étre a l'origine de dermatophytoses de la peau
glabre. La lésion élémentaire est arrondie avec en périphérie, le champignon se développant de
maniere centrifuge, une zone active constituée de petites vésicules alors que le centre de la lésion
semble en voie de guérison. Le prurit est inconstant. Les 1ésions peuvent se situer sur toutes les parties
du corps mais principalement sur les parties découvertes (face, cou, main, jambe), Ia ou le contact
infectant se produit. Elles peuvent étre isolées ou multiples et méme devenir confluentes a contour
polycyclique. Selon le dermatophyte en cause, des aspects différents peuvent étre observés (5).

» Les intertrigos

Les intertrigos correspondent a l'atteinte des plis par un dermatophyte pratiquement toujours
anthropophile. Les intertrigos interdigito-plantaires (ou « pieds d’athléte ») débutent habituellement
dans le dernier espace inter-orteil avant de s’étendre aux autres espaces inter-orteils, a la plante du
pied, sur les bords et le dos du pied et aux ongles. Initialement, les 1ésions sont réduites a une simple
fissure desquamante plus ou moins prurigineuse, puis la peau au fond des plis s’épaissit et devient
blanchatre. D’autres aspects vésiculeux, vésiculo-bulleux ou hyperkératosiques peuvent aussi étre
observés (1). Aux mains, l'intertrigo dermatophytique est moins fréquent (5). Concernant les grands
plis (inguinaux, axillaires, sous-mammaires, inter-fessier), l'intertrigo inguinal est la manifestation
clinique la plus fréquente avec des lésions érythémato-squameuses, bilatérales, asymétriques et
fréquemment prurigineuses, débutant dans le creux inguinal, puis s’étendant vers la face interne des
cuisses, le périnée et les bourses chez 'homme. Les intertrigos des creux axillaires (ou des autres
grands plis) sont moins fréquents, typiquement unilatéraux, avec une bordure périphérique bien nette.
Le fond du pli est rarement atteint (1).

» Les teignes et les sycosis

Ces lésions qui correspondent a I'atteinte du cuir chevelu pour les teignes, et des poils de la barbe ou
de la moustache pour les sycosis, sont des manifestations spécifiques des dermatophytes. Elles
traduisent I'’envahissement des cheveux ou des poils a partir de leur segment supra-bulbaire, laissant
généralement intacte I'activité du bulbe. Les teignes sont rares chez I'adulte et ne s’observent en
pratique que chez l'enfant. En fonction du type de parasitisme pilaire, on distingue classiquement
quatre formes cliniques (1,5) :

(i) Les teignes tondantes microsporiques, endo-ectothrix, sont caractérisées par la présence de
grandes plaques d’alopécie (plusieurs centimetres de diametre), en petit nombre (1, parfois 2 ou 3), a
contours bien délimités, tapissées de squames et de cheveux cassés a quelques millimetres du cuir
chevelu. L’examen sous lampe de Wood montre une fluorescence verte caractéristique. Ces teignes
sont dues aux especes appartenant au genre Microsporum.

By

(ii) Les teignes tondantes trichophytiques, endothrix, sont uniquement dues a des especes
anthropophiles du genre Trichophyton. Elles sont donc toujours contagieuses. Elles sont caractérisées
par de petites plaques d’alopécie, souvent nombreuses (plusieurs dizaines) et mal délimitées. Les
cheveux cassés au ras du cuir chevelu sont englués dans les squames. Plus tard, les plaques d'alopécie
fusionnent donnant de plus grandes plaques mais non arrondies. Les cheveux parasités ne sont pas
fluorescents en lumiere de Wood, ce qui est un critere distinctif important.
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(iii) Les teignes inflammatoires, aussi appelées kérions, touchent habituellement le cuir chevelu de
I'enfant, et parfois de la femme. Elles se présentent comme des placards ronds, trés inflammatoires,
limités puis confluents de plusieurs centimétres de diametre et volontiers surélevés. Tres rapidement,
ces placards se recouvrent de pustules laissant couler un pus jaunatre. Les cheveux sont expulsés
spontanément par la réaction inflammatoire. La présence d’adénopathies satellites ou de fiévre traduit
une surinfection bactérienne. L’évolution est spontanément régressive en quelques semaines ou
quelques mois. Les cheveux repoussent habituellement sans séquelle. En regle générale, les teignes
inflammatoires sont plutot dues a des especes zoophiles ou géophiles. Néanmoins, certaines espéces
anthropophiles peuvent aussi étre a I'origine de kérions. En dehors d’un parasitisme a M. canis, iln’y a
pas de fluorescence sous lampe de Wood.

Des lésions inflammatoires peuvent également survenir au niveau de la barbe ou de la moustache chez
I’homme. On parle alors de sycosis. Les especes en cause sont identiques a celles isolées des kérions
du cuir chevelu.

(iv) La teigne favique est devenue aujourd’hui exceptionnelle. Elle est exclusivement due a une espéce
anthropophile, Trichophyton schoenleinii.

» Les onyxis ou onychomycoses a dermatophytes

Il s’agit d’'une pénétration de la kératine de I'ongle par un dermatophyte, habituellement secondaire a
une dermatophytose de proximité, notamment les intertrigos. Les onychomycoses des pieds, en
particulier du gros orteil, représentent les formes cliniques les plus fréquentes des dermatophytoses,
et sont donc un motif fréquent de consultation en dermatologie et en médecine de ville. Les onyxis sont
dus a des especes anthropophiles responsables aussi d'intertrigos interdigito-plantaires.
Classiquement, quatre formes cliniques peuvent étre décrites (6,7) :

(i) L’onychomycose sous-unguéale distale ou latérodistale est I’atteinte la plus souvent observée, ot le
dermatophyte prolifére dans le lit de 'ongle a partir du bord distolatéral en direction de la matrice. 1
provoque une hyperkératose friable sous-unguéale et un détachement de la tablette unguéale. L’aspect
clinique est celui d’'une tache jaunatre, plus ou moins foncée. Les modifications de couleur peuvent
s’expliquer par la surinfection par des moisissures, ou par la sécrétion d’'un pigment mélanique par le
dermatophyte. L’atteinte de 'ongle s’étend progressivement a la zone matricielle proximale.

(i) L’onychomycose sous unguéale proximale, plus rare, débute par une tache blanchatre a la base de
I'ongle (leuconychie), au niveau de la lunule, puis s’étend sur toute la tablette unguéale qui se préfore,
et aboutit a la destruction de I'ongle. L’extrémité distale est préservée. Cet aspect s’observe surtout
chez les patients immunodéprimés (greffés, corticothérapie au long cours, patients atteints du VIH).

(iii) Les leuconychies superficielles résultent d'un mode d’attaque de I'ongle différent : c’est la lame
superficielle qui est touchée au départ, en un point quelconque de sa surface. Les lésions se présentent
comme des taches blanches de taille variable, punctiformes au début, puis confluentes. Dans ce cas, le
prélévement contribue au traitement par I’ablation du tissu unguéal parasité.

(iv) L’onychomycodystrophie totale correspond a la destruction totale de I'ongle par le dermatophyte
avec atteinte de la matrice. Apres destruction de 'ensemble de la lame superficielle de I'ongle, le lit de
I'ongle devient friable et s’élimine progressivement. Les trois formes cliniques précédentes peuvent
aboutir a la destruction totale de I'ongle.
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3. Espeéces de dermatophytes isolées au CHU de Bordeaux
(2014-2020)

Au Laboratoire de Mycologie du CHU de Bordeaux, sur la période 2014-2020, 2453 especes de
dermatophytes ont été isolées et identifiées a partir de divers prélevements (squames cutanées,
cheveus, poils, ongles...), effectués pour la plupart par les biologistes du laboratoire chez des patients
suspects de dermatophytoses. L'identification de ces micromycétes a été réalisée selon les caractéres
macro- et microscopiques des colonies fongiques et par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF
(cf. paragraphe Diagnostic page 39). Les espéces identifiées sont présentées en fonction de la
localisation de I'atteinte dans le tableau 1.

Espaces
N Cuir ) Peau inter- Grands ) Ongles Ongles Ongle Total par
Especes Poils . ) Visage des des sans R
chevelu glabre orteils / plis . . L especes
mains pieds distinction
Plantes

Arthroderma benhamiae 1 - 2 - - - - - - 3
Epidermophyton floccosum - - 4 6 - - - 1 1 12
Microsporum canis 26 - 14 - - 2 - - - 42
Microsporum gypseum 1 - 5 - - - 1 - - 7
Microsporum langeronii 27 - 3 - - - - - - 30
Microsporum praecox - - 1 - - - - - - 1
Microsporum spp - - - - - - - 1 - 1
Nannizzia incurvata 1 - - - - - - - - 1
Nannizzia persicolor - - 1 - - - - - - 1
Trichophyton equinum - - - - - - 1 - - 1
Trichophyton erinacei - - 1 - - - - - 1
Trichophyton interdigitale - 8 116 - 2 119 9 255
Trichophyton mentagrophytes 7 2 15 9 2 8 - 1 - 44
Trichophyton rubrum 5 2 201 672 46 9 50 917 51 1953
Trichophyton soudanense 22 - 11 2 - 1 2 1 - 39
Trichophyton tonsurans 33 1 13 3 - 3 - 6 - 59
Trichophyton violaceum 3 - - - - - - - - 3
Total par localisation 126 5 279 808 49 23 56 1046 61 2453

Tableau 1 : Espéces de dermatophytes identifiées au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020,
en fonction de la localisation de I'atteinte

Les deux especes les plus fréquemment isolées sont Trichophyton rubrum (79,6%), de loin la plus
prévalente, et Trichophyton interdigitale (10,4%). D’autres especes, Trichophyton tonsurans,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Trichophyton soudanense et Microsporum audouinii
var. langeronii, méme si elles ne représentent respectivement que 2,4%, 1,8%, 1,7%, 1,6% et 1,2% des
isolats, sont également a prendre en compte.

Parmi les especes isolées de manieére plus occasionnelle durant ces sept ans, on peut citer
Epidermophyton floccosum (12 isolats) et Microsporum gypseum (7 isolats).

Sur le plan clinique, les 1ésions ont été observées au niveau des ongles ou des espaces inter-orteils et
de la plante des pieds dans respectivement 47,4% et 32,9% des cas, au niveau cutané dans 14,3% des
cas et au niveau du cuir chevelu ou de la barbe dans 5,3% des cas.

Les hommes sont plus atteints que les femmes avec 56,4% des cas contre 43,6% pour les femmes.

Comme le montre la figure 1, les atteintes dermatophytiques prédominent au niveau des pieds chez
les patients de plus de 15 ans avec 45% d’onychomycoses et 35,1% d’intertrigos. La proportion de ces
infections est toutefois loin d’étre négligeable chez les enfants et les adolescents (patients de moins de
15 ans) ce qui est en accord avec les données de la littérature qui rapportent une augmentation
alarmante des onychomycoses, généralement dues a T. rubrum, chez l'enfant (8). En revanche, les
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teignes du cuir chevelu apparaissent de maniére non équivoque comme une affection infantile,
représentant 50,9% des cas chez les moins de 15 ans contre 0,5% chez les adultes. Les atteintes de la
peau glabre ne représentent qu’environ 11% des cas dans les deux populations.

60%
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0% 45, 0%
40% 35,1%
30%
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20% ’
11,6%11,4% 11 79
10%
2 79 "-':"'i 7,55 2,7% 2,5%
05%  05%0,1% 0,0% 0,6% 0,0%
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cuir chevelu puoils peau glabre  espaces  grands plis visage  ongles des ongles des ongles sans
inter-orteils mains pieds distinction

[ plantes
2]15ans WM>15ans
Figure 1 : Localisation des lésions en fonction de I'dge des patients

D’aprés la figure 2, les quatre principales especes incriminées dans les teignes du cuir chevelu sont les
especes anthropophiles T. tonsurans (26,2%), M. langeronii (21,4%) et T. soudanense (17,5%) et
I'espéce zoophile M. canis (20,6%). Ces espéces sont également responsables de rares cas de lésions
au niveau du visage et d’'onychomycoses des mains probablement par auto-contamination (Figures
4et7).

. canis T. soudanense

T. mentagrophytes 5,6%
20,6% 17,5% P

_ T.rubrum 4,0%

_ T.violaceum 2, 4%

M. langeramnii \ A benhamiae 0,8%

21,4%

_ M. gypseum 0 8%
T. tonsurans

26,2%
M. incurvata 0,8%

Figure 2 : Distribution des espéces de dermatophytes responsables de teignes du cuir chevelu
au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020
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Les teignes du cuir chevelu représentent environ 1% des infections fongiques superficielles en Europe
et touchent principalement les enfants prépuberes. A I'échelle mondiale, elles sont avant tout causées
par Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes et Trichophyton verrucosum. En Europe, méme
si M. canis reste I'espéce la plus fréquemment isolée, une augmentation nette de la prévalence des
espéces anthropophiles est rapportée principalement dans les zones urbaines. Les plus fortes
augmentations concernent essentiellement T. tonsurans au Royaume-Uni, et T. soudanense et
M. audouinii en France. La survenue de ces infections anthropophiles semble étre limitée
géographiquement (9,10).

La prédominance des especes anthropophiles comme agents de teignes du cuir chevelu illustre le role
majeur de la migration des populations dans les changements démographiques.

Trichophyton soudanense est principalement retrouvé au Nigeria et s’apparente génétiquement a
Trichophyton violaceum fréquent dans les pays du pourtour de la méditerranée et en Afrique centrale
et du nord. Microsporum audouinii var. langeronii, largement répandu au XIX¢me siecle, provient aussi
d’Afrique subsaharienne et réémerge en Europe depuis quelques années (8). Au CHU de Bordeaux,
41,3% des teignes du cuir chevelu sont dues a ces especes originaires d’Afrique et concernent les
enfants, soit africains, soit francais mais revenant de vacances passées en Afrique ou en contact avec
des sujets originaires d'Afrique.

Trichophyton tonsurans, originaire d’Asie du Sud-Est et d’Australie (11,12), s’est répandu en Amérique
latine, et par I'intermédiaire des travailleurs immigrés en Amérique du nord et dans d’autres parties
du globe, y compris le continent africain (8,13,14). Au CHU de Bordeaux, comme a Paris, T. tonsurans
est la premiere espéce isolée dans les teignes tondantes dans la population générale, mais aussi chez
les patients originaires d’Afrique sub-saharienne. Pour l'expliquer, Gits-Muselli et al. ont émis
I'hypothése, d’'un meilleur fitness de cette espece pour la transmission entre individus a travers des
contacts communautaires ou chez les coiffeurs, et évoqué sa moindre sensibilité a la griséofulvine,
principal antifongique utilisé pour traiter les teignes (15).

Ces especes anthropophiles sont également responsables d’atteintes de la peau glabre, et ce sont
principalement T. tonsurans (4,6%) et T. soudanense (3,4%) qui sont isolés au CHU de Bordeaux
(Figure 3). Au Japon et en Europe, des petites épidémies dues a T. tonsurans sont fréquemment
rapportées chez les lutteurs et les judokas (16,17); en effet les sports de combat favorisent sa
propagation via les contacts directs et prolongés, les traumatismes cutanés fréquents, la sudation
intense, etc. (17).

Epidermophyton floccosum est une autre espéce anthropophile, cosmopolite, de moins en moins
impliquée en pathologie humaine. Il occasionne des atteintes de la peau glabre (4 isolats au CHU de
Bordeaux), essentiellement des lésions inguinales et des intertrigos inter-orteils (6 isolats), et plus
rarement des onyxis des ongles des pieds consécutifs a un intertrigo négligé (2 isolats). Il n’est jamais
al'origine d’atteinte capillaire (8).

Les dermatophytes zoophiles attaquent les cheveusx, les poils et la peau et beaucoup plus rarement les
ongles (13).

Microsporum canis est le principal agent zoophile responsable de teignes du cuir chevelu (20,6%) et la
deuxiéme espece (4,6%) isolée dans les atteintes de la peau glabre aprés T. mentagrophytes (7,1%), au
CHU de Bordeaux (Figures 2 et 3). Microsporum canis est le dermatophyte zoophile le plus connu,
essentiellement transmis par les chats. Dans les zones urbaines, les animaux errants et les animaux
domestiques constituent pour ’homme la principale source de contamination (14). A ce jour, prés de
la moitié des foyers en France possede un animal de compagnie, un chat ou un chien pour la
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plupart (18), qui peuvent étre des infectés asymptomatiques ou de simples porteurs de M. canis. En
regle générale, les jeunes animaux sont les plus a risque, peut-étre en raison de la composition des
sécrétions cutanées et/ou de la maturité de leur systéme immunitaire. Le portage de M. canis par les
chats a été évalué dans de nombreuses villes. Nenoff et al. ont rapporté que 100% des chats errants en
Italie, et plus de 21% des chats domestiques asymptomatiques en Allemagne étaient porteurs de
M. canis (8,14). La prévalence du portage d'autres dermatophytes (T. mentagrophytes ou M. gypseum)
par les chats errants est significativement plus faible (19-21). Les animaux de compagnie ne se limitent
pas au chat et au chien. Les lapins, les cochons d’Inde, ou autres petits rongeurs sont les principaux
réservoirs de T. mentagrophytes, ou encore d’Arthroderma benhamiae (8,13) initialement retrouvé au
Japon (22). Ces deux espéces représentent respectivement 5,6% et 0,8% des cas de teignes du cuir
chevelu diagnostiquées au CHU de Bordeaux (Figure 2).

Trichophyton mentagrophytes qui a un trés large éventail d'hotes, peut également étre isolé en zones
rurales, chez des animaux d’élevage destinés a I'alimentation (23-25). Ainsi, les professionnels au
contact de ces animaux tels que les agriculteurs et les vétérinaires (8,13) sont prédisposés aux
dermatophytoses zoophiles.

T. soudanense 3, 4%
T. tomsurans 4,6%

. benhamiae 0,6%

L=

E. floccosum 1,1%

M. canis 4,6%
/ M. gypseum 1,4%
—-—_
e _———

T. rubrum =
72.9%

M. langeronii 0,9%
M. praecox 0,3%
M. persicolor 0,3%
T. erinacei 0,3%

T. interdigitale 2,6%
T. mentagrophytes
7.1%

Figure 3 : Distribution des espéces de dermatophytes responsables d’atteintes de la peau glabre
(hors espaces inter-orteils et plantes) au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020

Dans les atteintes de la peau glabre, d’autres espéces zoophiles et géophiles rares ont été isolées au
CHU de Bordeaux: Microsporum praecox (1 isolat), Nannizzia persicolor (1 isolat), Trichophyton
erinacei (1 isolat) (Figure 3).

Trichophyton erinacei est une espéce zoophile retrouvée principalement chez les hérissons. Ces
animaux sauvages, tres populaires au Japon, peuvent étre élevés comme animaux de compagnie et sont
ainsi une source d'infection a T. erinacei chez 1'homme (26,27). Dans un centre francais de
réhabilitation de la faune sauvage, T. erinacei, T. mentagrophytes et N. gypsea ont été isolés de hérissons
européens. Plus d'un tiers des animaux étaient porteurs asymptomatiques de T. erinacei (14).
Microsporum praecox est un dermatophyte zoophile (et tellurique), 1lié a I'environnement du cheval
chez qui il ne provoque pas de lésions. Il est peu fréquent en pathologie chez 'homme, mais la
popularité croissante des sports et loisirs équestres au cours des dernieres années a attiré 1'attention
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sur ce dermatophyte a I'origine de 1ésion cutanée souvent unique située au niveau de l'avant-bras, de
la main ou de la jambe chez les cavaliers, mais également les personnes soignant les chevaux (25,28).
Les chevaux peuvent aussi héberger M. canis, T. mentagrophytes, et plus spécifiquement Trichophyton
equinum (8,25).

Nannizzia persicolor est un dermatophyte zoophile qui ressemble beaucoup a T. mentagrophytes
(macroscopie et microscopie) dont les hétes privilégiés sont des petits mammiferes sauvages
(campagnol, mulot). Il est aussi isolé chez les chiens de chasse (hote vecteur potentiel) et parfois du
sol. Il provoque des épidermophyties circinées, souvent uniques et trés inflammatoires, qui siégent sur
les parties découvertes (mains, avant-bras, etc.).

Les especes géophiles prospérant dans le sol, peuvent étre considérées comme des saprophytes de
I'environnement. Pour autant, M. gypseum est a I'origine d'infections chez ’homme (13,29). Au CHU de
Bordeaus, il représente 0,8% des isolats dans les teignes du cuir chevelu (Figure 2) et 1,4% des isolats
dans les atteintes de la peau glabre (Figure 3). Les 1ésions sont surtout localisées au niveau des zones
exposées de la peau, plus particulierement au niveau des mains chez les enfants quijouent a l'extérieur
ou sur le sol (30) et chez les jardiniers amateurs ou professionnels (8).

Ainsi, les contacts étroits et répétés avec les animaux, I'engouement actuel pour les animaux de
compagnie, le retour des citadins vers les campagnes en fin de semaine ou pendant les congés d'été, le
développement des sports équestres etc., sont autant de facteurs favorisant les rencontres avec les
dermatophytes zoophiles voire telluriques (M. gypseum).
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Figure 4 : Répartition des espéces de dermatophytes (hors T. rubrum) isolées au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020
en fonction de la localisation des lésions cutanées (hors espaces inter-orteils et plantes)

Le dermatophyte qui ressort de cette analyse descriptive est T. rubrum, sa domination est sans partage.
Il représente 79,6% des dermatophytes isolés au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020 et parmi eux
83,1% des espeéces a transmission interhumaine (Tableau 1).

Il est responsable de 72,9% des dermatophytoses de la peau glabre et de 85,7% des dermatophytoses
des pieds, qui pour rappel représentent respectivement 14,3% et 75,6% des atteintes (Figures 3, 5, 6
et Tableau 1). On le retrouve également dans 4% des cas de teignes du cuir chevelu. Les teignes a
T. rubrum restent rares et sont le plus souvent associées a des atteintes cutanées ou unguéales.
Trichophyton interdigitale est sans conteste la deuxiéme espéce la plus fréquemment isolée apres
T. rubrum, essentiellement dans les dermatophytoses des pieds, ou elle représente 12,7% des isolats
(Figures 5 et 6).
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Comme les onyxis débutent généralement par des intertrigos interdigito-plantaires, il n’est pas
étonnant de retrouver T. rubrum et T. interdigitale dans des proportions similaires dans ces deux types
d’atteinte.

E. floccosum 0,7%

T. soudanense 0,2%
T. rubrum

83,2% T. tonsurans 0,4%
“ e eeee——

T. mentagrophytes 1,1%

Figure 5 : Distribution des espéces de dermatophytes responsables d’intertrigos
interdigito-plantaires et d’atteintes des plantes, au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020
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Figure 6 : Distribution des espéces de dermatophytes responsables d’onychomycoses
(dont 90% d’ongles des orteils) au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020

Si aujourd’hui T. rubrum est le dermatophyte le plus isolé, il était au début du XXémesiecle quasi absent
en Europe et sur le continent Nord-Américain. C'est en 1925, selon Rippon (11), que T. rubrum a été
isolé pour la premiére fois aux Etats-Unis en Alabama. L’auteur retrace dans un article original son
émergence dans nos régions développées. Son origine est suggérée en Afrique centrale, d’'une part, et
en Asie (Japon, Corée, Chine, Indochine...) d’autre part. Trichophyton rubrum, dans ses foyers originels,
est principalement isolé a partir de 1ésions de la peau glabre mais non des pieds (comme aujourd’hui)
dans la population autochtone habituée a marcher pieds nus. La colonisation des espaces interdigito-
plantaires a par la suite été accélérée par le port de chaussures, ce qui a permis la diffusion de T. rubrum
dans la population principalement urbaine et aussi chez les sujets d’origine américaine ou européenne.
Non sans humour, Rippon attribue aux colons et aux militaires de retour dans leur pays d’origine (par
le biais des chaussures et des bottes), I'arrivée de T. rubrum en Europe et aux Etats-Unis. L’émergence
de T. rubrum a été en effet, trés perceptible dans les années 1925, et s’est accentuée par la suite avec
les débacles coloniales apres la Seconde Guerre mondiale (31).
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Aujourd’hui, le domicile familial est le premier environnement dans lequel un patient peut étre
contaminé par T. rubrum et T. interdigitale (ou une espece anthropophile). La transmission horizontale
entre membres de la famille est la plus courante. Elle se fait presque toujours de maniére indirecte via
les surfaces et les sols souillés par des squasmes parasitées (32), et la salle de bain est la principale
source de contamination (8).

En fait, de nombreux facteurs sont susceptibles de favoriser l'implantation de ces dermatophytes
anthropophiles (9). Chaleur et humidité favorisent l'invasion fongique de la peau et des phanéres. Le
port de vétements occlusifs tels que les pantalons serrés, les chaussettes en tissu synthétique, les
bottes, les baskets ou les chaussures de sécurité pour certaines professions, prédisposent a la sueur.
Par exemple, T. rubrum a une préférence pour les sites corporels les moins exposés et ayant un
environnement humide. Une absence de séchage apres la toilette, est susceptible de précipiter la
survenue d'une mycose. La pratique d'un sport réunit les conditions idéales au développement des
dermatophytes, en alliant chaleur et humidité, résultant du port de baskets. Par ailleurs, tout
microtraumatisme cutané, est également prédisposant, en créant une porte d'entrée. Par exemple dans
la course a pied, les changements de rythme de course entrainent des frottements et des cisaillements
via la chaussure de sport qui sont a l'origine des microlésions prédisposant a la colonisation
fongique (32). T. interdigitale et T. rubrum ont été isolés au niveau des espaces inter-orteils chez 45%
des marathoniens du Médoc (33).

La fréquentation des locaux et des équipements sportifs étant assidue, il est difficile d'éliminer
complétement les squames issues des champignons anthropophiles des sols de piscines, des tapis de
sport, des douches, des vestiaires etc. qui deviennent alors une source de contamination pour les
personnes saines, notamment au niveau des pieds. Des données de la littérature rapportent que
T. rubrum et T. interdigitale peuvent survivre jusqu'a 4 mois dans une eau de piscine chlorée a
28 - 30°C (34), et que la contamination est plus fréquente au printemps et en I'été (35).

D’autre part, des études sur les champignons microscopiques environnementaux, ont montré la
présence de dermatophytes dans le sable des plages et des plans d’eaux, avec une prédominance du
genre Trichophyton. Aucun n’a été identifié au niveau de l'espece mais la présence d’espéces
anthropophiles déposées (par I'intermédiaire de squames ou de débris d’ongles parasités) par les
humains fréquentant ces sites écologiques, peut étre envisagée (36).

Pour finir, d’autres facteurs prédisposants tels que des pathologies sous-jacentes et certains
traitements médicamenteux (corticoides) induisent chez les patients une diminution de leur
immunité, qui devient alors insuffisante pour résister aux attaques fongiques et gene la guérison de
l'infection. Parmi ces pathologies figurent entre autres les troubles circulatoires affectant les membres
inférieurs, les troubles métaboliques comme le diabete sucré, ou encore les troubles de la
kératinisation affectant la peau et les ongles et fréquemment retrouvés dans les onychomycoses a
T. rubrum ou a T. interdigitale, réfractaires aux traitements (8).

NB : Au CHU de Bordeaux, la deuxieme espece majoritaire correspond au complexe T. mentagrophytes.
Dans les atteintes cutanées situés au-dessus du genou (Figure 3), c'est l'espéce zoophile
T. mentagrophytes qui estisolée ; au contraire au niveau des espaces inter-orteils et des ongles (Figures
5 et 6), c'est 'espece anthropophile T. interdigitale. Les biologistes bordelais ont utilisé la localisation
« au-dessus/en dessous du genou » pour différencier les deux espéces avant I'arrivée de I'identification
par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. Pour autant, les techniques moléculaires I'ont validé.
En effet, dans la nouvelle taxonomie, I'espéce T. interdigitale est maintenant une espéce distincte de
T. mentogrophytes qui s’est adaptée au parasitisme humain. Les lésions au départ cutanées
inflammatoires sont désormais unguéales et chroniques. Ces actualités concernant I'évolution des
dermatophytes sont évoquées dans la partie suivante de ce travail.
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TAXONOMIE

La taxonomie des dermatophytes au niveau des genres et des espéces a été récemment revisitée sur la
base d’analyse de séquences d’ADN (37). La nomenclature a été révisée en accord avec la nouvelle
convention adoptée pour celle des especes de champignons (38) et le soin de préserver au maximum
les noms utilisés en pratique. L’objectif de ce paragraphe est de présenter les aboutissements de cette
révision et de donner les noms d’espéces qui devraient étre dorénavant adoptés par les laboratoires,
les médecins et dans la littérature.

1. Evolution des principes d’identification : des premiéres
descriptions cliniques aux approches moléculaires

1.1. Premiers systemes de classification

La premiére espece de dermatophyte est identifiée en 1839 par Schonlein (39) qui rapporte la nature
mycologique d’une teigne, puis nommeée Achorion schoenleinii par Remak en 1845 (40). Entre 1840 et
1875, c'est-a-dire plusieurs décennies avant I'invention de la culture axénique par Pasteur (41), quatre
des principales especes connues aujourd'hui, E. floccosum, M. audouinii, T. mentagrophytes et
T. tonsurans, sont déja décrites. Les critéres pour révéler la nature fongique d’une infection sont alors
basés sur l'aspect clinique des lésions et de simples observations microscopiques. Le seul
dermatophyte, le plus prévalent a I'heure actuelle, absent de cette liste est T. rubrum (42), qui aurait
émergé au XXeme siecle (11).

En 1910, en associant a I'aspect clinique des 1ésions et au mode de parasitisme pilaire, les caractéres
macroscopiques et microscopiques des cultures, le frangais Raymond Sabouraud réalise la premiére
étude systématique des dermatophytes (43) qu'il classifie en quatre genres: Achorion,
Epidermophyton, Microsporum et Trichophyton.

En 1934, Emmons simplifie la taxonomie en retenant seulement trois genres sur la base de la
morphologie des spores produites par les champignons en culture et le type d’invasion pilaire. Le genre
Achorion est supprimé, et la premiére espece décrite prend ainsi le nom de T. schoenleinii (44).

Au cours des décennies suivantes, l'application de la méme norme méthodologique a la classification
des dermatophytes conduit a une explosion du nombre de descriptions de nouvelles espéces. Le
concept général de détermination de lI'appartenance au groupe des dermatophytes reste confus, les
régles taxonomiques deviennent incohérentes, entrainant ainsi des changements répétés de noms
d’espéces dans la nomenclature. En 1950, pres de 350 changements de noms sont répertoriés
(Figure 7) (37).

1.2. Classification phénotypique

La morphologie macroscopique d'une seule colonie fongique isolée en culture associée a sa description
microscopique constituent de bons parametres diagnostiques (45). Cependant, ils restent difficiles a
maintenir en raison de la dégénérescence rapide des souches, et surtout a reproduire (46-48). Dans le
méme temps, cette morphologie change a la suite du passage en culture (37,45,49). Ainsi, les essais de

21



standardisation avec des souches de référence se révelent laborieux. Cela explique 1'introduction de
nombreux taxons, pourtant maintenant considérés comme semblables a des especes précédemment
décrites (37,50). Par exemple, au moins vingt noms d’espece sont synonymes pour T. mentagrophytes,
six pour T. verrucosum et trois pour M. canis et E. floccosum. Des taxons distincts ont méme été décrits
sur ces variations morphologiques comme, par exemple, Keratinomyces longifusus, qui est en réalité
Microsporum fulvum (51). Par ailleurs, il existe des espéces de dermatophytes, comme Trichophyton
concentricum et T. schoenleinii, qui ne sporulent pas ou tres mal en culture in vitro, et dont
I'identification est souvent basée sur l'aspect clinique caractéristique des lésions et leur
localisation (37,52).

Dans les dernieres décennies du XX¢me siecle, il devient évident que la morphologie a ses limites et ne
peut étre utilisée comme seule caractéristique pour la classification ou l'identification des
dermatophytes. C’est laraison pour laquelle, Georg et Camp (53) puis Weitzman et al. (54) introduisent
des criteres physiologiques supplémentaires pour différencier les isolats, comme leur capacité (i) de
croissance a différentes températures, (ii) de liquéfaction de la gélatine, (iii) d’assimilation d'un panel
de vitamines essentielles (utilisation du « trichophyton-agar »).

La nouvelle « approche conventionnelle » appliquée a la description des especes de dermatophytes
associe alors le tableau clinique de [linfection, leurs caractéristiques macroscopiques et
microscopiques en culture et des criteres physiologiques.
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Figure 7 : Nombre de changements de nom pour les espéces de la famille des Arthrodermataceae au cours de la période 1840-
2015. Le plus grand nombre de nouvelles espéces décrites (et donc de nouveaux noms) a été observé lorsque la morphologie
a été ajoutée aux données cliniques comme critéres de distinction des espéces. La période 1960-1995 est marquée par l'ajout
des noms des formes téléomorphes, conduisant a une double nomenclature pour les dermatophytes. La barre a droite indique
le nombre approximatif d'espéces anthropophiles existantes (n=10), le nombre de fois qu'elles ont été décrites (basionymes :
n=103) et le nombre total de changements de nom pour ces 10 espéces (n=242). Les synonymes possibles et prouvés pour
Trichophyton rubrum sont répertoriés en ocre (n=48), dont (n=24) étaient des basionymes, en rouge (37)

1.3. Introduction du concept d’espéce biologique

Dans les années 60, le concept d'espece biologique entre en scene avec la découverte des premieres
formes reproductrices sexuées, dites téléomorphes, chez certaines espéces de dermatophytes par
Dawson et Gentles (55) et Stockdale (56). En effet, plusieurs dermatophytes zoophiles et géophiles,
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ainsi que des especes apparentées non pathogénes comme Trichophyton terrestre et Trichophyton
ajelloi, sont capables de se reproduire de maniere sexuée. Deux nouveaux genres d’ascomyceétes,
Arthroderma et Nannizzia (plus tard réduit en synonymie avec Arthroderma), sont alors introduits
(45,55-57). Cela se traduit a nouveau par une augmentation du nombre de taxons (Figure 7) et la
complexification de la classification et de l'identification par I'adoption d’'une double nomenclature
pour les dermatophytes (Figure 8).

Today: Oldest valid name stands; additional merph
| is obligatory synonym based on the same type

If original material lost, widely accepted species are Ana- and teleomorphs of different
neotypified; identifty judged from clinical features types are facultative synonyms
Rare species without authentic material are All species without authentic
discarded as doubtful material discarded as doubtful

Latin diagnosis required

1843 1860 1937 1958 1961 2013
First description of First description of Latin diagnosis Type specimen Beginning of mating, Pleomorphic
dermatophyte based teleomorph based required ICBN. required ICBN with teleomorphs added nomenclature
on clinical picture on environmental sample Some names invalid species description to existing anamorphs abandoned ICBN
¥
2013
Latin diagnosis
abandoned

Figure 8 : Apergu de I'évolution des principes taxonomiques au cours de la période 1840-2015 (37)

Les dermatophytes étant des espéces hétérothalliques, la production de spores sexuées dépend de la
rencontre de deux thalles issus de spores génétiquement différenciées dont les noyaux sont de type
«male » (+) ou «femelle» (-). Les ascogones (gamétocystes femelles) s’enroulent autour des
anthéridies (gamétocystes males) et a un stade plus avancé, les noyaux de I'anthéridie passent dans
I'ascogone. Les noyaux de polarité opposée s’apparient, fusionnent et apres réduction chromatique,
forment des asques octosporés. Parallélement, I'ascocarpe ou organe protecteur des asques, appelé
gymnothece chez les dermatophytes, se développe (1).

La reproduction sexuée s’observe communément chez les especes géophiles et fréquemment chez les
espéces zoophiles. A I'inverse, les espéces anthropophiles semblent avoir perdu cette capacité (58).
Les mycologues supposent que la formation des organes de fructification est favorisée par un sol
humide contenant des débris kératinisés.

Les tests de compatibilité sexuelle (ou mating) réalisés par Stockdale en 1968 montrent que des
especes apparemment incapables de s’apparier, produisent une réaction de mating permettant de
déterminer un type sexuel (+) ou (-) (ou mating type) lorsqu'elles sont confrontées a des souches tests
d'Arthroderma simii de sexe opposé (57). La plupart des espéces asexuées peuvent étre typées (+) ou
(-) de cette maniere. Par exemple, T. rubrum dont on ne connait pas la forme sexuée est de type (-).
Curieusement, toutes les souches d'une méme espéce anthropophile semblent présenter un méme
type sexuel (elles sont stimulées par la méme souche de A. simii), suggérant que ces especes
anthropophiles ont évolué a partir d'un seul type sexuel (56,57). Seules quelques espéces importantes,
telles que E. floccosum et T. soudanense ne répondent pas a ces tests de différentiation sexuelle (45).
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Grace a la publication du génome entier de plusieurs espéces de dermatophytes (59), les idiomorphes
au locus MAT déterminant le type sexuel, genes qui codent les facteurs de transcription a domaine
a-box (MAT1-1) et a domaine HMG (high mobility group) (MAT1-2), ont été identifiés (60,61).
Plusieurs auteurs ont alors confirmé au niveau moléculaire I'existence d'un seul type sexuel chez un
grand nombre d’espéces, a savoir M. audouinii, M. ferrugineum, T. concentricum, T. equinum, T. erinacei,
T. interdigitale, T. rubrum, T. schoenleinii, T. tonsurans, T. verrucosum, T. violaceum (37,45,61,62).
Néanmoins, chez quelques especes zoophiles, comme A. benhamiae et T. mentagrophytes, les deux
types sexuels (+) et (-) sont retrouvés mais dans des proportions variables (60,63). Cela corrobore le
fait que I'ensemble des dermatophytes anthropophiles et la plupart des zoophiles se reproduisent de
facon clonale asexuée, dans des niches écologiques apparemment stables, depuis la perte d'un de leurs
deux types sexuels (+) ou (-) au niveau de 'espece (37,59,61). Désormais, il est largement admis que
les dermatophytes qui parasitent 'Homme et I'animal sont issus du sol.

Le cheminement unidirectionnel sol-animal-Homme semble étre 1'évolution phylogénique habituelle
de ces kératinophiles (1). Ainsi, chez les dermatophytes ayant définitivement quitté le sol ou n’ayant
plus de lien avec celui-ci, parallélement a 'adaptation au parasitisme, on assiste a une disparition
progressive de I'aptitude a la reproduction, d’abord sexuée, puis asexuée. Toutefois ils sont capables,
non seulement de se maintenir malgré I'absence d’accouplement, mais de diffuser largement comme
l'illustre bien 'exemple de T. rubrum. En effet, a I’état parasitaire se développent des structures de
diffusion communes a toutes les espéces qui seront a l'origine de la contamination de 'Homme : il s'agit
des arthrospores issues de la fragmentation des filaments mycéliens présents sur le revétement cutané
ou les phaneéres et des spores issues du parasitisme pilaire (1).

1.4. Groupes écologiques de dermatophytes et conséquences de
I'adaptation au parasitisme

Si I'épidémiologie des dermatophytes est présentée traditionnellement selon leur habitat naturel :
tellurique (ou géophile), zoophile et anthropophile, une approche plus évolutive, voire phylogénétique,
en distinguant deux principales catégories de dermatophytes, et une troisieme « intermédiaire » ou
provisoire a été proposée (31) :

' Les dermatophytes associés au sol, qui ont des caractéres « telluriques ». Ils regroupent 2 la
fois les espéces géophiles (M. gypseum) ainsi que les espéces zoophiles ayant gardé la
possibilité d’'une reproduction sexuée, comme par exemple T. mentagrophytes, M. canis,
M. persicolor et T. erinaei (souche africaine).

\ Les dermatophytes associés au parasitisme strict, qui ont une vie parasitaire exclusive, et se
propagent par des arthrospores ou des spores issues de lésions de la peau et des phanéres et
qui sont incapables de survivre dans le sol. On range dans cette catégorie, les dermatophytes
anthropophiles stricts, T. rubrum, T. soudanense, T. violaceum, M. audouinii, et des
dermatophytes zoophiles, T. verrucosum, T. equinum, T. erinacei (souche européenne).

' Les dermatophytes intermédiaires, qui ont a la fois des caractéristiques « telluriques » et
« parasites ». L’exemple type est T. interdigitale (T. mentagrophytes var. interdigitale), qui est
un anthropophile strict, uniquement rencontré a I’état parasitaire et dont on ne connait aucun
stade sexué (souches d'un seul type sexuel). Cependant, il est toujours capable de dégrader la
kératine « ex vivo » (mise en évidence d'organes perforateurs) et l'urée (activité uréase
positive). Il est issu de Arthroderma vanbreuseghemii (T. mentagrophytes var. mentagrophytes)
son ancétre direct et ses caractéristiques traduisent certainement une évolution clonale
récente.
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Les conséquences du parasitisme chez les dermatophytes sont directement liées au degré d’adaptation
parasitaire (1) (Tableau 2) :

Géophile Zoophile Anthropophile

Origine s

, ) Ancestrale Intermédiaire Proche

évolutive
Reproduction , )

P , Fréquente Possible Absente

sexuée

o Via I'environnement Via les animaux (possible par o
Transmission o , Via 'Homme
(principalement le sol) I'environnement)
Infection Trés inflammatoire Modérément inflammatoire Non inflammatoire
Traitement Guérison spontanée possible Facile et de courte durée Chronigue

Tableau 2 : Classification des dermatophytes sur la base de parameétres écologiques et cliniques (37)

Sur le plan épidémiologique, plus un dermatophyte est adapté a son hote, plus il diffusera facilement
dans la population concernée. Les especes géophiles encore directement associées au sol (M. gypseum,
T. ajelloi, T. terrestre) touchent accidentellement 'Homme et la contamination interhumaine est
ensuite quasi nulle. Les especes zoophiles, par exemple M. canis chez le chat, infectent plus facilement
I'Homme, et ce d’autant plus qu'il vit en promiscuité avec I'animal contaminateur. La transmission
interhumaine est ensuite possible mais reste cependant tres limitée. Les dermatophytes
anthropophiles quant a eux, bien adaptés a 'Homme, diffusent trés largement (1,31). Les teignes
anthropophiles (M. langeronii, T. soudanense, T. tonsurans, T. violaceum, etc.) sont contagieuses.

Sur le plan clinique, plus une espece est adaptée a son hote, mieux elle est supportée par ce dernier.
Les especes peu adaptées a 'Homme, géophiles ou zoophiles, sont plus facilement a I'origine de
réactions inflammatoires. L’exemple de T. verrucosum est assez démonstratif : chez le bovidé, hote
habituel, il détermine des lésions séches et croliteuses (dartres) ; chez 'Homme, hote inhabituel, les
lésions sont trés inflammatoires et surinfectées. En revanche, les especes anthropophiles les mieux
adaptées évoluent généralement sur un mode chronique avec des réactions de défense de I'hote
limitées, voire nulles (31).

Sur le plan biologique, pour les espéces géophiles et zoophiles encore liées au sol, 1a conidiogénése est
abondante surtout en primo-culture, avec la production de nombreuses macroconidies et
microconidies, ce qui facilite le diagnostic morphologique. A I'inverse, pour les espéces bien adaptées
au parasitisme et éloignées du sol, les macroconidies sont rares ou absentes et les microconidies peu
nombreuses (T. rubrum, T. soudanense, M. langeronii, T. violaceum, T. verrucosum) (31).

1.5. Révolution moléculaire dans la taxonomie des dermatophytes

Dans la derniere décennie du XXéme sjecle, le recours aux méthodes moléculaires a révolutionné la
taxonomie des dermatophytes et des autres champignons, tout comme, a 1'époque de Louis Pasteur,
les cultures axéniques ont révolutionné la microbiologie.

L’ARN ribosomique est le marqueur d’intérét le plus connu et le plus fréquemment ciblé pour
I'identification des champignons (64-68). Les génes codant pour les ARN ribosomiques (Figure 9) sont
au nombre de quatre : le gene codant pour I’ARN ribosomique 18S, qui est constitutif de la petite sous-
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unité du ribosome également appelée sous unité ribosomique 40S ou nuclear-Small SubUnit
(nuc-SSU), et les génes codant pour les ARN ribosomiques 58S, 5,8S et 28S, qui sont constitutifs de la
grande sous-unité du ribosome également appelée sous-unité ribosomique 60S ou nuclear-Large
SubUnit (nuc-LSU). Ces genes sont organisés en groupe d’'unités répétées et séparées par les séquences
Inter Genic Spacer (IGS). A I'intérieur de chaque unité, les génes 18S et 5,8S sont séparés par les
séquences Internal Transcribed Spacer de type 1 (ITS1) et les génes 5,8S et 28S sont séparés par les
séquences ITS2. Les séquences des génes codant pour les ARNr 18S, 28S, 5S et 5,8S sont hautement
conservées au sein des phyla, familles et genres, alors que les séquences ITS non codantes présentent
des variations interspécifiques importantes.

O 00

e 1 rDNA repeat unit LR

-7 D1/D2 region W

ITS1 | 5.85 |ITS2 1GS1 58 | IGSs2
| 18S rDNA rDNA 28S rDNA rDNA

L ]
Major rDNA transcript (1 copy)

IConserved regions targeted by primers

Figure 9 : Représentation schématique de ’ADNr fongique codant pour les ARNr (69).
Les génes sont organisés en cluster d’unités répétées et séparées par les séquences IGS. A l'intérieur de chaque
unité, les génes 18S et 5,8S sont séparés par les séquences ITS1 et les génes 5,8S et 28S par les séquences ITS2.

Les premieres études ciblent les séquences 18S et 28S. Les séquences nuc-SSU permettent d’identifier
certains isolats mais I'amplification des domaines D1 et D2 du geéne codant pour la nuc-LSU se révéle
plus résolutive. Aucune systématique n’est établie mais les espéces géophiles apparaissent distinctes
des autres agents et les especes du complexe T. mentagrophytes semblent pouvoir étre différenciées
(65,70-72).

Par la suite, Graser et al. (46,73) séquencent la région ITS (comprenant les régions ITS1, ITS2 et le
géne 5,85) considérée comme le code-barres fongique universel (72) pour la caractérisation
moléculaire des dermatophytes, ce qui leur permet de classer un nombre important d’espéces.

Ce marqueur moléculaire fait alors ses preuves dans de nombreuses études ultérieures (49,62,68,74-
82), également en combinaison avec des marqueurs secondaires tels que les genes codant pour la
B-tubuline (TUB) (67,83) ou le facteur d’élongation 1-a (TEF 1-a) (84). Le géne TUB montre des
variations de séquences intraspécifiques chez certaines espéces mais reste inchangé chez d’autres
comme T. rubrum ou E. floccosum (83). Le gene TEF 1-a est discriminant pour certains clades mais
insuffisant pour la distinction d’espéces phénotypiquement proches telles que M. audouinii, M. canis et
M. ferrugineum (84). D’autres marqueurs moléculaires secondaires sont également identifiés comme
les genes codant pour la protéine ribosomique 60S L10, pour I'ADN polymérase I, pour la
phosphoglycérate kinase, ou encore pour la calmoduline (85,86).

Sur la base de ces études, la topologie principale de la famille des Arthrodermataceae apparait
moléculairement stable, mais ne correspond pas entiérement aux criteres morphologiques, car le
genre Trichophyton semble étre polyphylétique (67,73,83,84). Du point de vue phylogénétique, les
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espéces anthropophiles de dermatophytes sont les plus évoluées confirmant ainsi les hypothéses
anciennes sur l'origine des dermatophytes et leur passage du sol al'animal, puis de I'animal al'Homme.
Elles se limitent a plusieurs complexes d’especes. Comme nous I'avons déja évoqué, il ressort que les
especes zoophiles, en particulier celles infectant les animaux de ferme, occupent une position
intermédiaire dans I'évolution, constituant un lien avec les especes géophiles ancestrales (37).

En 2016, De Hoog et al. (37) réalisent I'analyse phylogénétique de 261 souches de dermatophytes de
la collection de référence du Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS-KNAW Fungal Biodiversity
Centre), basée sur le séquencage de cinq loci : la région ITS, la région D1-D2 de la nuc-LSU et les génes
codant pour la B-tubuline, la protéine ribosomique 60S L10 et le facteur d’élongation 3. Chacun d'eux
offre une spécificité différente, ce qui permet I'identification d’'un nombre de taxons distincts selon le
rapport ITS > TUB > 60S L10 > LSU. Les résultats indiquent que la séquence ITS est suffisamment
informative pour les analyses génomiques des dermatophytes. Elle constitue ainsi un marqueur
optimal pour le diagnostic de routine, bien que le séquencage d’autres génes et I'étude des caracteres
phénotypiques soit nécessaire pour identifier quelques espéces au sein des complexes d’especes (37).

Ala suite des ateliers mycologiques organisés en 2016 par le CBS KNAW Fungal Biodiversity Centre 3
Utrecht, Pays-Bas, 1'équipe dirigée par Sybrena De Hoog (37) propose une nouvelle classification des
dermatophytes basée principalement sur les critéres moléculaires, notamment l'analyse des
séquences ITS (Figure 10).
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o Nannizzia
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— L Migosporum
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Figure 10 : Arbre phylogénétique des especes de la famille des Arthrodermataceae,
basé sur I'analyse (maximum de vraisemblance) des séquences ITS et des séquences partielles
LSU, TUB et 60S L10. Guarromyces ceretanicus est utilisé comme groupe externe (37).

27



Sept clades principaux peuvent étre distingués. Le plus grand embranchement (clade A) correspond
au genre Trichophyton, taxon caractérisé par une origine polyphylétique. Il comprend des especes, ou
complexes d’especes, anthropophiles et zoophiles : le complexe T. mentagrophytes incluant certaines
espéces clonales strictement anthropophiles, T. interdigitale et T. tonsurans étant les plus courantes ;
le complexe Trichophyton benhamiae avec T. schoenleinii et T. verrucosum ; l'espéce zoophile
Trichophyton bullosum ; etle complexe T. rubrum dans lequel aucune espéce n’a pu étre individualisée.
Le clade suivant (clade B sur la figure 10) est constitué d'une seule espéce E. floccosum, paraphylétique
au clade C. Le clade C correspond au genre Nannizzia regroupant des espéces zoophiles et géophiles
dont M. gypseum est la plus commune. Les deux autres clades D et E incluent les especes
hétérothalliques des genres Paraphyton et Lophophyton. Un clade séparé, le clade F, regroupe les
dermatophytes classés dans le complexe M. canis, alors que le clade G, le plus diversifié, ne regroupe
que des especes strictement géophiles, dont beaucoup sont actuellement connues sous le nom de leur
téléomorphe Arthroderma. Les formes anamorphes sont caractérisées par de grandes macroconidies
multicellulaires a parois épaisses et rugueuses et des microconidies abondantes. Enfin, la branche
externe reclasse l'espece anthropophile Guarromyces ceretanicus, anciennement nommée
Keratinomyces ceretanicus (87).

Cette approche moléculaire multi-loci de la taxonomie permet de déterminer les principales tendances
de I'évolution phylogénétique des dermatophytes, et notamment de bien définir les genres auxquels
appartiennent les espéces anthropophiles et zoophiles, et les especes exclusivement géophiles dont
beaucoup ne sont pas pathogenes pour I'Homme (37). Toutefois, elle s'avére insuffisante pour
discriminer plusieurs espéces épidémiologiquement importantes et cliniquement différentes telles
que T. rubrum/T. violaceum, T. equinum/T. tonsurans et aussi, dans une certaine mesure, le trio
M. audouinii/M. canis/M. ferrugineum.

2. Révision de la taxonomie des dermatophytes

L’étude phylogénétique de De Hoog s'appuyant sur I'analyse des séquences d’ADN de cinq génes
conduit en 2016 a proposer des remaniements importants de la taxonomie des dermatophytes (37).

Les espéces de dermatophytes sont définies en prenant en compte a la fois les séquences ADN, les
caractéres morphologiques observés en culture, la confrontation sexuée entre les souches (60,63,88)
ainsi que leur écologie (caractere anthropophile, zoophile ou géophile). Une espéce est anthropophile
ou zoophile, mais pas les deux a la fois.

La nomenclature des espéces est révisée en accord avec I'appartenance aux genres nouvellement
définis, et en suivant les regles de la nouvelle convention adoptée pour la nomenclature des especes
de champignons (38). Un seul nom est désormais valide pour chaque espece ; il s’agit le plus souvent
du nom donné initialement a 'anamorphe, plus rarement de celui du téléomorphe. Le nom le plus
ancien dans la littérature est prioritaire, mais beaucoup de taxonomistes proposent de garder le nom
le plus fréquemment utilisé, c’est-a-dire le nom de I'anamorphe afin de ne pas dérouter les médecins
prescripteurs. Pour de nombreuses especes sans holotype (holotype = spécimen (culture, souche)
déposé dans une collection et désigné par un auteur comme matériel de référence pour la
nomenclature d'un taxon décrit lors de sa publication originale), un néotype a été désigné
(néotype = spécimen déposé dans une collection et sélectionné comme référence lorsque le matériel
original de I'espéce n’existe plus, ayant été perdu ou détruit) (89).
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La nouvelle taxonomie compte désormais sept genres : Trichophyton, Epidermophyton, Nannizzia,
Paraphyton, Lophophyton, Microsporum, Arthroderma (37,87). La révision de la classification des
espéces dans chacun de ces clades est présentée dans la figure 11, en rappelant la niche écologique a
laquelle elles appartiennent.

Antropophilic species Zoophilic species  Geophilic species

T. concentricunt

T. benhamiae*

T. enofrephon ™’ T. buffgsum
100 . T. interdigitale™ T. equinum™®
Trichophyton T. rubrum** T. erinacej*

T. schoenlefnii™
T. soudanense
T. tonsurans™
T. viclaceum™*

T. mentagrophytes™
T. guickeanum™*

T. simii**

T. verrucosurm™

E. floccosum

100 Epidermophyfon M cormiculata

o9 o M. aenygmaticum N nans M. fulva
Mannizzia N. duboisii N. persicolor M. rpsea
76 N. pragcox M. incurvata
100 paraphyton F. mirabile P. cooksi
100 Lonhonh F. cookielfumn
ophophyton L. gallinae
Microsporum M. audouini M. canis™*
100 M. ferrugineum M. distortum™**
. A. ciferri A. melis
A. amazonicum A gipjeu A. snultifidurn
% Anthroderma i eboreum A. Ravescens A curreyi A. phaseniiforme
. onychacola A reaell A gertieri A, quadrifidum
] A. vespertill A. gloriae A. tuberculatum
0 Ctenomyces A fnsinguiare A, uicinatum
Guarromyces G. cerctanicus A fenticulare

* complexe T. benhamiae ; ** complexe T. mentagrophytes ; *** complexe T. rubrum ; **** complexe M. canis
1 espece classée sur la base moléculaire uniquement.

Figure 11 : Phylogénie et classification écologique des espéces de dermatophytes les plus fréquemment isolées (87)

En pratique clinique, le diagnostic biologique des dermatophytoses concerne les genres Trichophyton,
Epidermophyton et Microsporum. Cependant, I'ancienne classification basée sur les caractéristiques
morphologiques englobait dans ces clades de nombreux agents géophiles phylogénétiquement
éloignés des especes pathogenes vraies et infectant I’'Homme accidentellement (1,31). Grace a la
révision de la taxonomie, les especes opportunistes sont reléguées dans des clades ancestraux
(Athroderma et Lophophyton) et les espéces d'importance clinique sont regroupées dans des taxons
restreints (Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum et Nannizzia) ce qui devrait faciliter leur
identification par les mycologues médicaux (87,89).

En effet, le genre Trichophyton est réduit a une quinzaine d’espéces pathogénes anthropophiles ou
zoophiles. Epidermophyton contient une seule espéce, E. floccosum, qui est anthropophile. Le genre
Microsporum ne contient plus que 3 especes: M. canis (zoophile), M. audouinii et M. ferrugineum
(anthropophiles). Les espéces géophiles (ainsi que quelques espéces zoophiles qui n’infectent que tres
rarement I'Homme) sont dans d’autres genres (Nannizzia et Arthroderma) bien distincts de
Trichophyton, Epidermophyton et Microsporum. Les espéces formant des macrospores en forme de
navettes avec des cloisons transversales se trouvent dans les genres Microsporum (par exemple,
M. canis) et Nannizzia.
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Pour finir, les modifications essentielles a retenir pour les praticiens ont été répertoriées par Monod
dans le tableau 3, et peuvent étre résumées ainsi (89) :

¢ Arthroderma benhamiae devient Trichophyton benhamiae ;
¢ Arthroderma vanbreuseghemii est abandonné au profit de Trichophyton mentagrophytes ;

¢ Trichophyton interdigitale (anthropophile) est considéré comme une espéce distincte de
Trichophyton mentagrophytes (zoophile) ;

¢ Trichophyton soudanense est considéré comme une espéce distincte de Trichophyton
violaceum ;

¢ Microsporum gypseum est abandonné au profit de Nannizzia gypsea ;

¢ Nannizzia fulva et Nannizzia incurvata sont des especes tres proches qui ont souvent été
appelées M. gypseum par les praticiens, qui correspondait alors a un complexe d’especes. Les
trois espéces ont été clairement distinguées sur la base de l'interfertilité des souches d'une
méme espece, les souches de deux especes différentes n’étant pas interfertiles ;

¢ Microsporum persicolor est abandonné au profit de Nannizzia persicolor.

Cette nouvelle classification des dermatophytes reste évolutive. Cependant, les taxons actuellement
bien définis, notamment pour les especes anthropophiles, ne devraient pas connaitre de changements
majeurs dans un avenir proche. On peut toutefois attendre une description plus complete des taxons
rares comme Trichophyton eriotrephon, des recherches plus approfondies sur les espéces difficiles a
identifier comme Nannizzia aenygmaticum ou des espéces issues de zones géographiquement
éloignées, comme Trichophyton concentricum.

Par contre, les dermatophytes géophiles (et certains zoophiles), n’ont pas encore été suffisamment
étudiés quant a I'étendue de leurs hotes animaux et de leurs habitats potentiels. Aujourd'hui, ces
espéces n'ont pas une signification clinique importante, mais c’est surtout dans ce groupe que de
nouveaux changements taxonomiques et une adaptation au parasitisme pourraient survenir.
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Espéces Noms a ne pas ou plus utiliser pour ’espéce | Ecologie Prévalence®
Noms a utiliser® % (n)
Genre Trichophyton

Trichophyton benhamiae Arthroderma benhamiae Zoophile (cochons d'inde) 1,2% (105)

Trichophyton erinacei var. porceflae
Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton bulfosum

Zoophile (cheval, bovidés)

Jamais isolé en Suisse

Trichophyton concentricum

Anthropophile

Endémique 3 la Polynésie

Trichophyton equinum

Zoophile (cheval)

0

Trichophyton erinacei

Trichophyton mentagrophytes var. erinacei
Arthroderma benhamiae var. erinacei

Zoophile (hérisson)

1

Trichophyton interdigitale®

Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale
Microides interdigitalis
Trichophyton krajdenii

Anthropophile

18,6% (1682)

Trichophyton mentagrophytes®

Microides mentagrophytes
Arthroderma vanbreuseghemii

Zoophile (chien, chat, lapin, souris)

7,5% (679)

Trichophyton quinckeanum

Trichophyton mentagrophytes var. quinckeanum
Trichophyton mentagrophytes

Zoophile (favus de la souris)

Jamais rapporté en Suisse

Trichophyton rubrum

Anthropophile

60,4% (5455)

Trichophyton schoenleinii

Anthropophile (favus)

Jamais rapporté en Suisse depuis 198324

Trichophyton simii Arthroderma simii Zoophile (volaille, singe, chien) 1
Endémique au sous-continent indien
Trichophyton soudanense Anthropophile 2% (184)
Trichophyton tonsurans Anthropophile 0,9% (86)
Trichophyten verrucosum Zoophile (bétail) 1,2% (105)
Trichophyton violaceum Anthropophile 1,8% (165)
Genre Epidermophyton
Epidermophyton floccosum Anthropophile 0,4% (37)
Genre Microsporum
Microsporum audouinii Sabouraudites fangeronii Anthropophile 1,6% (144)
Microsporum canis Nannizzia otae Zoophile (chat, chien) 3,6% (330)

Microsporum ferrugineum

Anthropophile

Répartition afro-asiatique. Jamais rapport
en Suisse

Genre Nannizzia

Nannizzia fulva?

Microsporum gypseum
Microsporum fulvum
Nannizzia gypsea var. fulva
Arthroderma fulvum

Géophile

Nannizzia gypsea®

Microsporum gypseum
Arthroderma gypseum

Géophile

0,5% (44)°

Nannizzia incurvata®

Microsporum gypseum
Nannizzia gypsea var. incurvata
Arthroderma incurvatum

Géophile

Nannizzia persicolor

Microsporum persicolor

Trichophyton mentagrophytes var. persicolor
Microides persicolor

Arthroderma persicolor

Géophile

0,03% (3)

Total

aNoms qui devraient étre adoptés maintenant dans les laboratoires par les médecins et dans la littérature

100% (025)

b Fréquence des espéces isolées au laboratoire de dermatologie du CHUV de 2001 a 2015 (9035 souches isolées de patients)

¢ Trichophyton interdigitale (anthropophile, non inflammatoire) est isolé généralement de tinea unguium et tinea pedis alors que

T. mentagrophytes (zoophile, inflammatoire) est isolé généralement de tinea corporis, tinea faciae et tinea capitis

dEspeces géophiles trés proches

€ Nannizzia fulva et N. incurvata n’ont pas été distingués de N. gypsea dans notre routine.

Tableau 3 : Dermatophytes pathogenes selon Monod M. (89)
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DIAGNOSTIC MYCOLOGIQUE

1. Intérét du diagnostic mycologique

Le diagnostic mycologique est nécessaire pour confirmer ou infirmer le diagnostic clinique d’'une
mycose cutanée. Il ne se discute pas et est indispensable pour la prise en charge d’'une onychopathie
suspecte d’'onychomycose, ou d'une 1ésion du cuir chevelu suspecte de teigne chez un enfant, car ces
infections nécessitent un traitement systémique. De plus, le colit d’'un examen mycologique est bien
inférieur a celui d'une épreuve thérapeutique prescrite sur une intuition clinique et non fondée. Cette
attitude est a proscrire particulierement pour des lésions du cuir chevelu chez I'enfant car elle peut
aboutir a des lésions cliniques dramatiques d’une teigne inflammatoire (90).

Le diagnostic mycologique conventionnel par culture reste le gold standard mais des techniques
complémentaires peuvent aider au diagnostic d'espece. La spectrométrie de masse de type
MALDI - TOF est de plus en plus courante. Les techniques de biologie moléculaire peuvent suppléer aux
limites du diagnostic morphologique mais aussi permettre un diagnostic plus rapide et plus sensible
grace ala détection de I’ADN du dermatophyte directement dans le prélévement.

2. Etapes du diagnostic mycologique conventionnel

2.1. Contexte de l'infection

Tout d’abord, il est indispensable de connaitre 'anamnése du patient (89). Le diagnostic débute ainsi
par l'interrogatoire du patient (ou de 'accompagnant s’il s’agit d’un enfant) afin de préciser I'histoire
de lalésion, sa date d'apparition, son évolution et de rechercher des facteurs qui favoriseraient ce type
d’infections : I'dge du patient, son origine, ses activités professionnelles, sportives, religieuses,
culturelles, un séjour récent a I'étranger, des contacts avec des animaux, d’autres cas dans I’entourage
familial ou a I'école..., mais aussi I'existence de traitements antérieurs en précisant leur durée et leur
efficacité (90).

L’examen se poursuit par une étude macroscopique des lésions. Leur aspect érythémateux ou vésiculo-
papuleux, comme leurs localisations sont des éléments a bien noter pour la suite de I'investigation. De
méme, un bilan d’extension a la recherche de lésions associées doit étre effectué (89,90).

L'examen avec une lampe de Wood s'impose en cas de suspicion de teigne du cuir chevelu. La 1ésion
est analysée sous rayonnements ultraviolets, une fluorescence verte trés intense est observée dans le
cas des teignes tondantes microsporiques (endo-ectothrix) et vert-jaune dans le cas de la teigne
favique (1,90,91).

2.2. Préléevement (de qualité)

Le préléevement est considéré comme 1'étape la plus critique de 'examen mycologique, sa qualité
conditionnant l'isolement de 1'agent pathogéne. Il doit étre effectué a distance de toute application
d’antifongique. Dans le cas contraire, trois mois de fenétre thérapeutique sont nécessaires apres la
prescription d'une solution filmogene ou d’un vernis avec pour principe actif la ciclopirox olamine ou
I'amorolfine, ou bien la prise de terbinafine per os pour un examen des ongles ; et quatre semaines
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apres l'application d'un autre antifongique pour les lésions cutanées ou du cuir chevelu (90). Les vernis
cosmétiques sont retirés en amont, une toilette au savon neutre est indiquée le jour méme, et une
asepsie complete de lalésion avec de I’alcool a 70° est effectuée au moment du prélévement (90,92,93).

La réalisation du prélévement doit étre confiée a un spécialiste (biologiste ou dermatologue) (94),
ayant une bonne connaissance séméiologique des dermatophytoses mais également des principales
dermatoses pouvant simuler une mycose (1). Il doit étre suffisamment abondant pour pouvoir
effectuer dans de bonnes conditions I'examen direct et la culture.

Le matériel utilisé doit bien entendu étre stérile et se résume a des grattoirs de Vidal, des pinces a
ongles de différentes tailles, des ciseaux, des vaccinostyles, des écouvillons stériles, des pinces a épiler
et des boites de Petri (1) (Figure 12).
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Figure 12 : Matériel nécessaire au prélevement des dermatophyties (1)

Par la suite, la technique de prélévement dépend de la présentation clinique de la lésion mais doit
toujours se faire au niveau de la zone active de I'infection. Le champignon ayant une croissance apicale,
les mycéliums vivants sont donc situés a la périphérie des lésions cutanées ou a la jonction ongle
sain - ongle malade (1,90,91,94) :

» Auniveau unguéal :

Pour une onychopathie latérodistale avec hyperkératose sous unguéale et onycholyse, le prélévement
doit étre réalisé par grattage du lit de I'ongle dans la partie la plus proximale de I'atteinte, a la jonction
ongle sain - ongle malade, aprés découpage de la zone d’onycholyse. La partie distale est dégagée pour
éliminer les moisissures de I'environnement.

Pour les leuconychies superficielles ou proximales, il convient de gratter 1'ongle en surface au centre
de la tache blanche aprés avoir désinfecté la tablette de 1'ongle a I'alcool.

Dans les onychodystrophies, avec destruction quasi totale de l'ongle, les fragments superficiels
potentiellement souillés par des moisissures sont éliminés avant de prélever les quelques fragments
d'ongles (90).
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» Auniveau de la peau glabre :

Les lésions circinées extensives sont grattées avec une curette, un grattoir ou un scalpel mousse, en
périphérie de la lésion (sur le bourrelet inflammatoire) sur laquelle un écouvillon préalablement
humidifié avec de I'eau distillée stérile est ensuite appliqué (1).

Les lésions desquamatives des pieds, plantaires ou inter-orteils, sont prélevées par grattage ; mais si
les 1ésions sont vésiculeuses ou bulleuses, le toit de la bulle qui représente la couche cornée doit étre
découpé aux ciseaux (90).

» Au niveau du cuir chevelu :

Pour des lésions alopéciques et desquamatives du cuir chevelu, le prélevement des squames, des
cheveux cassés et des crofites se fait par raclage de la zone d’alopécie, avec une curette et une pince a
épiler. Un écouvillon humidifié avec de I'eau distillée stérile est ensuite appliqué sur la plaque
d’alopécie.

Pour un diagnostic de teigne inflammatoire, les cheveux en voie d’expulsion sont prélevés a la pince a
épiler sur la zone du kérion. Le pus est prélevé al’écouvillon. Les squames et les crolites sont recueillies
par grattage aprés dégagement aux ciseaux de la 1ésion (90).

» Au niveau des régions pileuses :

Pour les folliculites et les sycosis, les poils et les duvets sont prélevés a la pince a épiler, puis un
écouvillon préalablement humidifié est appliqué sur les lésions suintantes (1).

2.3. Examen direct

En mycologie, I'examen direct est capital. Réalisé immédiatement aprés le prélevement, il permet
d’affirmer la présence du champignon a I’état parasitaire au sein de la zone prélevée et de donner au
clinicien un premier résultat justifiant la mise en ceuvre rapide d’'un traitement spécifique, notamment
dans le cas des teignes tondantes du cuir chevelu (1).

Les prélévements sont examinés au microscope entre lame et lamelle dans une goutte de produit
éclaircissant comme I'’hydroxyde de potassium (potasse a 10%, 20% ou 30%), le lactophénol d’Amman
ou le chloral-lactophénol qui dissocient les kératinocytes. Le lactophénol d’Amman permet de
conserver pendant plusieurs semaines les préparations, alors que la potasse qui digére rapidement les
différentes structures impose une lecture rapide des préparations. Les liquides éclaircissants sont de
préférence associés a un colorant (noir chlorazole, bleu de lactophénol), ce qui permet une meilleure
visualisation des structures fongiques. Il est possible d’utiliser lorsque I'on dispose d’'un microscope a
fluorescence, un agent clarifiant tel que le Calcofluor White (Sigma-Aldrich), pour une lecture
beaucoup plus rapide des lames (95,96).

Pour les prélevements de squames, de peau ou d’ongle, 'examen direct doit mettre en évidence des
filaments hyalins, septés, plus ou moins arthrosporés, quelle que soit I'espéce qui sera isolée par la
suite. Ces filaments confirment I'existence d'une mycose, vraisemblablement d’origine
dermatophytique, tout en sachant que des moisissures d’intérét médical, notamment dans 1'ongle,
peuvent aussi étre incriminées (5,90,95) (Figure 13).
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Pour les préléevements de cheveux (ou de poils), en plus de la présence de spores et/ou de filaments
dans les squames, il est indispensable de rechercher les cheveux (poils) parasités afin de déterminer
le type de parasitisme pilaire, tres prédictif de 'espéce en cause (95). Par exemple, les teignes
endothrix sont toutes dues a des espéces anthropophiles du genre Trichophyton, le clinicien peut alors
débuter le traitement immédiatement et déclencher une enquéte familiale. Les teignes endo-ectothrix
sont de type microsporique ou microide (5).

L’examen direct permet également d’apprécier la vitalité du champignon, des éléments vides sont
a priori morts et préjugent d’'une culture stérile (90).

Figure 13 : Examen direct de squames cutanées dans du noir chlorazole : filaments mycéliens septés,
plus ou moins arthrosporés compatibles avec un dermatophyte (grossissement x40) (90)

L’examen direct est donc une étape fondamentale du diagnostic mycologique. Il est parfois le seul
examen permettant de faire ce diagnostic (patients déja traités, pauci-parasitisme...). En revanche, un
examen direct négatif n’exclut pas le diagnostic de dermatophytose, notamment dans le cas des ongles,
et la mise en culture du prélévement est primordiale.

2.4. Culture

La mise en culture des prélevements, étape indispensable pour le diagnostic d’espéce, doit étre
systématique. Le milieu de référence pour les dermatophytes est le milieu de Sabouraud additionné
d’antibiotiques (chloramphénicol et/ou gentamicine) qui inhibent la croissance des bactéries de la
flore cutanée, et de 0,5 a 1 g/L de cycloheximide (Actidione®) qui inhibe celle de la plupart des
moisissures, ainsi que de certaines espéces de Candida. Par ailleurs, compte tenu de la présence
possible d’'une moisissure potentiellement pathogéne ou d'un pseudodermatophyte, il convient
d’ensemencer en paralléle une gélose de Sabouraud avec antibiotiques mais sans cycloheximide (90-
92,95,96).

La culture est préférentiellement réalisée en tubes (puisque ceux-ci sont gardés plusieurs semaines)

mais des géloses sur boites de Pétri peuvent également étre utilisées. Les tubes ne doivent pas étre
completement vissés pour garder une atmospheére aérobie (1,94).
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Les cultures sont ensuite incubées a 25 + 2°C au minimum pendant 3 semaines avant de rendre des
résultats négatifs, certains agents comme T. verrucosum se développant plus lentement. Elles sont
examinées au moins une fois par semaine, jusqu’a l'identification de I'agent fongique (94,96).

2.5. Identification morphologique

Les dermatophytes isolés a partir des lésions se reproduisent en culture uniquement de maniere
asexuée. Leur identification repose notamment sur la vitesse de croissance, mais surtout sur I'aspect
macroscopique et microscopique des colonies sur la primoculture (1,89).

L’examen macroscopique comporte I'analyse de la couleur des colonies (au recto et au verso), de leur
forme (rondes, étoilées, ...), de leur relief (plates, plissées, ...), des caractéristiques de leur surface
(duveteuse, poudreuse, granuleuse, glabre, ...). La présence d'un pigment diffusant dans la gélose est
aussi recherchée. Les éléments microscopiques a considérer sont : I'aspect des filaments mycéliens, la
présence de chlamydospores, l'abondance et la morphologie des microconidies (toujours
unicellulaires, rondes ou piriformes, solitaires ou disposées en acladium, voire en buissons), la
présence et la morphologie des macroconidies (toujours pluricellulaires a cloisons transversales, a
paroi lisse chez les Trichophyton, ou rugueuse chez les Microsporum), ainsi que la présence d’autres
éléments que I'on appelle ornementations (1,91).

Prenons I'exemple de quatre especes de dermatophytes, parmi les plus fréquemment isolées en
pratique clinique chez 'homme (1,69,91,97) qui sont décrites dans les figures 14 a 20.

Dans certains cas, le dermatophyte peut ne pas étre identifié, soit parce que la souche reste stérile, soit
parce qu'elle présente des caractéres culturaux macroscopiques et/ou microscopiques atypiques. Elle
pourra alors étre repiquée sur des milieux spécifiques afin de favoriser la conidiogénése et/ou la
production d’'un pigment caractéristique (milieu PDA, milieu Lactrimel de Borelli...) (6,98).

Il convient de rappeler que le diagnostic in fine est le résultat de la confrontation des différents
arguments épidémiologiques, cliniques et morphologiques (1).

Il convient également de noter que bien qu'un diagnostic fiable et précis notamment au niveau de
I'espéce en cause soit primordial pour une prise en charge efficace des dermatophytoses, une étude de
I'observatoire européen de I'onychomycose a montré que seuls 3,4% des médecins généralistes et
39,6% des dermatologues prescrivent un prélevement et un examen mycologique, probablement en
raison des difficultés du diagnostic et du délai de la culture (99).
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Genre : Microsporum

Espéce : canis

Temps de croissance : rapide (environ 5 jours),

caractéristique au 10°™¢ jour.

Aspect macroscopique :  petites  colonies

blanches constituées de filaments mycéliens

immergés dans la gélose formant des stries
radiales telles une étoile d’amiante; texture
soyeuse qui devient duveteuse a maturité;
couleur jaune-or ou chamois au revers, bien que
certaines colonies puissent rester incolores.

Aspect microscopique :  macroconidies en

qguenouilles, composées de 6 a 12 logettes, a
parois épaisses et échinulées; microconidies
piriformes mais plutdt inconstantes ; possibles
filaments en raquette.

Figure 14 : Aspect macroscopique de M. canis
(recto a gauche, verso a droite) (69)

Figure 15 : Aspect microscopique de M. canis,
visualisation de macroconidies (69)

Genre : Trichophyton
Espéce : interdigitale

Temps de croissance : 8 a 10 jours

Aspect _macroscopique : colonies étendues, de

couleur blanche a creme, dont la structure parait
poudreuse semblable au daim; le pigment
inverse est plutdt clair voire incolore, mais tend a
foncer avec le vieillissement.

Aspect microscopigue : microconidies allongées

disposées en acladium ou rondes disposées en
buisson, s’associant occasionnellement a des
hyphes ou plus rarement a des macroconidies a
paroi lisse composées de 2 a 3 logettes.

Figure 16 : Aspect macroscopique de T. interdigitale
(recto a gauche, verso a droite) (69)

Figure 17 : Aspect microscopique de T. interdigitale,
visualisation de macroconidies, microconidies et hyphes (69)
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Genre : Trichophyton
Espéce : mentagrophytes

Temps de croissance : 5 a 6 jours

Aspect macroscopique : colonies rases, a texture

platreuse, seche, de couleur blanche en surface
et constituées d’un pigment rouge brun au
revers.

Aspect microscopigue : microconidies sphériques

grappe,
macroconidies lisses constituées de plusieurs

disposées en associées a des

logettes, ainsi qu’a des hyphes vrillés ou spiralés.

Figure 18 : Aspect macroscopique (a) puis microscopique de
T. mentagrophytes, visualisation de macroconidies (b),
microconidies (c), hyphes (d) (69)

Genre : Trichophyton
Espece : rubrum

Temps de croissance : rapide (environ 6 a 7 jours)

Aspect _macroscopique : coupole blanche ou

rosée, a texture crémeuse et humide, pouvant se
décliner du jaune au noir en passant par le rouge
au revers.

Aspect microscopique : macroconidies souvent

absentes, notamment sur les souches
autochtones, parois lisses et minces et en forme
de cigare; microconidies piriformes, solitaires,
disposées en acladium, contenant des éléments

triangulaires.

Figure 19 : Aspect macroscopique de T. rubrum sur deux
géloses différentes (a, lactrimel) (b, mycobiotique) (69)

b -
(O es
it B :
Figure 20 : Aspect microscopique de T. rubrum,
visualisation de macroconidies et microconidies (69)

.
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3. Identification des dermatophytes isolés en culture par
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF

La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF, pour « Matrix Laser Assisted Desorption/lonization
Time Of Fly » ou en francais : « Temps de Vol apres Désorption et Ionisation par Laser Assisté d'une
Matrice », a fait une entrée fracassante il y a une dizaine d’années dans le monde de la microbiologie
clinique en permettant une identification rapide (en quelques minutes) et standardisée de '’ensemble
des micro-organismes, bactéries et champignons, isolés en routine dans un laboratoire.

3.1. Principe de l'identification par SM MALDI-TOF

L’analyse d’'un échantillon (micro-organisme entier) par SM MALDI-TOF comporte trois phases
(100,101) (Figure 21):

g =

Spectre de masse >1\;
oL

Détecteur —>(____}

ke Temps de vol
Tube de vol —> ﬁ_H o

Laser - ; Champs électrique

Cible métallique —

Matrice
HCCA

Figure 21 : Représentation schématique des différentes phases de la SM de type MALDI-TOF (102)

1) Une phase d’ionisation et de désorption de I’échantillon : 'échantillon et la matrice sont
déposés sur un support métallique (cible) ou ils vont co-cristalliser apres 1'évaporation des
solvants. L'ensemble est soumis au tir d’'un faisceau laser UV. Le réle de la matrice est
d’absorber I’énergie provenant du laser, ce qui provoque la vaporisation (étape de désorption)
de I’échantillon puis l'ionisation permettant ainsi la formation d’ions de masses différentes.

2) Une phase de «vol » : les molécules ionisées sont ensuite accélérées et séparées dans une
colonne de vide - ou « tube de vol » - au sein de laquelle est appliqué un champ électrique.
L’accélération des molécules est proportionnelle a leur charge (z) et inversement
proportionnelle a leur masse (m). La phase de « vol » permet d’individualiser les molécules de
I’échantillon selon leur rapport m/z.
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3) Une phase de détection : a I'extrémité de la colonne se situe un détecteur qui transforme
I'information électrique (produite par les ions a la fin de leur vol) en un courant électrique.
L’information est ensuite amplifiée puis numérisée selon le temps de vol (TOF). On obtient
ainsi un spectre de masse dépendant des protéines présentes dans I’échantillon testé. 1l s’agit
donc d'une empreinte protéique du micro-organisme. Le spectre protéique obtenu est
comparé a une banque de spectres de référence correspondant a des micro-organismes
d’espéce connue. Un score de similitude, ou Logscore, est calculé pour déterminer le spectre
ayant le plus d’homologie avec le spectre de I'échantillon.

Des stations completes d’identification par SM MALDI-TOF, incluant non seulement I'appareillage mais
aussi les logiciels d’exploitation des spectres contenant la banque de référence et les algorithmes
d’identification, sont commercialisées depuis quelques années. Il existe actuellement trois systemes
concurrents en France, le Vitek MS (BioMérieux, Marcy-1'étoile, France), le MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany) et I’Andromas (Andromas SAS, Paris, France) qui utilisent non
seulement des instruments différents mais également des protocoles de préparation de I'échantillon
et des bases de données qui leur sont propres. De nombreuses études ont été publiées ces dernieres
années pour évaluer ces systémes (103,104).

3.2. Utilisation du MALDI-TOF pour l'identification des dermatophytes

La SM MALDI-TOF a d'abord été adaptée pour l'identification des bactéries (105) et des levures (106).
Cependant, le développement d'une procédure standardisée pour l'identification en routine des
champignons filamenteux a nécessité quelques années supplémentaires (107-110). En effet, la
complexité biologique inhérente aux champignons filamenteu, illustrée entre autres par la présence
concomitante de différentes structures fongiques (hyphes et/ou conidies) dans une méme culture, les
rend difficiles a identifier (111). Les dermatophytes ne dérogent pas a la regle. De plus, ils poussent
relativement lentement en culture, sont peu prolifératifs et produisent souvent des pigments.

Depuis 2008 plusieurs études ont évalué les performances de l'identification des dermatophytes par
SM MALDI-TOF (104,112-121). Les performances d’identification observées varient de 13,5% a 100%
selon les études. Cette hétérogénéité est en partie due a des disparités dans les étapes critiques de la
procédure utilisée par chacun des laboratoires (122). En effet, la précision de I'identification d'un
micro-organisme dépend de la qualité du spectre obtenu. Les conditions de culture, les méthodes
d’extraction des protéines, les méthodes de dépot de I’échantillon et la nature de la matrice sont autant
de parameétres qui peuvent modifier la qualité des spectres obtenus. La base de données de spectres
de référence et 'algorithme de comparaison du spectre a identifier sont également importants a
prendre en compte pour espérer une analyse fiable et reproductible.

> Les milieux de culture et les temps d’incubation

Une identification fiable par SM MALDI-TOF devrait idéalement pouvoir étre réalisée
indépendamment des conditions de croissance du champignon.

Plusieurs études ont démontré que ni le milieu de culture, ni le temps d'incubation de la culture, deux
facteurs connus pour modifier les profils protéiques des micro-organismes (123) n'influengaient
significativement la performance de l'identification des dermatophytes par SM MALDI-TOF
(112,113,115,118). Par exemple, dans leur étude, L’Ollivier et al. (115) ont évalué I'impact de la
cycloheximide dans le milieu de culture et du temps d'incubation. Pour cela ils ont créé 48 spectres de
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référence a partir d’isolats cliniques bien caractérisés de 17 especes de dermatophytes cultivés dans
différentes conditions. IIs n’ont alors observé aucune différence, puisque l'identification en prospectif
de ces mémes isolats cliniques a l'aide de cette bibliotheque était correcte pour 97,8% d’entre eux. De
la méme fagon aucun « effet milieu » n’a été identifié dans I’étude clinique de Theels et al. (113) portant
sur I'analyse d’isolats (5 a 30) de 5 espéces de dermatophytes cultivés sur 6 milieux différents.

En fonction des études, le temps d'incubation des cultures avant 1'étape d’extraction des protéines
varie de 3 jours a 3 semaines, sans donner des résultats d’identification sensiblement différents. Pour
De Respinis et al. (112), I'allongement du temps d’'incubation des cultures a 10 jours et/ou la répétition
des analyses n’ont pas d’impact sur les résultats. A I'inverse, Packeu et al. (114) ont rapporté que la
précision de l'identification au niveau de I'espece est améliorée en prolongeant le temps d'incubation
de 3 a 14 jours (avec 100% d'identifications correctes a 14 jours). A I'heure actuelle, au Laboratoire de
Mycologie du CHU de Bordeaux, I'identification des dermatophytes est réalisée directement sur les
colonies obtenues a partir de la culture du préléevement sur gélose Sabouraud-Chloramphénicol-
Gentamicine additionnée de cycloheximide, y compris sur des colonies jeunes avant I'apparition des
caractéres morphologiques caractéristiques et sur des mycéliums stériles. La SM MALDI-TOF accélere
ainsi le délai d'obtention des résultats d'identification, ce qui facilite la prise en charge des patients,
méme si les dermatophytoses ne sont pas une urgence médicale.

» L’extraction des protéines et la matrice

Les procédures d'identification des micro-organismes par SM MALDI-TOF décrites dans la littérature
sont nombreuses. L'identification directe des cellules intactes est l'approche la plus simple. Elle est
adaptée a la plupart des bactéries d’intérét médical du fait de la fragilité de leur paroi, I'énergie
déployée par le laser de I'appareil étant suffisante pour permettre la lecture du contenu protéique du
micro-organisme. Cependant, pour les cellules fongiques qui possedent une paroi cellulaire peptido-
polyosidique rigide et épaisse, une étape pré-analytique d'extraction des protéines a I'aide de solvants
acides est nécessaire, pour libérer les protéines d'intérét et générer le code-barres MALDI-TOF. La
méthode qui consiste a déposer une partie de la colonie sur la cible et a la recouvrir d'une goutte
d’acide formique a 70%, permettant une lyse chimique de la paroi, est efficace pour les levures (102).
Cependant, elle est difficile a appliquer pour la majorité des champignons filamenteux en raison de
leur texture poudreuse et de la volatilité des spores. La méthode parfaitement standardisée de
prétraitement et d’extraction a I'acide formique et I'acétonitrile qui a été optimisée et simplifiée (107)
est actuellement utilisée de maniere courante pour les moisissures et les dermatophytes. Brievement,
une partie de la colonie est mise en suspension dans un tube contenant de I'éthanol a 70° pour
I'inactiver, une fois I'alcool éliminé, la colonie fongique est recouverte par un volume d’acide formique
a70% afin de réaliser une lyse chimique de la paroi, et apres incubation de cinq minutes a température
ambiante, un volume équivalent d’acétonitrile (dont le role est de précipiter les protéines) est ajouté
a 'acide formique. Apreés centrifugation, 1,5 pL de surnageant est déposé sur la cible. Le dépdt est
ensuite recouvert par une goutte de matrice.

Une matrice est composée de petites molécules d’acide possédant un fort pouvoir d’absorption dans
la gamme de longueur d’onde du laser. L’ionisation par laser assisté d'une matrice permet une
séparation plus douce des molécules, et donc la détection des biomolécules fragiles comme les
peptides, les protéines et les glycoprotéines (122). Ainsi, le choix de la matrice utilisée en
SM MALDI- TOF influe sur la qualité des spectres obtenus en termes de nombre et d’intensité relative
des pics. Les principales matrices utilisées sont 'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA), I'acide
sinapinique (SA) et l'acide 2,5-hydroxybenzoique (DHB). Une solution équimolaire d’'une de ces
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molécules est généralement préparée dans un mélange d’eau, de solvant organique (acétonitrile ou
I’éthanol) et d’acide trifluoroacétique (124). Bien que les deux études fondatrices aient utilisé le
DHB (118), le HCCA est désormais la matrice la plus employée et la plus recommandée pour
l'identification des dermatophytes (125), et des champignons microscopiques en général.

» Les bases de spectres de référence et les algorithmes de
comparaison des spectres

Dans la premiere étude, réalisée en 2008, Erhard et al. (118) ont comparé, en aveugle, la
SM MALDI - TOF, I'identification morphologique conventionnelle et le séquengage de '’ADN des régions
ITS des génes codant 'ARNr pour identifier des isolats cliniques de dermatophytes. Pour toutes les
identifications par SM MALDI-TOF, un degré de confiance de 99,9% a été obtenu avec les principales
espéces, c'est-a-dire T. rubrum, T. interdigitale, T. tonsurans, et A. benhamiae.

Rapidement, il a été clairement établi que la précision de l'identification des champignons filamenteux
par SM MALDI-TOF dépend de la qualité de la base de références utilisée. En effet, les résultats different
considérablement selon qu’ils ont été obtenus a partir de la base de données standard du fabricant ou
de la méme base enrichie par I'utilisateur avec des spectres de référence « maison ».

L’enrichissement des bases de données commerciales, avec des spectres de référence provenant de
souches de dermatophytes dont I'identification est validée par les méthodes de référence, est essentiel
pour une identification précise des dermatophytes. En fait, toutes les études qui ont évalué la
SM MALDI-TOF pour l'identification des dermatophytes, ont utilisé leur propre base de références,
soulignant ainsi la sérieuse limitation des bases de spectres de référence commercialisées.

De plus, l'identification correcte d’'une espece dépend du nombre de souches introduites dans la base
de données de spectres de référence pour une méme espece. Par exemple, en utilisant respectivement
la base Bruker standard ou enrichie, Theel et al. (113) n'ont correctement identifié que 4,7% et 36,8%
des 171 isolats analysés, et Karabigak et al. (121) 13,5% et 31% des 115 isolats et 11 souches de
référence testés dans leurs études. De Respinis et al. (112) ont eux évalué les performances du systéme
Vitek MS Plus. Un total de 134 souches de dermatophytes ont été ajoutées pour élargir la base de
spectres de référence du fabricant, qui a ensuite été validée avec 131 isolats cliniques de
dermatophytes. Avec cette base de données enrichie, les auteurs ont correctement identifié 95,8% des
isolats apres 3 jours de culture.

La faible reproductibilité des spectres observée notamment pour les champignons filamenteux avec
des phénotypes hétérogenes limite I'intérét de leur identification par SM MALDI-TOF.

L'architecture des bases de données de spectres de référence pour l'identification des dermatophytes
estrelativement mal documentée. Dans les études de Theel et al. (113) et Karabigak et al. (121), chaque
extrait protéique obtenu a partir des souches de référence a été déposé sur huit spots et les spectres
ont été collectés en trois exemplaires, donnant un total de 24 spectres par isolat.

Pour améliorer l'identification par SM MALDI-TOF des champignons filamenteus, il a fallu évaluer
I'architecture de bases de références distinctes. Normand et al. (126) ont construit des bases de
spectres de référence d’architecture différentes pour 30 espéces de champignons filamenteux et
comparé en détail I'efficacité de chaque base pour l'identification de 200 isolats cliniques collectés de
maniére prospective, dont 38 especes dans 28 genres. Cette étude a clairement démontré que
I'efficacité de l'identification est améliorée de facon significative en augmentant a la fois le nombre de
spectres de masse générés a partir de subcultures distinctes pour une souche donnée et le nombre de
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souches par espéce. Cela présente également un avantage pour les espéces rares ou émergentes, pour
lesquelles le nombre de souches disponibles est insuffisant pour construire une base de données de
spectres de référence efficace.

» Taxonomie

Des erreurs d’identification récurrentes concernant les espéces étroitement apparentées telles que
T. rubrum, T. violaceum et T. soudanense; T. interdigitale et T. mentagrophytes; T. equinum et
T. tonsurans ; et M. audouinii et M. canis ont été rapportées dans plusieurs études (104,112,113,
119,122).

Par exemple, dans la Figure 22, I'analyse des spectres de masse MALDI-TOF d’isolats du complexe
T. rubrum montre I'hétérogénéité des profils protéiques au sein des isolats de T. rubrum etla similitude
entre les isolats des espéces étroitement apparentées de T. violaceum et de T. soudanense.
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Figure 22 : Spectres de masse MALDI-TOF obtenus a partir d'isolats du complexe T. rubrum montrant
I'hétérogénéité relative des profils protéiques au sein des isolats de T. rubrum et la similitude relative
entre les isolats des espéces étroitement apparentées de T. violaceum et T. soudanense (122)

L’identification erronée entre T. rubrum, T. soudanense et T. violaceum dans plusieurs études utilisant
des bases de données de spectres de référence distinctes montre que l'identification par
SM MALDI-TOF est limitée par la performance du « gold standard » d’identification utilisé. Le gold
standard actuel pour l'identification des isolats de dermatophytes est I'analyse du code-barres de la
région ITS du géne codant 'ARNr. Cependant, T. rubrum et T. soudanense, sont difficilement
différentiables en utilisant la séquence ITS. Ce méme probleme limite également'identification précise
des espéces du complexe T. mentagrophytes, d’ou I'importance de mettre a jour les bases de données
de séquences nucléotidiques avec les séquences d’ADN de dermatophytes conformes a la définition
actuelle des especes de dermatophytes.
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» Perspectives

Bien que le contenu des banques de références commerciales (Bruker, BioMérieux) évolue en
permanence, il reste largement insuffisant pour couvrir la diversité des moisissures et des
dermatophytes a identifier dans les laboratoires. Cependant, la constitution de bases de données
complémentaires n’est pas a la portée de tous les laboratoires. Une application web, reposant sur des
algorithmes originaux couplés a une base de références conséquente comprenant 11851 spectres
(938 especes, 246 genres fongiques), a été développée avec plusieurs CHU, dont le CHU de Bordeaux,
pour mieux identifier les champignons filamenteux impliqués en pathologie humaine (127). Le seuil
d’identification a été établi a partir d'un premier panel de 422 souches (126 espéces incluant des
espéces de dermatophytes), préalablement identifiées par séquencage. Les performances de
I'application ont ensuite été testées sur un panel de 501 isolats cliniques (88 taxa de moisissures et de
dermatophytes) provenant de 5 CHU. Au total 87,35% des isolats du panel d’évaluation ont été
correctement identifiés au niveau de 'espéce, 5,22% au niveau du genre et 7,43% n’ont pas pu étre
identifiés. Par comparaison, pour le méme panel, avec la base de données Bruker daltonic sur le logiciel
MALDI Biotyper, les taux d’isolats non-identifiés atteignaient 39,7% pour un seuil établia 1,7 et 74,3%
pour le seuil de 2,0 recommandé par le fournisseur. Par ailleurs, le temps d’analyse pour une plaque
de 96 échantillons était de 90 secondes sur Internet pour 58 minutes avec le MALDI Biotyper. La
premiére application en ligne nommée MSI (biological-Mass-Spectrometry-Identification) a été lancée
en 2017 (127-129).

Le projet MSI proposé par Sorbonne Université est actuellement le systeme d’identification le plus
complet pour les champignons filamenteux. Une nouvelle application MSI-2 caractérisée par des
algorithmes encore plus précis et une base de données plus étendue (> 1100 espéces fongiques), a été
mise a disposition des utilisateurs gratuitement sur internet en 2021 (https://msi.happy-dev.fr/)

(130). Elle permet aux mycologues et aux microbiologistes d’identifier les especes de champignons
filamenteux, y compris les dermatophytes, en ligne a partir du spectre MALDI-TOF qu’ils ont obtenu
dans leur laboratoire, ce qui constitue une avancée importante.

Tres récemment, Jabet et al. (131) ont encore amélioré la base de références de MSI-2 pour
l'identification des dermatophytes. La banque finale comprend 3984 spectres provenant de 111
souches identifiées par séquencage, de 20 especes différentes. L’acquisition des spectres a été réalisée
a l'aide du Microflex Bruker, a partir de cultures réalisées sur deux milieux différents (SCG et milieu
Conidia) et collectée tous les trois jours apreés l'apparition des colonies. L’augmentation du nombre de
souches de référence par espéce et I'inclusion de plus de spectres par souche de référence isolée de
cultures d'ages différents ont amélioré les performances d'identification. Le pourcentage
d'identification correcte au niveau de 1'espéce est passé de 63,4 a 91,7%. Concernant les complexes
d’espéces pour lesquels les erreurs d’identification sont fréquentes, une amélioration majeure a été
obtenue pour les Microsporum spp en permettant la distinction entre M. audouinii et M. canis avec un
haut niveau de confiance. En revanche, pour les complexes T. rubrum/T. violaceum/T. soudanense,
T. interdigitale/T. mentagrophytes et T.equinum/T.tonsurans, des confusions entre espéces
étroitement apparentées peuvent encore se produire.

» Impact au laboratoire

L’application MSI-2, utilisée au Laboratoire de Mycologie du CHU de Bordeaux, a clairement amélioré
les performances de l'identification par SM MALDI-TOF des dermatophytes en routine, grace a
I'enrichissement continu de la base de références notamment avec des spectres issus de cultures sur
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divers milieux et d’age différents pour s'adapter a la plupart des pratiques de laboratoire. Pour
distinguer les especes moléculairement proches pour lesquelles des erreurs peuvent subsister, les
biologistes prennent en compte leurs caractéristiques morphologiques, les données épidémiologiques
et le contexte clinique.

La SM MALDI-TOF constitue donc une avancée technique majeure et elle est aujourd’hui reconnue
comme une méthode d’identification fiable, robuste, reproductible, économique et facile a mettre en
ceuvre. C'est une alternative pratique a l'identification des dermatophytes par 'analyse de leur
morphologie macroscopique et microscopique, qui est relativement fastidieuse et nécessite une
expertise qui devient rare, ou par séquencage de 'ADN. Avec une base de données de spectres de
référence de qualité, elle offre une précision comparable a celle du séquencage de ’ADN.

4. Diagnostic moléculaire des dermatophytoses

Le diagnostic mycologique conventionnel par culture manque de sensibilité, avec un taux de positivité
des cultures généralement inférieur (jusqu’'a 30%) a celui de I'examen microscopique direct,
notamment dans le cas des prélévements d’ongle (132). Divers facteurs peuvent en étre la cause tels
qu'une quantité d'échantillon prélevée insuffisante, le prélévement de matériel non parasité, la
présence de filaments mycéliens non viables, un traitement antifongique initié avant le prélévement
etc. (133-135) De plus, environ 5 a 15% des échantillons sont faussement négatifs a 1'examen
microscopique direct (132,136). A I'inverse des conidies ou des hyphes de moisissures strictement
saprophytes peuvent étre observés a I'examen direct en cas de prélévement trop superficiel ou trop
distal dans les onychomycoses, conduisant ainsi a un résultat faussement positif (94,136). Enfin,
I'identification du dermatophyte isolé en culture peut s’avérer difficile en raison des similitudes
morphologiques entre différentes espéces ou du polymorphisme de certaines especes (137).

C’est dans ce contexte que des méthodes moléculaires ont été développées pour suppléer aux
insuffisances du diagnostic morphologique tout en apportant une réponse plus rapide au clinicien.

4.1. ldentification des espéces de dermatophytes isolées en culture

La plupart des méthodes moléculaires récemment décrites sont basées sur 'amplification et I'analyse
de séquences d’ADN.

Comme nous I'avons évoqué dans le paragraphe Taxonomie (cf. page 21), le polymorphisme des
régions ITS1 et ITS2 est suffisant pour pouvoir distinguer spécifiquement la majorité des espéeces de
dermatophytes (60,63,64,138,139). Les séquences d'ADNr 28S sont également appropriées (71) mais
moins discriminantes (140). Les genes codant pour la topoisomérase II et la chitine synthase 1 ont
également été utilisés comme cibles pour identifier les dermatophytes au niveau de l'espéce (141-
144).

» La PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

La PCR-RFLP repose sur I'amplification d'un gene cible par PCR classique, suivie d'une digestion
enzymatique des produits d’amplification par des enzymes de restriction, et l'analyse du
polymorphisme des longueurs des fragments de restriction obtenus apres leur séparation par
électrophoreése sur gel d'agarose ou de polyacrylamide. En fonction des enzymes de restriction choisis,
des profils de digestion différents sont obtenus selon I'espece ou la souche de dermatophytes.
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Kamiya et al. ont ciblé le géne codant pour la topoisomérase II, pour identifier six espéces de
dermatophytes (T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, M. canis, M. gypseum et E. floccosum) par
cette technique (145).

En ciblant le domaine V4 hypervariable de la petite sous-unité ribosomique 18S, Machouart et al. ont
pu distinguer neuf espéces de dermatophytes (146).

L’amplification et la digestion de '’ADNr 18S et de la région ITS, ont permis a Jackson et al., d’obtenir
14 profils de digestion distincts pour 50 isolats cliniques aléatoires de T. rubrum. Dans cette méme
étude, 'amplification de la région ITS a l'aide des amorces ITS1/ITS4, suivie de la digestion des
amplifiats par l'endonucléase Mva I, a produit des fragments de restriction uniques et facilement
identifiables pour la majorité des 17 espéces de dermatophytes analysées. Cependant, certaines
espéces étroitement apparentées, telles que T. rubrum/T. soudanense et T. quinkeanum/T. schoenleinii
n’ont pas pu étre distinguées (147). Rezaei-Matehkolaei et al. ont ensuite montré que cette technique
(amorces ITS1/ITS4 et digestion par Mva I), permet d’identifier et de différencier avec une bonne
spécificité plusieurs espéces pathogénes dont T. rubrum, T. interdigitale, T. violaceum, M. audouinii et
E. floccosum et qu’elle peut étre utilisée pour le dépistage rapide d'espéces étroitement apparentées
telles que M. canis/M. ferrugineum (148).

Plusieurs autres équipes ont utilisé la PCR-RFLP pour I'identification des dermatophytes (145,149~
151).

» Leséquencage

Le séquencage de la région ITS1 et/ou ITS2 aprés amplification a prouvé son intérét pour
I'identification de nombreuses espéces fongiques dont les dermatophytes. Quelques études ont porté
sur I'amplification des deux régions ITS (152,153). Il a été montré que la région ITS1 présente
suffisamment de variabilité interspécifique pour permettre de distinguer entre elles T. rubrum,
T. soudanense et T. violaceum, étant donné que ces deux dernieres especes ont une séquence identique
dans la région ITS2. En revanche, la région ITS2 constitue une meilleure cible pour différencier les
especes du complexe M. canis (M. canis, M. audouinii, M. ferrugineum), cette séquence montrant
quelques polymorphismes nucléotidiques simples (154,155). Une étude récente comparant l'efficacité
de plusieurs paires d'amorces ITS a conclu que ITS86F/ITS4 amplifiant la région ITS2 est la paire
d’amorce la plus performante donnant les meilleurs taux d'amplification et d'identification (155).

Lorsque le séquencgage ITS n’est pas suffisant pour identifier notamment une espéce du genre
Trichophyton, d'autres genes spécifiques peuvent étre séquencés, comme par exemple le géne codant
I'ARNr 28S permettant de distinguer T. mentagrophytes de T. interdigitale, ou le gene de la chitine
synthase I pour différencier T. benhamiae, T. interdigitale et T. rubrum. Il peut étre également pertinent
de séquencer pour croiser les informations les génes TEF 1-a, TUB et le géne de la topoisomérase I1, qui
auraient un pouvoir discriminant plus important au niveau des complexes d’especes (71,145,156,157).

Li et al. ont méme concu une puce a oligonucléotides pour l'identification de 17 espeéces de
dermatophytes (158). La méthode repose sur l'amplification des régions ITS1 et ITS2 a l'aide
d'amorces universelles, suivie de I'hybridation des produits PCR marqués a la digoxigénine a un réseau
d'oligonucléotides (17-mer a 30-mer) immobilisés sur une membrane en nylon. La puce porte des
oligonucléotides de séquence spécifique de chaque espece. Apres hybridation, la quantification du
signal permet de détecter la présence des différentes espéces représentées sur la puce.
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D’autres méthodes moléculaires

(PCR-RAPD et rep-PCR) permettant

I'identification des

dermatophytes ont été publiées et sont également rapportées dans le tableau 4.

Method Koy fratures Target Orgapisms identificd
PCR RAPD Amplification of random segments of genomic Random primer QOPAATL, T overrcosar, T sehoenfelnll, T tervesre, T menmgrogl)tes
DA with single pritner of arbitrary nocleotide OPDLE, OPAALT, OPULS complex, T concentieinr, T ajellol, M. caniz, M. gopeenn,
SCQUEnCE AL S, M endoradt, M. sanesr, M. cooked, E. Tocoosia,
M persicolor, T eguinnr, T sowdmnense, T tansarans,
T vindmeeur, M. forrigiacion
Random primer {unnamced) T menrpgroplivies var mentageopintes and var favendigiiale
Random primer {unnarmcd) T raedweie, T fonisnereaes, T meddaproplivies
Random prireer OPDE T nidwenr, T saudanerse, T gourdilt
Random primer GACA 4 M. cands, M ogvpeear, T valvur, T ajeliol, E. feccosum
Random primer AC10, T overvicosar, T rafvur, T soloenlefnlf, T fervestre,
GTGSH, M15, AP3 T mertagrapites, T tonsarans, T, concerticun, T, ajellol,
M eanis, M golitnee, M gupeend, M il M. audoutiil,
M persicelor, M. vanlecaseghendl, E. focoosum, E. srockdaleas
Rep-PCR Random primers hybeidize on repetitive sequence All genoome T raedwsse, T ameeniagropdtes, T musieans, M canis
{Diversilab™® systeo) on the fungal genome. Fragments of different
size are produced depending on the species
PCR RFLP Restriction eazymes producing different fragment DA topoisomeras: 10 T nibwenie, T meniagropdines, T onserans, M. canis,

paticms affer digestion

PCR and gene sequencing PCR amplification of speeific genes fallowed
by sequencing and comparison of sequences
in o databease

Oligenueleotide amay PCR amplification folowed by hybridization of the
digoxnigenin-labelled PCR producs 1o an amay of

alisonueleatides on a nylon membrane

Hypervariable V4 domain
of LES (DNA

LESDNA = ITS

TS

[TS

RS RNA
Chitin gynthase
DMA topoisomerase 11

[T&] and ITSE2

M ppseni, . foccosim
E fMovensur, M eands, M oudmaall, T soudaneiese, T ndbvin,
T mentageapintes, T fonserans, T walacenm
A aendoednif, M. enrids, M. gvpeseasn, M. persienlor, E locoogumm,
T mentfageapintes, T fervesne, T verrneasur, T wioloceion
T tnrewlipincte, T nebiaar, T volfaceron, M persicolor,
M anvelonddeali, M. penwn, E. focoosum
E fMocensur, T ombnon, T mesmgropdiynes comples, M. conds,
A pypseni, T ronsnrans, T owolree, M. peaecor, M. awdouinl,
M eookel, M. ferruginean, M. uenvra, M. persicalor, T, erfnacet,
T selioenieiti, T soudanense, T fervesive, T verrucosus
T muenragroplivies var menfagropintes and var, farendigiiale
T mettagropliytes complex, T sbror

T raebwennr, T amentagropdites, T onsrans, M cauls,
M. mpseum, E. foccosmn
T verrsroasesr, T sehoenleinll, T tervesre, T mentagropliytes complex,
T conceriricam, T ajellof, M. canls, M. gpsesor, M filiun,
M i, M. conkel, E. focensum, M persivolor, T eguinin,
T sondanerse, T ionserans, T wioleesu, W ferrupibei,
M. entelonints

PCR polymicrase ehain reaction, £4P0 random amplified polymorphism DNA, RFLP restriction fagment lengih polymorghism

Tableau 4 : Méthodes de biologie moléculaire les plus représentatives pour l'identification des différentes especes de
dermatophytes isolées en culture (151)

Les méthodes de séquencage ciblant la région ITS sont les techniques les plus utilisées pour

l'identification définitive d'une souche fongique. Cependant, seuls les laboratoires de référence et les

laboratoires disposant de plateforme de biologie moléculaire peuvent disposer de cet outil (151).

Par ailleurs, d’aprés Monod et al. (144), l'identification des dermatophytes par alignement et

comparaison des séquences en utilisant la base de données NCBI accessible au public est souvent

problématique. Cette base est pléthorique et comprend des séquences identiques sous des noms

différents (notamment les séquences ITS et 28S), car lanomenclature des especes comme par exemple

celles du complexe T. mentagrophytes a longtemps fait débat (159,160). De plus, certaines souches ont

également été mal identifiées par les déposants de séquences. Un moyen de contourner ce probleme,

serait selon lui, de recourir directement a la base de données de séquences ITS accessible au public sur

le site Web dermatophyte Centraalbureau voor Schimmelcultures (http://www.cbs.knaw.nl/dermat

ophytes/) ou de créer une base de données interne au laboratoire.
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4.2. Outils moléculaires pour la détection et l'identification des
dermatophyvtes directement a partir du prélévement

Les principaux inconvénients de la culture sont sa faible sensibilité (+ 75 %) et le délai long de rendu
du résultat, en particulier pour les dermatophytes a croissance lente tels que M. audouinii et
T. verrucosum (2 a 4 semaines) ou ceux ne fructifiant pas en primo-culture. De ce fait, ces quinze
dernieres années, de nombreux travaux se sont concentrés sur la détection des dermatophytes

directement a partir de prélevements d’ongles, de cheveux ou de peau (92,161).

En effet, les outils moléculaires permettent un diagnostic rapide en 48 heures et de s’affranchir de la
culture grace a l'extraction directe de I'ADN fongique a partir des échantillons cliniques. De
nombreuses méthodes dites « maison » et quelques kits commerciaux, utilisant la PCR conventionnelle
ou la PCR en temps réel (q-PCR), ont été développés et sont rapportés dans le tableau 5 (151).

Method Kery features Turget Crrganisms identified
Mested PCR Conventional PCR. followed by amplification of smaller  Chitin synthase T T mehviem, T memtagraphyies, T, tonsueans, T, vielaceum
region inside the initial smplified fragment ITS1 T rwhrum, T memagraplyies
PCR Conventional real time PCR ITS1 +1TS2 T rubrum, T imerdigitale, M. audoninii, T. violaceunt
ITS1 Dermatophyte species
Chitin synthase [ + IT51 T ruwhrum, T inemtagroplyies
Commercially available kits
Dermatophyte PCR kit (Statens Serum Institute) Chitin synthase [ + ITS2 T, ruhram
FTD demmatophyte kit (Fast-track dispnostics) No duta available T mentagropliytes complex, T tonsnvans, T violacewn,
T vutbrnn complex, M. canis, M. andowinii
Dermatophyte real-time PCR. test (IDEXX Laboratories)  No duta available M. canis, M. gypsetm, M. andowinii, M. ferrugineun,
T mentagropiyies, T rubrion, T, schoenieini, T tonsirans,
T megmingi, T vialacewnt
DermaGenivs Nail plus multiplex (PathoMostics) ITS region T nbwm, T mentagrophytes complex, C alfbicans,
C. pavapsilosis
PCR-ELE Membranes with immobilized probes hybridized to ITS T rwhiwm, T interdigitale, T, mentagropivtes, T violacemn,
denatured FCR products. Detection with streptavidin M. audaeinii, T tonsurans, M. canis, E. flaccosum, T verrucosum
peroxidase and chemiluminescence
PCR ELISA PCR amplification followed by hybridization of Topoisomerse 11 T nehvaem, T interdigitale, T violocenmn, M. canis, E. flocoosum
digoxigenin-labelled PCR products to en amay
of biotin-labelled probes
Onychodiag (Bin Advance) Hyperanable V4 domain of 185 rDNA - T nedwem, T interdigitale, M. gypseunr, other nondermatophyte
species
PCR-RFLF  Restriction enzymes producing different frupment ITS + I8S T rubrum, T memagraphvies, E. floceosmn

patterns depending on the species after digestion

PCR polymerase chain reaction, RLE revense line blot, ELISA ensyme-linked immunosorbent assoy, AFLP restriction fragment length polymorphism

Tableau 5 : Méthodes de biologie moléculaire représentatives pour l'identification des dermatophytes directement a partir
d'échantillons d'ongles, de peau ou de cheveux (151)

L’extraction de I'ADN fongique présent dans les échantillons cliniques peut étre effectuée par la
méthode traditionnelle au phénol-chloroforme ou a I'aide de kits d'extraction commerciaux tout aussi
efficaces et plus pratiques a manipuler. La présence de kératine dans les échantillons cliniques
nécessite sa digestion préalable par des méthodes enzymatiques (protéinase K) ou non enzymatiques
(NazS) (92,144).

> Meéthodes dites « maison »

Diverses étapes post-PCR peuvent étre réalisées pour augmenter la sensibilité et la spécificité d’'une
PCR. La PCR nichée (ou nested PCR) est une technique dans laquelle la premiére amplification est
suivie d'une seconde amplification a I'aide d’'un couple d’amorces internes d’hybridant a I'intérieur du
premier fragment. Une PCR nichée pan-dermatophyte ciblant la chitine synthase I mise au point en
2007 par Garg et al. pour le diagnostic des onychomycoses, montre une sensibilité de 83,8% bien
supérieure a celles de I'examen direct microscopique apres digestion des ongles par de la potasse et
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de la culture (162). En 2009, cette méme technique (cible = chitine synthase I) est appliquée a la
détection directe et l'identification des dermatophytes dans la peau et les cheveux, avec la méme
sensibilité de 83,8% (163). La méme année, une PCR nichée dirigée contre ITS1 permet de détecter et
d’identifier efficacement T. rubrum et T. mentagrophytes dans des échantillons d'ongles et de
peau (164). Déja en 2005, une amorce ITS1 spécifique du genre Trichophyton a permis d’identifier
directement T. rubrum dans du matériel inclus en paraffine sans recourir a la culture (165). Ainsi, la
sensibilité plus élevée de la PCR nichée pan-dermatophyte conduit I'équipe de Garg a la proposer
comme gold standard pour le diagnostic des dermatophytoses (162,163). Cependant, cette
recommandation est contestée par d’autres en raison des risques de contamination plus élevés dus
aux deux étapes successives d'amplification.

En 2007, Arabatzis et al. développent une g-PCR en multiplex, basée sur I'amplification des régions
ITS1 et ITS2 et sur l'utilisation de sondes spécifiques des principales espéces et complexes d'espéces
pathogeénes, pour le diagnostic des dermatophytoses en moins de 24 heures. La PCR est alors évaluée
cliniquement sur une période de 6 mois en testant 92 échantillons de peau, d'ongles et de cheveux
provenant de 67 patients suspects de dermatophytose. La PCR est positive pour les 40 échantillons qui
se révélent étre également positifs a 'examen direct ou en culture, avec une identification correcte de
I'espece en cause dans les échantillons a partir desquels M. audouinii, T. interdigitale, T. rubrum ou
T. violaceum ont poussé en culture. Elle permet également de détecter 7 échantillons positifs
supplémentaires pourtant négatifs a I'examen direct et en culture (166).

En 2010, Bergmans et al. mettent au point une q-PCR ITS1 pour détecter et identifier simultanément
en quelques heures, dans des prélevements d'ongles, de peau et de cheveux, onze especes parmi les
plus prévalentes au sein des genres Epidermophyton, Microsporum et Trichophyton (167). Comparée
aux méthodes conventionnelles par Wisselink et al. pour I'analyse de 1437 échantillons cliniques, la
sensibilité de la g-PCR atteint 97%, traduisant une augmentation significative du taux de détection des
dermatophytes par rapport a la culture (168). En 2014, une autre q-PCR en multiplex ciblant la chitine
synthase I et la région ITS est développée pour la détection et l'identification de T. interdigitale et T.
rubrum dans des échantillons d'ongles. Sa sensibilité s’avére excellente (97% contre 81,1% pour les
méthodes conventionnelles) tout comme sa spécificité (169).

En 2011, une méthode de PCR-ELISA permettant la détection en 24 heures dans des échantillons
cliniques de cinq especes de dermatophytes (E. floccosum, M. canis, T. interdigitale, T. rubrum et
T. violaceum) fréquemment isolées est publiée. Elle consiste en une amplification par PCR du gene de
la topoisomérase Il en présence de digoxigénine, suivie de I'hybridation des produits de PCR marqués
a la digoxigénine a des sondes oligonucléotidiques marquées a la biotine. Aprés fixation des produits
PCR biotinylés sur une microplaque, la détection est réalisée a 1'aide d'un anticorps spécifique anti-
digoxygénine. La sensibilité de cette méthode par rapport a la culture est d'environ 90%. La spécificité
est bonne puisqu’aucune hybridation croisée n'est observée, que ce soit avec l'une des cinq espéeces de
dermatophytes ou avec I'ADN humain (132). Une équipe allemande qui a aussi évalué cette PCR-ELISA
pour le diagnostic des onychomycoses rapporte une sensibilité de 79% et une spécificité de
85,5% (170).

Plus récemment, Elavarashi et al. ont utilisé la PCR-RFLP pour détecter et identifier T. rubrum,
T. mentagrophytes et E. floccosum directement a partir de prélevements d’ongles ou de grattages
cutanés, a 'aide d’'une amorce spécifique des dermatophytes ciblant ’ADNr 18S afin d’optimiser la
technique. Méme si la sensibilité de la PCR-RFLP est supérieure a celles de I'examen direct et de la
culture, les trois enzymes de restriction Mva I, Hae Il et Dde I utilisées, n’ont pas permis de différencier

49



les 10 T. rubrum var. raubitschekii parmi les 47 isolats de T. rubrum et les 3 T. interdigitale parmi les
25 isolats de T. mentagrophytes (171). Cette méthode est par ailleurs assez complexe et laborieuse
pour étre facilement adaptée en routine.

» Kits commerciaux

En parallele de ces techniques dites « maison », parfois difficiles a reproduire, plusieurs Kkits
commerciaux ont été développés ces dernieres années pour détecter directement les dermatophytes
a partir du prélevement biologique. Pour des raisons de confidentialité, les cibles utilisées ne sont pas
toujours indiquées.

Le kit Onychodiag a été un des premiers développés par la société Bioadvance (Bussy-Saint-Martin,
France) pour le diagnostic des onyxis a dermatophytes. Il s’agit d'une PCR-ELISA congue pour détecter
la présence de dermatophytes dans les ongles sans aller jusqu’a I'identification de I'espéce. Ce kit
évalué en 2007 par Savin et al,, montre une sensibilité de 83,6% et une spécificité de 100% (172).

Une société danoise, Statens Serum Institute a commercialisé une PCR duplex en point final pour le
diagnostic des onyxis dermatophytiques en 5 heures, qui combine une PCR pan-dermatophyte avec
une PCR spécifique de T. rubrum. Les cibles sont la chitine synthase I pour la détection de tous les
dermatophytes et ITS2 pour T. rubrum (136). D’aprés Kondori et al. qui ont évalué cette PCR duplex
ses valeurs prédictives positive et négative, sa spécificité et sa sensibilité seraient respectivement de
93%, 87%, 94% et 85%, apres confirmation par un examen direct et/ou une culture positive. Les
performances de ce kit PCR en font un outil attrayant pour le diagnostic de routine des onychomycoses
a dermatophytes (173), I'inconvénient étant que seul T. rubrum peut étre identifié, méme s'il s'agit du
principal agent étiologique.

Fast-track diagnostics (Luxembourg) a développé le kit FTD Dermatophytes qui est une q-PCR
multiplex permettant la détection simultanée de M. canis, M audouinii et M. ferrugineum, du complexe
T. mentagrophytes, du complexe T. rubrum, de T. tonsurans et de T. violaceum. Le kit est con¢u pour
étre utilisé avec de ’ADN extrait directement a partir de squames cutanées, de cheveux ou d'ongles,
mais également a partir d’écouvillons et de cultures. IDEXX Laboratories (Wetherby, Royaume-Uni)
utilise la méme technologie pour la détection et I'identification des dermatophytes chez le chien et le
chat. Aucune étude n’a encore été publiée sur I’évaluation de cette q-PCR.

BioEvolution (Bry-sur-Marne, France) a commercialisé un kit de q-PCR appelé « Dermatophyte » pour
détecter I'ensemble des dermatophytes directement a partir d’échantillons de peau, de cheveux ou
d'ongles mais sans distinction des espéces. Ce kit constitue l'adaptation en temps réel du kit
Onychodiag, la société Bioadvance ayant été renommée BioEvolution. Une seule évaluation clinique de
ce kit a pour I'instant été réalisée par Petinataud et al. (174) sur 180 prélévements d’ongle provenant
de 90 patients atteints d’onychopathie et dontI'origine dermatophytique était suspectée. Les premiers
résultats rapportent une sensibilité supérieure a celle de la culture et le diagnostic d'un nombre
supérieur d’onychomycoses par rapport a la culture seule. Les auteurs soulignent également le fait que
la PCR permettraient de s’affranchir de la qualité du prélévement contrairement aux techniques
conventionnelles. La critique majeure de ce kit est I'absence d’identification au niveau de I'espece, qui
constitue une information indispensable pour I'épidémiologie et la mise en ceuvre d’un traitement
adapté dans le cas des dermatophytoses cutanées et des teignes.
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Un autre kit de g-PCR en multiplex, est depuis peu disponible sur le marché, le DermaGenius Nail de la
société PathoNostics (Maastricht, Pays-Bas). Ce test PCR a été spécifiquement congu pour détecter les
deux especes les plus prévalentes dans les atteintes unguéales, T. rubrum et T. interdigitale, mais aussi
la levure Candida albicans. La premiére évaluation rétrospective du kit a partir de 138 prélévements
d'ongles de doigts et d'orteils rapporte une sensibilité et une spécificité du test PCR de 80% et 74,4%,
respectivement, lorsque l'histologie et la culture sont utilisées comme référence pour définir
I'onychomycose (175).

En conclusion, le recours a la q-PCR en multiplex pour la détection et/ou l'identification des
dermatophytes devrait s’étendre en parallele a la mise sur le marché de kits commerciaux simples,
rapides et sensibles, laissant présager une orientation diagnostique « tout-PCR» dans certains
laboratoires. Les méthodes moléculaires étant par ailleurs plus sensibles que les méthodes
diagnostiques conventionnelles, il est probable qu'on observe une plus grande prévalence des
infections a dermatophytes et/ou a Candida spp dans les infections superficielles, comme l'ont
rapporté Wisselink et al. (151,168).

4.3. Choix des méthodes et des procédures pour le diagnostic de
routine

Les méthodes PCR pour identifier les dermatophytes dans les échantillons cliniques sont trés
attrayantes. Cependant, différents points sont a considérer avant leur introduction pour le diagnostic
de routine au laboratoire (144) :

(i) 'hétérogénéité des échantillons prélevés, qui peut s’avérer problématique pour I'automatisation de
I'extraction ;

(ii) les résultats attendus, qui ne sont pas les mémes dans les dermatophytoses cutanées et les teignes
d’une part et les onychomycoses d’autre part. Dans les échantillons de peau et de cheveux, une espece
de dermatophyte parmi une douzaine environ doit étre identifiée. Dans les échantillons d'ongles, seul
T. rubrum ou T. interdigitale (ou dans de rares cas une autre espece anthropophile telle que
T. soudanense) doivent étre identifiés. Cependant, I'agent infectieux peut étre un champignon
filamenteux autre qu’'un dermatophyte. En effet, dans de nombreux cas d'onychomycose ne répondant
pas a un traitement systémique standard par la terbinafine ou l'itraconazole, le réle pathogéne de
moisissures appartenant aux genres Fusarium, Acremonium ou Aspergillus a été reconnu (176). De ce
fait, lorsqu'un « non dermatophyte » est responsable de I'atteinte, un traitement adapté doit étre
prescrit ;

(iii) le risque de contamination, méme s’il est plus limité avec les méthodes de q-PCR ;

(iv) I'importance relative d'obtenir un résultat en peu de temps, puisqu’il n'y a pas d'urgence pour
initier le traitement d’'une onychomycose et que dans la plupart des cas de dermatophytose cutanée et
des teignes, un traitement peut étre débuté simplement sur la base des résultats de I'examen
mycologique direct qui prend 5 minutes ;

(v) le colit (prix des réactifs et des équipements, temps nécessaire a la réalisation des analyses) et la
quantité d'échantillons a analyser par semaine/par jour. Le colit d'une PCR est actuellement abordable,
notamment pour les laboratoires disposant d'une plateforme de diagnostic moléculaire et/ou en
regroupant les analyses a effectuer (par exemple une fois par semaine) puisque les résultats ne sont
pas urgents.
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L'introduction d'une procédure « tout PCR » en routine est tentante, mais de notre point de vue, la
réalisation de la culture fongique reste essentielle notamment en termes d'épidémiologie pour
rechercher 'origine de l'infection, et pour mettre en ceuvre un traitement adapté, toutes les méthodes
développées n'offrant pas la possibilité de distinguer les espéces. Par conséquent, les outils
moléculaires qui présentent clairement des avantages pourraient étre utilisés en complément de
'examen mycologique direct et des cultures. Plusieurs options peuvent étre envisagées en fonction de
la stratégie diagnostique souhaitée (174) :

(i) la PCR pourrait étre réalisée d’emblée sur tous les prélévements, en paralléle du diagnostic
conventionnel. En premiére ligne elle permettrait un diagnostic rapide et fiable pour les cliniciens,
méme si ce schéma implique un cofit plus élevé ;

(ii) 1a PCR ne pourrait étre réalisée que sur les échantillons positifs a I'examen direct. Cela implique
que l'examen direct soit performant pour permettre un dépistage efficace. Les techniques de
microscopie utilisant les fluorochromes sont trés sensibles pour détecter les hyphes et les spores
mémes rares dans les échantillons dermatologiques (177-180). Les résultats positifs pourraient ainsi
étre rendus dans les 24 heures et les échantillons négatifs a l'examen direct mis en culture pour pallier
aux faux négatifs de I'examen direct et assurer la détection et I'identification de tous les pathogénes, y
compris les levures ;

(iii) la PCR pourrait étre réalisée en deuxieme ligne, uniquement sur les échantillons toujours négatifs
en culture au bout d'une semaine par exemple, pour pallier au manque de sensibilité du diagnostic
conventionnel.

Comme nous I'avons vu, de nombreuses méthodes moléculaires ont été décrites pour la détection et
I'identification directe des dermatophytes a partir de la peau, des cheveux et des ongles, mais beaucoup
n’ont été testées que sur un petit nombre d ‘échantillons cliniques. Actuellement, les laboratoires qui
les utilisent en routine sont des pionniers. Cependant, comme dans un avenir proche, le recours a ces
outils devrait s’amplifier (y compris dans les laboratoires de ville) car de plus en plus de Kkits
commerciaux sont en cours de validation, il est important que l'expérience acquise dans ces
laboratoires soit partagée pour optimiser le choix des méthodes et des stratégies diagnostiques.
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TRAITEMENTS

1. Principaux antifongiques utilisés dans le traitement
des dermatophytoses en France

Les champignons microscopiques étant des micro-organismes eucaryotes, les cibles cellulaires sont
limitées : membrane plasmique, paroi, acides nucléiques et processus de division cellulaire (181,182).
Les différentes familles d’antifongiques utilisés par voie locale ou systémique en France pour traiter
les dermatophytoses (183), ainsi que leur mécanisme d’action sont rapportés dans le tableau 6.

Classe thérapeutique Médicaments (et formes galéniques) Mécanisme d’action
Allylamine Terbinafine (systémique et topique) Inhibition de la squaléne-époxydase

Systémique : fluconazole, itraconazole

Topique : bifonazole, éconazole,
Azolés fenticonazole, isoconazole, kétoconazole, Inhibition de la lanostérol-14-a-déméthylase

miconazole, omoconazole, oxiconazole,
sertaconazole, tioconazole

Dérivé du
Griséofulvine (systémique) Blocage de la division cellulaire en métaphase
benzohydrofurane

Chélation des cations métalliques trivalents
Hydroxypyridone Ciclopirox olamine (topique) Inhibition des enzymes dépendantes de ces

cations (catalase, peroxydase)

Inhibition de la chaine respiratoire
) . ) Inhibition de la A14-réductase
Morpholine Amorolfine (topique)

et de la A8,7-isomérase

Tableau 6 : Mécanismes d'action des différentes familles d'antifongiques utilisés pour traiter les dermatophytoses

La plupart ont pour cible la voie de biosynthese de I'ergostérol, principal stérol de la membrane
fongique, en inhibant différentes enzymes essentielles de cette voie métabolique : la lanostérol-14-a-
déméthylase cytochrome P-450 dépendante pour les imidazolés et les triazolés, la squaléne-époxydase
pour les allylamines, la Al4-réductase et la A8,7-isomérase pour les morpholines (184,185). La
griséofulvine interfere avec la formation des microtubules, altérant la croissance fongique et la division
cellulaire (186). La ciclopirox olamine s'accumule dans la cellule fongique, dans laquelle elle se lie de
maniere irréversible a certaines structures comme la membrane cellulaire, les mitochondries, les
ribosomes ou les microsomes. Son activité fongicide repose sur l'inhibition de I'absorption par les
cellules fongiques de certaines substances (ions métalliques, ions phosphates et potassium) (187).

La majorité des antifongiques utilisés sont fongistatiques (188). La plupart d’entre eux sont des
topiques disponibles sous forme de crémes, émulsions, gels, lotions, pommades, poudres,
shampooings, solutions filmogénes et vernis a ongles. Dans certaines dermatophytoses, les
surinfections bactériennes étant fréquentes, un antimicrobien ayant a la fois une action
antibactérienne et antifongique peut étre utile (189).
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Le traitement des dermatophytoses avec des antifongiques systémiques nécessite que la molécule
pénetre facilement dans les structures kératinisées et y persiste (en fonction de son affinité pour la
kératine ou de 1'adhérence a la kératine) suffisamment longtemps pour exercer son action (190,191).
Le kétoconazole, I'itraconazole et la terbinafine ont une affinité élevée pour la kératine, alors qu'elle
est faible pour la griséofulvine et le fluconazole (192,193), ce qui explique que les trois premiers
antifongiques soient préférés aux deux derniers pour le traitement. Actuellement, seulement trois
molécules sont disponibles en France: la terbinafine, I'itraconazole et le fluconazole. En effet, les
spécialités a base de kétoconazole par voie orale ont été retirées du marché en 2011 pour un fort risque
d’hépatotoxicité, et suite a des problémes de fabrication, les spécialités a base de griséofulvine par voie
orale ne sont plus commercialisées depuis le 1er février 2021.

2. Schémas thérapeutiques

» Atteintes de la peau glabre et des plis

Un traitement local est en général suffisant et doit étre privilégié en cas de nombre limité de lésions.
Les préparations topiques les plus couramment utilisées sont des formulations a base d’azolés comme
I’éconazole, le kétoconazole, le miconazole et I'oxiconazole, bien que la terbinafine et la ciclopirox
olamine puissent étre appliquées (189,194). Le choix de la forme galénique dépend ensuite de I'aspect
de la lésion et la durée du traitement est de deux a trois semaines (195). En raison du caractére
fongistatique des molécules actives, le traitement doit étre prolongé au-dela de 'amélioration clinique.

En cas de lésions plus étendues ou d’infection récidivante ou chronique, en plus des topiques locaux,
un traitement par voie générale doit étre administré pendant quatre, voire six semaines dans le pied
d’athléte (194-196). La terbinafine est la molécule de choix (197). Le fluconazole détient aussi une
AMM pour le traitement des dermatophytoses cutanées chez I'adulte (198). L’itraconazole peut étre
utilisé en cas de résistance aux traitements habituels et ses posologies pourront étre augmentées en
cas de lésions hyperkératinisées des paumes et des plantes (199).

» Atteintes des ongles

Dans les onyxis a dermatophytes, si la matrice est épargnée et que peu d’ongles sont atteints, un
traitement local peut suffire. Les solutions filmogenes a base d’amorolfine ou de ciclopirox olamine
sont privilégiées dans cette indication, pendant une durée de trois a six mois selon I'étendue des
lésions. Au préalable, il est fortement conseillé d’enlever le maximum de kératine parasitée avant de
débuter le traitement. Le recours a un pédicure est donc souhaitable. Une avulsion mécanique ou
chimique de I'ongle, avant le traitement local, peut étre aussi un bon complément. L’efficacité clinique
des antifongiques locaux, utilisés seuls, reste cependant assez limitée.

En cas d’atteinte matricielle, d’'onychodystrophie totale ou de 1ésions des plis ou des plantes associées,
il estnécessaire d’associer au traitement local de I'ongle, un traitement par voie générale. Le traitement
de premiere intention chez I'adulte fait appel a la terbinafine pendant trois a six mois pour les ongles
des pieds, et six semaines a trois mois pour les ongles des mains (201). Le fluconazole et I'itraconazole
peuvent également étre utilisés en seconde intention, en cas d’intolérance ou d’absence de réponse a
la terbinafine (198,199). La prescription de ces deux antifongiques se fait selon le principe des
« pulses » : itraconazole, une semaine par mois (pendant deux mois pour les ongles des mains, trois
mois pour les ongles des pieds), fluconazole, une fois par semaine (pendant six mois pour les ongles
des mains, neuf mois pour les ongles des pieds) (189).
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> Atteintes du cuir chevelu

| Suspicion clinique de teigne!! |

et des poils (teignes, folliculites, sycosis)

Enfant < 10 kg

Prise en charge hospitaliére (trop peu de

Z 10kg

Enfant

&

Prélévement mycologique !
(recommandé dés gue P &
possible)

Fom-=--s--—sE-———— == i

Examen direct
informatif

h J

Teigne
trichophytique

Traitement probabiliste
(sl pos de prélévement ou en attente du prélévement)
Terbinafine (TBF) 4 semaines (cp, 1 fois/], au repas)
103 20 kg : 62,5 mg/f]
21-40 kg : 125 mg/]

= 40 kg : 250 mg/)

(2)

¥

données disponibles pour pouvoir identifier la
meilleure stratégie de trm'temem‘}m

Y

Teigne
microsporique

X

Itraconazole (ITC) 6 semaines’™
gel/sol orale, 1 fois/j en dehors des repas)

10 & 20 kg : 50 mgf|
= 20 kg : 100 mg/fj

¥

+ Traitement local 1 a 2 x/j pendant 4 semaines + mesures associées

(4

- Trichophyton : arrét TBF

- Microsporum : poursuite TBF
2 semaines OU switch ITC 2
Semaines

¥

Contréle clinique aprés 4 semaines recommandé
(+ résultat de la culture si prélévement effectué)

L

L 2

Amélioration/
guérison

I

Absence
d’amélioration/
aggravation

= -Diagnostic différentiel?
= Observance ?
= Résistance ?

== Consultation spécialisée propnsée'sl

Figure 23 : Algorithme de prise en charge des enfants atteints de teignes du cuir chevelu, d’aprés (200)

Le traitement nécessite, pour étre efficace, la prise d’'un antifongique par voie orale et 'application d'un
topique antifongique sur les Iésions au niveau du cuir chevelu ou des poils (194). Les teignes du cuir
chevelu touchent essentiellement les enfants. Suite al’arrét de la commercialisation de la griséofulvine,
qui disposait d'une autorisation de mise sur le marché chez I’enfant de moins de 15 ans, la terbinafine
ou l'itraconazole sont désormais préconisés en France en premiere intention dans le traitement des
teignes (Figure 23) (200). La terbinafine, déja couramment prescrite aux Etats-Unis et au Canada, est
particulierement active sur les dermatophytes du genre Trichophyton, en particulier T. tonsurans, alors
que l'itraconazole serait plus actif sur les dermatophytes du genre Microsporum.

De maniére générale, les infections dermatophytiques nécessite un traitement prolongé, non dénué
d’effets secondaires (202). De ce fait, il est fréquent que les patients négligent ou méme abandonnent
leur traitement (182,203).

3. Résistance aux antifongiques chez les dermatophytes :

probléeme émergent et défi pour la communauté
meédicale ?

3.1. Résistance ou Récalcitrance

Deux types de résistance sont généralement distingués (194) :

' La résistance primaire ou naturelle, se rencontre chez certaines espéces fongiques qui sont
insensibles a un antifongique donné ou tout au moins pour lesquelles les concentrations
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minimales inhibitrices (CMI) d’antifongiques sont supérieures aux concentrations utilisables
en thérapie. Ce type de résistance est un caractere d’espece exprimé par tous les individus
constituant I'espece.

' La résistance secondaire ou acquise, se développe chez des isolats qui appartiennent 3 une

espéce sensible. Cette résistance est la conséquence d'un événement qui a eu lieu
préalablement ou pendant le traitement antifongique. C’est un caractere de souche.
Les résistances acquises ont toutes un déterminisme génétique. Elles résultent généralement
d’événements mutationnels ou de la dérégulation de 'expression de certains génes, ce qui
conduit le plus souvent a leur surexpression. Les conséquences de ces événements d'un point
de vue cellulaire et les mécanismes mis en jeu par le micro-organisme pour résister a l'action
d’un antifongique sont multiples et dépendent de I'antifongique utilisé (203,204).

La résistance microbiologique doit étre distinguée de la résistance clinique qui est définie comme la
persistance de l'infection fongique ou des symptomes malgré une thérapie antifongique bien
conduite (203).

Résistance et récalcitrance sont des termes couramment employés en cas d’absence de réponse
clinique dans les dermatophytoses. Alors que le terme de résistance est plus adapté a la non sensibilité
in vitro vis-a-vis d’'un antifongique donné, la récalcitrance est un terme plus large et plus pertinent sur
le plan clinique car il englobe a la fois la résistance microbiologique in vitro et toutes les
autres causes possibles d'échec thérapeutique telles que des facteurs liés a I'hote, un profil
pharmacocinétique/pharmacodynamique défavorable de I'antifongique ou encore a la présentation
clinique de l'infection (Tableau 7) (205).

Facteurs liés a Implications

Adaptabilité a I'hote,
Agent pathogéne | Facteurs de virulence,
Probable variation de la sensibilité aux antifongiques

Immunité
\ Déficits immunitaires iatrogenes ou acquis,
Hote \ Altération de I'lmmunité locale par une mauvaise utilisation de stéroides topiques
\ Prédominance d’une réponse immunitaire Th2
Observance du traitement de longue durée

Mécanisme d'action,
Rapport CMF/CMI,
Antifongique Absorption sous-optimale,
Concentration dans la couche cornée, adhérence a la kératine,
Résistance

Onychomycose (role possible des biofilms),
Granulome de Majocchi,

Tinea imbricata

Atteinte des paumes des mains/plantes des pieds

Présentation
clinique de
I'infection

Tableau 7 : Facteurs responsables des dermatophytoses récalcitrantes (205)

Le traitement antifongique des dermatophytoses est généralement efficace mais de plus en plus de cas
de dermatophytoses chroniques ou récalcitrantes sont documentés. Par ailleurs, depuis 2017, les
rapports concernant des souches de T. rubrum, T. interdigitale et T. mentagrophytes résistantes a la
terbinafine se multiplient. En Inde, des épidémies de dermatophytoses cutanées résistantes a la
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terbinafine ont été décrites (206). Elles ont été attribuées a l'utilisation généralisée de cremes topiques
en vente libre contenant a la fois un antibactérien, un antifongique et un dermocorticoide,
car une exposition répétée a des concentrations sous-inhibitrices d'antifongique associée a
I'immunodépression induite par le corticoide augmente le risque de résistance (205). Cependant, des
cas d'infections a Trichophyton résistants a la terbinafine sont également observés dans d'autres pays
d'Asie et du Moyen-Orient tels que le Japon et I'Iran (207). En Europe, des souches résistantes de
T. rubrum et T. interdigitale ont été identifiées en Suisse, en Allemagne, en Pologne, en Belgique et au
Danemark (208).

3.2. Mécanismes de résistances

Les principaux mécanismes de résistances aux antifongiques décrits chez les dermatophytes sont
représentés dans la figure 24 :

1. Drug efflux 4. Target mutation

\ Leu393Phe
B B BRLTS Leu393Ser
sqle | - Phe397Leu

His440Tyr

Cell wall

Cytoplasm
Azoles
Allylamines

Griseofulvin 5. Biofilm formation

2. Drug degradation

Overexpression \? >
?
_ INSGUAR @O

Terbinafine Cell wall
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3. Overexpression of chaperones

Overexpression
0666000¥006060666
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Figure 24 : Mécanismes de résistances aux antifongiques décrits chez les dermatophytes (207)

> Focus sur la terbinafine

Larésistance ala terbinafine peut étre due a une modification de I'’enzyme cible, la squaléne-époxydase
(Sqle), par mutations ponctuelles au sein du géne SQLE. Les deux premiéres mutations décrites et
caractérisées chez des isolats cliniques de T. rubrum résistants a la terbinafine correspondent a une
substitution d’acides aminés Leu393Phe et Phe397Leu. Les isolats présentent une résistance croisée a
tous les inhibiteurs de la Sqle testés (209,210). Ces mutations se situent dans la méme région que
plusieurs mutations identifiées précédemment chez des souches de Saccharomyces cerevisiae ou
d’Aspergillus fumigatus résistantes a la terbinafine, suggérant donc que cette région peut correspondre
au site d’affinité de la terbinafine.

Plus récemment, parmi 2056 isolats cliniques de T. rubrum et T. interdigitale, provenant de patients
avec des atteintes au niveau des pieds, collectés sur une période de 3 ans au CHU de Lausanne,
seulement 17 (<1%) sont résistants a la terbinafine. Le séquencage du géne SQLE a montré que tous
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les isolats résistants sont porteurs de mutations ponctuelles SQLE conduisant a des substitutions
d'acides aminés au niveau de quatre positions Leu393, Phe397, Phe415, et His440. L’expression de ces
mutations chez une souche d’A. vanbreuseghemii (anciennement T. mentagrophytes) sensible, a permis
de confirmer au niveau moléculaire leur implication dans la résistance in vitro des isolats a la
terbinafine (211). Les valeurs des CMIs de terbinafine, déterminées par la méthode de dilution en
milieu liquide, varient d’'un isolat a 'autre en fonction de la mutation SQLE. Alors que les valeurs de
CMIs sont similaires pour tous les mutants Leu393Phe, des différences importantes sont observées
entre les mutants Phe397Leu.

Dans I'étude clinique de Ebert et al. portant sur 199 souches de T. mentagrophytes (ITS génotype VIII)
isolées de prélevements cutanés chez des patients provenant de différents régions en Inde, 180 (91%)
sont des mutants Phe397Leu avec une CMI de terbinafine de 8 pg/mL (206). Des valeurs de CMI plus
élevées de 16 pg/mL sont observées chez des mutants Leu393Phe. La mutation Ala448Thr est
retrouvée a la fois chez des isolats sensibles et des isolats résistants a la terbinafine, mais elle est
associée a une augmentation des CMIs d’itraconazole et de voriconazole. Ces différences de sensibilité
in vitro a la terbinafine (CMIs) chez les isolats cliniques de Trichophyton SQLE muté, notamment ceux
porteurs de la méme mutation (Phe397Leu), pourrait s'expliquer par I'existence d’autres mécanismes
de résistances.

Dans ces deux études, tous les patients infectés avec un isolat résistant avaient été préalablement
traités par la terbinafine, ce qui suggere que l'utilisation massive de la terbinafine contribue a la
sélection de la résistance.

Fait intéressant, chez Trichophyton indotineae, espéce anthropophile appartenant au complexe
d’espéces T. mentagrophytes, épidémique dans le nord de l'Inde et hautement résistante a la
terbinafine, la mutation Phe397Leu au sein du géne SQLE a également été détectée (212,213).

L'observation selon laquelle la délétion du gene TruMDRZ2 (Multi Drug Resistance), codant pour les
transporteurs de type ABC (ATP-Binding Cassette), chez T. rubrum rend les mutants plus sensibles a
la terbinafine que les souches sauvages (214), suggere que I'efflux actif de I'antifongique pourrait étre
impliqué dans la résistance. En 2018, Kano et al. ont montré que chez une souche de M. canis résistante
a la terbinafine, cultivée en présence de I'antifongique, I'expression des genes MDR1, MDRZ2 et MDR4,
et du gene PDR1 (Pleiotropic Drug Resistance) codant un facteur de transcription lui-méme activateur
de I'expression des génes codant les protéines d'efflux, était deux a quatre fois plus élevée que chez la
souche sauvage cultivée en absence de terbinafine (215).

Un autre mécanisme possible pourrait étre la surexpression du géne SALA, codant pour la salicylate-
1-monooxygénase, comme cela a été démontré par transformation d'une souche sensible de
T. rubrum (216). La protéine provoquerait le clivage du noyau naphtaléne de la terbinafine entrainant
sa dégradation et donc la résistance.

> Focus sur les azolés

A ce jour, la résistance aux azolés reste rare chez les dermatophytes, quelques cas sont décrits, souvent
associés a une résistance a la terbinafine. La résistance est due a une surexpression des génes codant
pour des pompes d’efflux, qui transportent activement l'antifongique (et d’autres molécules) a
I'extérieur de la cellule fongique (217,218), réduisant ainsi sa concentration intracellulaire et ses effets
inhibiteurs (218,219). Par exemple, en 2006 Fachin et al. (214) ont observé une augmentation du
niveau d’expression des genes TruMDRZ2 et TruMDR1 chez T. rubrum apres son exposition a des
antifongiques azolés (fluconazole, itraconazole, kétoconazole) (217). En 2019, Monod et al. ont
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rapporté que chez T. rubrum la résistance aux azolés pourrait étre médiée par le transporteur ABC
TruMDR3, lorsqu’il est surexprimé. Les auteurs ont alors suggéré que les transporteurs ABC, comme
TruMDR2, pourraient étre impliqués dans la résistance aux azolés (190). Cette supposition s’est
confirmée en 2021, lorsque la méme équipe suisse en délétant le gene TruMDR2 chez T. rubrum a
restauré sa sensibilité a l'itraconazole (220). De plus, en 2019, un transporteur de la superfamille MFS
(Major Facilitator Superfamily), TruMFS1, a été identifié chez T. rubrum (190). La délétion du gene
MFS1 chez T. benhamiae augmente sa sensibilité au fluconazole, par rapport a la souche sauvage, alors
qu'aucun effet n’est observé pour le chloramphénicol (221).

» Résistance croisée

Plusieurs cas de résistances croisées ont aussi été rapportés chez les dermatophytes, révélant une
sensibilité réduite a différentes classes d’antifongiques, dont les allylamines et les azolés. Récemment,
en Inde des souches de T. interdigitale isolées de dermatophytoses cutanées et d’intertrigos résistantes
a la terbinafine I'étaient également au fluconazole, au sertaconazole, a l'itraconazole, au voriconazole
et a la griséofulvine (222). Une résistance croisée a la terbinafine et aux azolés, associée a la
surexpression de TruMDR3, a été rapportée chez un isolat de T. rubrum (190). Une résistance multi-
drogues et du transport d’efflux, par surexpression des génes MDR2, MDR4, MDR5 et du géne PDRI,
ont été rapportés dans plusieurs études (190,214,217,218,223).

Cependant, Sacheli et Hayette (224) ont indiqué dans leur publication de décembre 2021 que
I'acquisition de mutations conduisant a des substitutions d'acides aminés dans la Sqle, considérée
comme le principal mécanisme de résistance aux allylamines, peut également induire une résistance
croisée aux azolés et aux allylamines. La double mutation Phe397Leu/Ala448Thr qui est I'une des plus
décrite se traduit par une CMI plus élevée pour le fluconazole par rapport a la simple mutation
Phe397Leu. De méme, Kong et al. ont conclu que si la simple mutation Ala448Thr n’induit pas une plus
grande résistance aux azolés, la double mutation Phe397Leu/Ala448Thr a un impact notable sur les
CMIs des triazolés (225). Dans I'étude de Ebert et al, la sensibilité réduite a l'itraconazole et au
voriconazole observée chez 10 % des isolats cliniques de T. mentagrophytes de type VIII a été attribuée
ala double mutation Phe397Leu/Ala448Thr (206). Ils ont constaté que la résistance aux triazolés était
plus fréquente chez les isolats sensibles a la terbinafine, alors que la résistance a la terbinafine était
plus fréquente chez les isolats sensibles aux triazolés. La mutation Ala448Thr a probablement un
impact sur la synthése de 1'ergostérol induisant des changements conformationnels et peut entrainer
une diminution de la sensibilité aux azolés (206).

L’ensemble de ces résultats suggerent que les mutations ponctuelles SQLE et le transport d’efflux
peuvent étre impliqués a la fois dans la résistance aux allylamines et aux azolés, ce qui complique le
choix de la bonne molécule pour le traitement.

3.3. Réponses au stress cellulaire

Le stress engendré par des concentrations sub-inhibitrices de molécules antifongiques et cytotoxiques
favorise la mise en place de réponses compensatoires, par la surexpression de génes impliqués dans
la détoxification cellulaire, I'efflux actif des molécules, les voies de signalisation, ce qui contribue a
augmenter la tolérance a ces molécules (203).

Surla base del'analyse des séquences ARN d'une souche de T. rubrum exposée al'acriflavine, Persinoti
et al. (226) ont montré une surexpression des génes impliqués dans la détoxification cellulaire, et en
particulier des génes codant pour les catalases, qui protégent la cellule du stress oxydatif et des dérivés
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réactifs de I'oxygene. L'expression accrue de ces génes peut constituer un mécanisme compensatoire
pour maintenir le niveau intracellulaire de I'enzyme, protégeant ainsi les cellules des effets
cytotoxiques de la molécule.

En réponse a une exposition a l'acide undécylénique (acide gras insaturé ayant une activité
fongistatique sur les dermatophytes), I'analyse des séquences ARN toujours chez T. rubrum a
également révélée la surexpression de plusieurs genes codant pour d’autres enzymes antioxydantes
(en plus des catalases), comme la superoxyde dismutase, les peroxydases, la glutathion transférase ou
encore la glutathion peroxydase, conduisant a une détoxification oxydative enzymatique des cellules
fongiques (203,227).

La capacité des champignons (et donc des dermatophytes) a sécréter des enzymes est liée a leur
pathogénicité, a leur réponse au stress cellulaire, ainsi qu’'a leurs mécanismes de détoxification
(76,228). Trichophyton rubrum sécrete des estérases et d'autres enzymes en fonction des nutriments
apportés dans le milieu de culture. De plus, le profil électrophorétique des estérases sécrétées par
T. rubrum a révélé de nouvelles isoformes lorsqu’il a été cultivé en présence de concentrations sub-
inhibitrices de griséofulvine et de tioconazole (229). Ces isoformes de I'estérase peuvent participer
directement a la détoxification cellulaire ou a une réponse cellulaire au stress non spécifique,
conduisant a une tolérance aux antifongiques.

Plusieurs voies de signalisation, activées en réponse a un stress pour maintenir l'intégrité cellulaire,
sont impliquées dans le phénomene de tolérance aux antifongiques. Les principales sont la voie médiée
par la protéine kinase C (Pkcl) ou voie de maintien de I'intégrité de la paroi fongique (Cell Wall
Integrity pathway = CWI) qui controle l'activation de la voie des MAP kinases Mkcl, et celle du
Ca?*/Calcineurine qui est une sérine/thréonine phosphatase dépendante du calcium et de la
calmoduline (230).

Yu et al. ont analysé par microarrays I'expression des génes chez une souche de T. rubrum exposé a
des concentrations sub-inhibitrices de kétoconazole et d’amphotéricine B (231). En réponse a
I'amphotéricine B, une diminution de I'’expression de quatre génes de kinase dont deux genes codant
pour les MAP kinases (MpKA et Ste7), et d'un gene codant pour une sérine/thréonine protéine kinase
(Sps1), impliquée dans la sporulation fongique, a été observée (231-233). A l'inverse, chez T. rubrum
cultivé en présence de terbinafine le géne de la kinase Sps1 est surexprimé (234). Une surexpression
du geéne de la MAP kinase MpkA, enzyme clé de la voie CWI, en présence d'itraconazole a également
été rapporté chez T. rubrum (235).

Les protéines de choc thermique (Heat shock protein), Hsp70, Hsp90 et PacC, sont des facteurs de
virulence importants chez les dermatophytes, et sont sécrétées en réponse au stress cellulaire
engendré par les antifongiques mais aussi des températures ou des pH extrémes (236-239). Martinez
et al. (240) ont démontré que l'exposition des dermatophytes a des doses sublétales de cytotoxiques
ou d’antifongiques modulent I'expression de plusieurs génes HSP, avec notamment une surexpression
des génes codant pour les protéines appartenant principalement a la famille Hsp70 pour la terbinafine,
et de ceux codant pour les protéines de la famille des petites Hsp pour l'itraconazole (240,241).
Plusieurs études sont en cours afin de comprendre les liens entre ces protéines chaperonnes et leurs
co-facteurs et le développement de résistances (240).

3.4. Biofilms

Les biofilms sont définis comme une communauté de micro-organismes attachés irréversiblement a
une surface, a I'intérieur d’'une matrice d’exopolysaccharides et sont considérés comme les formes les
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plus répandues de croissance microbienne. Ils sont responsables d'un large spectre d'infections
microbiennes chez I'homme et sont associés a une résistance accrue au traitement.

Dés 2002, Burkhart et al. (242) émettent I'hypothése selon laquelle la formation de biofilms pourrait
contribuer a la capacité des dermatophytomes a adhérer a la tablette unguéale, expliquant ainsi la
grande difficulté a les traiter (Figure 25).

Figure 25 : Dermatophytome caractérisé par une masse blanche bien circonscrite dans la lame unguéale,
concentrant une grande quantité de champignons, et peu accessible aux antifongiques locaux et systémiques (242)

En 2014, Costa-Orlandi et al. (243) rapportent que T. rubrum et T. interdigitale sont capables de former
des biofilms matures in vitro en 72 heures sur une surface en polystyrene. Récemment, Brilhante et al.
démontrent que toutes les espéces de dermatophytes évaluées (M. canis, M. gypseum,
T. mentagrophytes, T. rubrum et T. tonsurans) sont capables de former des biofilms, de densités et
d'architectures différentes en fonction de I'espéce, in vitro sur des surfaces inertes et ex vivo sur des
fragments d'ongles (244).

La production de biofilms par les dermatophytes dans les tissus de 1'hote, pourrait expliquer en partie
la résistance clinique, les échecs thérapeutiques et la survenue d'infections récalcitrantes, notamment
dans les onychomycoses.

Récemment, il a été montré que les CMIs de griséofulvine, d’itraconazole et de terbinafine vis-a-vis de
biolfilms de M. canis et T. mentagrophytes formés in vitro sont plus élevées que celles obtenues vis-a-
vis des cultures planctoniques. De plus, les biofilms de M. canis et T. mentagrophytes formés ex vivo a
partir de poils de chat sont plus tolérants a ces antifongiques que les biofilms obtenus in vitro (245).
Cette étude suggere que la source et la disponibilité des nutriments au sein du biofilm influencent
également la tolérance aux antifongiques. La terbinafine a un puissant effet inhibiteur in vitro sur un
biofilm en formation de T. rubrum, alors que l'effet inhibiteur de I'amphotéricine B est plus important
que celui de la terbinafine sur le biofilm mature (246). Ces résultats suggerent une efficacité variable
des antifongiques standards lors de la formation de biofilm (Figure 25).

Méme si la résistance (certains auteurs préferent plutot parler de tolérance) médiée par le biofilm des
dermatophytes est peu connue, plusieurs facteurs peuvent expliquer cette résistance comme : (i) la
plus forte densité de cellules au sein du biofilm ; (ii) la présence de la matrice polymérique qui agit
comme une barriére réduisant ou empéchant la diffusion des agents antimicrobiens; (iii) la
surexpression de génes de résistance, et plus particulierement de ceux codant pour les pompes a
efflux ; (iv) 'existence d’'une sous population de cellules particulieres dites persistantes qui seraient
quiescentes et donc capables de survivre a des concentrations élevées en antifongique. A la suite du
traitement, ces cellules qui ne sont pas des mutants peuvent reformer un biofilm ; (v) la réduction de
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la teneur en stérols de la membrane contribuerait aussi a la résistance durant les phases de croissance
intermédiaire et de maturation du biofilm (230,247).

Ces biofilms posent donc un probléme majeur puisque la dose d’antifongique nécessaire pour les
éradiquer pourrait étre supérieure aux concentrations thérapeutiques les plus élevées administrables.

3.5. Impact au laboratoire

Désormais, les biologistes et les cliniciens doivent prendre en compte I'émergence de résistances aux
antifongiques chez les dermatophytes. Il faut cependant garder a I'esprit que certaines moisissures
telles que les Acremonium spp, les Aspergillus spp, les Fusarium spp, ou les Scytalidium spp, sont
intrinséquement résistantes a la terbinafine (et/ou aux azolés) recommandée en premiére ligne dans
le traitement des onychomycoses a dermatophyte ; ainsi un échec thérapeutique ne doit pas étre
immédiatement associé a une résistance. Par ailleurs, al’heure actuelle, la recommandation de changer
le traitement pour un azolé dans un cas confirmé d'onychomycose due a une souche de Trichophyton
résistante a la terbinafine semble raisonnable.

De ce fait, la détermination des CMIs in vitro des antifongiques prend tout son sens afin d’optimiser la
prise en charge thérapeutique. Cependant, actuellement, les antifongigrammes ne sont pas réalisés en
routine par les laboratoires et les seuils cliniques de sensibilité (ou Clinical breakpoints = CBPs) pour
classer les isolats comme sensibles ou résistants ne sont pas disponibles, ce qui rend difficile
l'interprétation de I'impact clinique des CMIs.

Une procédure standardisée (document E.Def 11.0) avec une technique de microdilution en milieu
liquide validée par 'EUCAST (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing) a été
publiée trés récemment (248). Elle peut étre facilement mise en ceuvre dans les laboratoires
spécialisés utilisant déja la méthode de EUCAST. Elle a été validée pour la terbinafine, le voriconazole,
l'itraconazole et I'amorolfine vis-a-vis de T. rubrum et T. interdigitale. Le but est d’élargir rapidement
les tests de sensibilité in vitro des dermatophytes aux antifongiques a tous les laboratoires car la
résistance émerge rapidement et elle est probablement largement sous-diagnostiquée.

Une alternative pourrait étre le séquencage direct du gene SQLE, a partir de 'ADN fongique extrait de
la culture ou directement du prélévement.

4. Alternatives et perspectives thérapeutiques

4.1. Molécules déja sur le marché

Des modifications des schémas thérapeutiques établis sont déja proposées pour traiter les souches de
dermatophytes résistantes a la terbinafine a 'origine d’atteintes étendues de la peau glabre, en
particulier en Inde (205). Dans leur publication de 2021, Gawaz et al. conseillent d'augmenter la dose
de terbinafine (250 mg/jour) ou de changer pour l'itraconazole en traitement continu (200 mg/jour)
ou en pulse thérapie. Une augmentation de la dose d'itraconazole (300 - 400 mg/jour) doit étre
envisagée en cas de résistance aux azolés associée a une résistance a la terbinafine. L'utilisation de
SUBA-itraconazole (50 mg deux fois par jour) est également une alternative car cette nouvelle
formulation avec une intégration dans un polymeére augmente sa disponibilité. Les auteurs suggerent
également d’associer un topique a I'antifongique systémique pour une meilleure efficacité. La durée
du traitement doit étre comprise entre 8 et 12 semaines et jusqu'a un an en cas de dermatophytoses
multirésistantes (249).
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Une autre option pour traiter les souches résistantes est d’utiliser des antifongiques déja disponibles.
Les échinocandines sont des inhibiteurs non compétitifs de la 8 - (1,3) - D-glucane synthase, qui
constitue une cible de choix puisqu’elle est présente chez la plupart des champignons pathogénes et
absente des cellules de mammiféres. La 8 - (1,3) - D-glucane synthase est impliquée dans la synthése
du - (1,3) - D-glucane, composant structural majeur de la paroi fongique. L’anidulafungine a une
bonne activité in vitro vis-a-vis des dermatophytes (250). Cependant, a l'heure actuelle, les
échinocandines n'existent que sous forme intraveineuse, non recommandée pour le traitement des
dermatophytoses.

Les nouveaux triazolés disponibles par voie orale, voriconazole, posaconazole et isavuconazole, sont
tres actifs in vitro vis-a-vis de T. rubrum, avec des CMI90 plus basses que celles de I'itraconazole et du
fluconazole et proches de celles de la terbinafine. Leur utilisation en clinique est peu rapportée et est
principalement limitée a des infections graves associées a une immunodéficience sous-jacente
(251,252).

Plus récemment, I'éfinaconazole, le lanaconazole et le luliconazole, nouveaux triazolés disponibles
sous forme topique, ont montré une puissante activité fongicide ou fongistatique in vitro vis-a-vis des
dermatophytes mais aussi des moisissures (Aspergillus spp, Fusarium spp) et de certaines levures
(Malassezia spp, Candida spp). lls présentent I'avantage d’étre efficace en une seule application
quotidienne. La Food and Drug Administration (FDA) a par conséquent, approuvé le lanaconazole et le
luliconazole pour le traitement des épidermophyties, des intertrigos et des onychomycoses (253).
Néanmoins, d'autres études sont nécessaires pour confirmer leur efficacité clinique (251,253,254).

Alors que des associations d'antifongiques (différentes classes d'antifongiques topiques et
systémiques ou deux antifongiques systémiques différents) sont souvent prescrites dans les
dermatophytoses, la pratique manque de preuves. Des études utilisant la méthode de I'échiquier qui
est I'approche in vitro idéale pour déterminer I'utilité de telles associations (en montrant I'effet d'un
antagonisme, d'une indifférence ou d'une synergie entre deux molécules) ont rarement été menées
dans le cadre des dermatophytoses, en particulier des infections de la peau glabre (255,256). Les
quelques études publiées ont toutes été réalisées dans le but de trouver la combinaison antifongique
systémique et antifongique topique optimale pour traiter les onychomycoses (257). Les études
cliniques testant les associations d'antifongiques sont également rares (258). Par exemple aucune
étude sur l'effet synergique d'une association n'a été réalisée chez des patients apreés 1'échec d'un
traitement systémique standard, au lieu de cela, les données sont largement extrapolées a partir
d'études in vitro réalisées chez des isolats cliniques cultivés en laboratoire dans des conditions
controdlées.

Des associations d’antifongiques systémiques conventionnels a d'autres molécules ont été testées dans
des contextes expérimentaux et cliniques (205). Il existe des preuves in vitro de I'activité antifongique
du FK-506 (tacrolimus) vis-a-vis d'un large spectre de champignons microscopiques (259). Un effet
synergique a été observé in vitro entre la terbinafine et le FK-506 chez un isolat de M. canis résistant a
la terbinafine, avec une diminution significative de la CMI a la terbinafine apres I'ajout du FK-506,
éventuellement par blocage de I'efflux (215). Un effet synergique entre le FK-506 ou la cyclosporine
(un autre inhibiteur de la calcineurine) et les azolés ou la caspofungine a été démontré chez les
Candida spp par la méthode de I'échiquier (260). Cependant, les effets immunosuppresseurs des
inhibiteurs de la calcineurine et les interactions pharmacocinétiques de la cyclosporine en particulier
avec les azolés excluent a I'’heure actuelle leur utilisation en clinique. Il a également été rapporté un
cas de dermatophytose profonde du visage chez un patient souffrant de psoriasis et traité par du
tacrolimus sous forme topique, probablement lié a une suppression de I'immunité locale sous I'effet
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du tacrolimus (261). Des analogues plus récents du FK-506 avec une activité immunosuppressive plus
faible sont al'étude (259). Une association d’antifongiques avec l'isotrétinoine systémique a également
été essayée dans le but d’augmenter la prolifération des kératinocytes et ainsi favoriser 1'élimination
du dermatophyte (262). Mais une telle combinaison manque de logique scientifique car d’'une part la
diminution de la production de sébum par lisotrétinoine peut réduire la biodisponibilité de
'antifongique aux niveaux des sites infectés, en particulier celle de la terbinafine ou de I'itraconazole
retrouvés a de fortes concentrations dans le sébum (263), et d’autre part, en raison de I'impact de
l'isotrétinoine sur les propriétés pharmacocinétiques de l'itraconazole (264). Des études in vitro ont
également démontré un effet antifongique des statines et des interactions synergiques avec la
terbinafine et les azolés, mais encore une fois, 1'utilité clinique de telles associations reste a
établir (265).

4.2. Molécules en cours d’essais cliniques et identification de
nouvelles cibles

Actuellement, plusieurs molécules de synthése ayant une activité antifongique sont en cours d’études
précliniques et/ou cliniques, certaines avec de nouveaux mécanismes d'action pour surmonter
I'émergence de résistances. On peut citer (266),

' Parmi les molécules ciblant la paroi fongique :

- deux inhibiteurs de la f-(1,3)-D-glucane synthase, la rezafungine (CD101,
échinocandine) et l'ibrexafungerp (SCY-078, premier représentant d’'une nouvelle
classe d’antifongiques, les triterpénoides),

- le fosmanogepix (APX001) qui inhibe la Gwt1 (GPI-anchored wall protein transfer 1),
une inositol acyltransférase catalysant 'acylation de I'inositol, étape précoce dans la
voie de biosynthese de I'ancre GPI,

- lanikkomycine Z qui inhibe les chitine-synthases.

' Parmi les agents ciblant la membrane plasmique: trois tétrazolés, azolés de quatriéme
génération, VT-1598,VT-1129,VT-1161, qui sont de nouveaux inhibiteurs de la lanostérol-14-
a-déméthylase.

' Parmi les agents ayant des cibles intracellulaires :

- l'olorofim, premier représentant d'une nouvelle classe d’antifongiques, les
orotomides, qui inhibe la dihydroorotate dehydrogenase, enzyme clef de la
biosynthese des pyrimidines, essentielles a la synthese des acides
désoxyribonucléotidiques,

- la molécule VL-2397 qui est un sidérophore de bas poids moléculaire capable de
chélater les ions aluminium au lieu du fer, et dont le mécanisme d’action reste
méconnu,

- ou encore le MGCD290 qui inhibe les histones désacétylases fongiques et la protéine
Hsp90, qui sont des protéines jouant un réle important dans la régulation des genes et
dans le controle des fonctions cellulaires.

Cependant la majorité de ces molécules sont évaluées pour le traitement des infections fongiques
invasives a Candida spp, Cryptococcus spp et Aspergillus spp (267,268) et peu d'études concernent
actuellement les dermatophytoses.
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Le VT-1161 est en phase de 1 de développement (essai clinique NCT02267356) dans le traitement des
onychomycoses (269,270). Il a une bonne activité in vitro vis-a-vis de T. rubrum, T. mentagrophytes et
E. floccosum. 11 a été congu pour inhiber sélectivement la lanostérol-14a-déméthylase présente dans
les cellules fongiques, sans affinité pour les homologues de cette protéine présents dans les cellules
humaines. Dans un modele in vivo d'infection a T. mentagrophytes chez le cochon d’Inde,
I'administration d’'une dose orale unique permet d’obtenir des concentrations plasmatiques
supérieures a celles des CMIs efficaces in vitro pendant 48 heures (269).

L’AR-12, qui est un dérivé du célécoxib inhibiteur sélectif de la cyclooxygénase (COX-2), possede un
large spectre d'activité antifongique. Il est également tres actif vis-a-vis de T. rubrum (271). L'AR-12
qui inhibe 1'acétyl coenzyme A (acétyl-CoA) synthétase est considéré comme un antitumoral et est
actuellement en cours d’essai clinique dans le traitement des lymphomes et des tumeurs solides (essai
NCT00978523). Il pourrait cependant étre utilisé dans les infections a dermatophytes comme
traitement de deuxieéme ligne, et notamment dans le traitement des onychomycoses grace a sa bonne
pénétration dans la tablette unguéale.

Historiquement, l'identification de substances antifongiques actives repose sur le criblage de
molécules synthétiques ou de composés naturels et 1'évaluation de leur capacité a inhiber in vitro la
croissance de pathogenes fongiques. Cependant, ces substances peuvent étre toxiques pour 1'hote en
raison de la proximité entre les cellules fongiques et humaines en termes de structure et de processus
biochimiques, ce qui limite cette approche (272). Le ciblage de génes essentiels a la viabilité fongique
mais absents chez les mammiferes, ou de genes déterminant des traits pathogénes caractéristiques,
semble plus pertinente.

Les progres de la biologie moléculaire et de la génétique ont permis de tester des hypothéses
concernant l'essentialité, la fonctionnalité et la régulation de I'expression de certains génes chez les
dermatophytes. Le géne codant pour le facteur de transcription StuA est un exemple de gene spécifique
des champignons avec une fonction singuliére chez les dermatophytes. La délétion de ce facteur de
transcription, qui est impliqué dans divers processus cellulaires, a un impact sur la virulence et la
physiologie de T. rubrum (273,274) et sur la reproduction sexuée chez A. benhamiae (275). Sa délétion
altere également la croissance et la production des hyphes aériens lors de la culture en milieu
solide (273). Ces résultats soulignent I'importance de StuA chez les dermatophytes anthropophiles et
zoophiles, ce qui en fait une cible potentielle pour le développement de nouvelles molécules
antifongiques (207).

Un autre exemple concerne des événements de rétention d'intron dans les génes codant pour les
protéines Hsp, identifiés a partir du séquencage de transcriptome entier (ARN-seq) de T. rubrum
exposé a l'acide undécanoique. Les résultats suggérent que les membres de la famille Hsp70 sont
impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de I'expression des génes par épissage alternatif
au cours du développement et de la réponse aux stimuli extracellulaires chez le dermatophyte, lui
conférant éventuellement des avantages adaptatifs. Ainsi, les protéines Hsp semblent étre également
des cibles antifongiques potentielles (276). En effet, chez T. rubrum, les genes HSP90, HSP88-like,
HSP20, HSP60, HSP70 et CDC37 sont surexprimés en réponse a une exposition a la terbinafine, et
I'inhibition chimique de la Hsp90 par le 17-AAG diminue la croissance fongique dans les ongles et
montre un effet synergique avec l'itraconazole et la micafungine (240,241). Méme si ces cibles
cellulaires potentielles semblent prometteuses pour le développement de nouveaux antifongiques, des
études approfondies sont nécessaires pour en évaluer la faisabilité (207).
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4.3. Phytothérapie et Aromathérapie

L'idée selon laquelle les plantes peuvent étre la source de composés médicinaux, également dotés de
propriétés antifongiques, est indiscutable. De nombreux rapports sur les plantes médicinales et les
composés chimiques qui en sont dérivés, tels que les métabolites secondaires, les composés
phénoliques, les huiles essentielles et les extraits, mettant l'accent sur leur stabilité, leur
biodisponibilité et leur activité antimicrobienne sont publiés dans la littérature (277,278).

Le chitosane est un polysaccharide cationique composé de résidus de D-glucosamine liés en 3-1,4 et
de N-acétyl-D-glucosamine (279). Il n'existe naturellement que chez certains champignons
(les Mucorales). D'autre part, la chitine, polymére le plus abondant dans la nature apres la
cellulose (280), retrouvé principalement dans les carapaces des crustacés, les cuticules des insectes et
les parois cellulaires des champignons (281), peut étre utilisée pour la production du chitosane par
clivage des groupes N-acétyle dans les résidus N-acétyl-2 amino-2-désoxy-D-glucose.

Le chitosane est non toxique, biodégradable, biocompatible et posséde des propriétés
antimicrobiennes et anti-inflammatoires (280), qui peuvent étre mises a profit pour traiter les
dermatophytoses (282). Ces propriétés varient avec le degré de N-acétylation et le poids moléculaire
de la molécule de chitosane (280,281). Son activité antifongique serait due a sa nature cationique et
son poids moléculaire élevé, qui lui permettent d’interférer avec des résidus chargés négativement a
la surface de la cellule fongique, modifiant ainsi la perméabilité de la membrane cellulaire. Il peut
également empécher la transcription de I'’ADN et la synthése de I'ARN par perméation du noyau
cellulaire. Des valeurs de CMI pour 'activité antifongique du chitosane ont été rapportées par plusieurs
auteurs allant de 1,1 mg/mL pour M. canis a 2,2 mg/mL pour T. mentagrophytes (283,284).

Ces derniéres années, de nombreuses études ont été menées sur les huiles essentielles (HE), et en
particulier sur les métabolites secondaires qui en dérivent, terpénoides, alcaloides, flavonoides, et
saponine connus pour leur propriétés antioxydantes (181). Plusieurs auteurs ont évalué I'activité
antifongique de différentes HE (285-303), notamment chez T. rubrum et M. canis, et déterminés leurs
CMlIs. Par exemple, pour le Laurier noble (Laurus nobilis), la CMI est de 50 mg/mL vis-a-vis de
T. rubrum et de 25 mg/mL vis-a-vis de M. canis (194).

Différents mécanismes d’action pouvant expliquer les propriétés antifongiques des HE et de leurs
composés organiques volatiles ont été répertoriés tels que (i) la réduction de la teneur en ergostérol
par altération de sa biosynthese, (ii) des dommages au niveau de la membrane plasmique, de la paroi
et la lyse du mycélium, (iii) la destruction des membranes mitochondriales internes et I’expansion du
réticulum endoplasmique, (iv) des effets néfastes sur la germination des spores.

Globalement, il semble que l'activité antifongique des HE ne soit pas due a un seul mécanisme d’action
mais qu’elle résulte des effets de différents composés, principalement des terpénes phénoliques
comme le carvacrol et le thymol, sur plusieurs cibles cellulaires (194).

Dans une étude récente, Trifan et al. (304) se sont intéressés a quatre HE issues de quatre plantes de
la famille des Apiaceae. Ils ont évalués le potentiel antifongique des extraits végétaux en fonction des
valeurs de CMI, comme suit : activité forte pour une CMI = 50-500 pg/mL, activité modérée pour une
CMI =500 - 1500 pg/mL) et activité faible pour une CMI > 1500 ug/mL (277).

L’HE d'ajowan avec une CMI de 256 pg/mL s’est avérée tres active vis-a-vis de T. rubrum et
T. mentagrophytes, tandis que les HE de coriandre, de carvi et d’anis ont affiché une activité
antifongique modérée (CMI = 512 pg/mL). Parmi les composés volatiles testés, le thymol, le linalol et
la carvone ont également un potentiel antifongique modéré (CMI = 1024 ug/mL). La détermination
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des concentrations minimales fongicides a également montré que les HE d'Apiaceae et leurs principaux
composés sont fongicides vis-a-vis de T. rubrum et de T. mentagrophytes. Dans un contexte clinique de
dermatophytoses récurrentes et multirésistantes, cette notion est importante car l'utilisation d'agents
fongistatiques est généralement associée a la résistance fongique (305,306). Cependant, les CMIs
obtenues sont bien plus élevées que celles de la terbinafine (CMI = 0,031 pg/mL).

Néanmoins, méme si les effets antifongiques des HE étudiées ne justifient pas leur utilisation en
monothérapie, un effet synergique entre la terbinafine et les HE, a des concentrations sous-inhibitrices
significativement plus faibles, a été observé par la méthode de I'échiquier (FIC index < 0,5), chez
T. rubrum.

Cet effet pourrait étre dii a la capacité des HE a faciliter 1'entrée de la terbinafine dans la cellule
fongique avec une potentialisation de son effet inhibiteur sur la biosynthese de 1'ergostérol.

En effet, les composés organiques des HE sont lipophiles, de petite taille moléculaire ce qui permet leur
diffusion passive a travers la membrane des champignons. Comme nous I'avons évoqué, ils attaquent
plusieurs cibles cellulaires, et il est également rapporté que plusieurs des constituants principaux des
HE d'Apiaceae peuvent moduler la virulence et la résistance de T. rubrum. Par exemple, Ponte
et al. (307) ont montré que le linalol, composé majeur de I'HE de coriandre, agit comme un inhibiteur
des pompes d’efflux, ce qui se traduit par une augmentation de la sensibilité aux azolés de souches
multirésistantes de Trichophyton. Le thymol, principal constituant de I'HE d'ajowan, peut potentialiser
'activité du fluconazole vis-a-vis d’isolats cliniques de T. rubrum en inhibant les protéinases (élastase
et kératinase) qui contribuent a sa virulence (291). Le thymol est également un inhibiteur des pompes
d’efflux (308). Obaid et al. (309) ont démontré que l'anéthole, identifié comme le composé principal
de I'HE d'anis, diminue I'expression du gene de la kératinase chez T. rubrum.

Ainsi, I'association de la terbinafine aux HE pourrait améliorer I'efficacité du traitement par rapport a
la monothérapie et réduire la toxicité dose-dépendante. Le développement de formes topiques serait
d’autant plus intéressant que les HE qui sont des mélanges de molécules de bas poids moléculaire
agissent comme des activateurs de perméation de la terbinafine a travers 'ongle (310). Les résultats
de I’étude de Trifan et al. offrent de nouvelles perspectives pour le traitement des dermatophytoses
récalcitrantes, méme si les auteurs soulignent que les formulations a base d'HE d'Apiaceae doivent
prendre en compte la qualité et la standardisation des HE. Par ailleurs, comme 'activité antifongique
des HE résulte de I'effet de différents composés sur plusieurs cibles cellulaires, I'apparition simultanée
de plusieurs mutations pour qu’une souche devienne résistante semble peu probable (311,312).

4.4. Méthodes physiques

La photothérapie dynamique (PDT) (313), utilisée en dermatologie est un traitement destiné a
détruire des tissus pathologiques. Elle est basée sur 'activation d’'une substance photosensibilisante
(en général un précurseur de porphyrines, molécules de bas poids moléculaire qui pénetrent
facilement dans I'épiderme) par un rayonnement mono- ou polychromatique dont la longueur d’onde
de la lumiére d’excitation est adaptée au spectre d’absorption de la substance photosensibilisante. Il
en résulte, en présence d’oxygéne, une formation de dérivés oxygénés et de radicaux libres
cytotoxiques. La sélectivité de la PDT repose sur la concentration de la substance photosensibilisante
dans des cellules a métabolisme élevé.

En 2021, Shen et al. (314) ont cité la PDT comme une possible option thérapeutique vis-a-vis des
dermatophytes résistants a la terbinafine. En effet, I'équipe a rapporté une inhibition par PDT de la
croissance in vitro de tous isolats cliniques de T. rubrum et T. interdigitale sauvages ou SQLE muté
analysés, indépendamment de la CMI de la terbinafine et du type de substitutions d’acides aminés dans
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la squaléne-époxydase. Cependant, il manque encore de recul et d’autres études sont nécessaires pour
apprécier son utilité dans le traitement des dermatophytoses récalcitrantes (224), notamment des
onychomycoses, seule ou en complément des traitements classiques.

Le laser par ses performances reconnues en dermatologie pourrait trouver sa place dans le traitement
des onychomycoses des orteils (313), notamment en raison de l'absence d’effets indésirables et
d’interactions médicamenteuses. Toutefois, des essais contr6lés plus randomisés sont encore
nécessaires car cette technique pour l'instant ne semble pas montrer une efficacité supérieure aux
médicaments antifongiques et le colit des séances reste tres élevé.
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CONCLUSION

Les dermatophytes sont les agents les plus fréquents des infections fongiques de la peau et des
phanéres. La remarquable capacité de ce groupe de champignons a survivre dans différents
écosystémes résulte de leur diversité morphologique et écologique ainsi que de leur grande
adaptabilité a des conditions environnementales changeantes.

Leur classification a beaucoup évolué depuis les premieres descriptions de ces champignons. Dans la
taxonomie actuelle, les arguments moléculaires supplantent les criteres essentiellement
morphologiques utilisés initialement. Selon la derniére révision de la taxonomie des dermatophytes,
ces champignons se répartissent en sept clades, élevés chacun au rang de genre, correspondant assez
bien a la différenciation entre les espéces géophiles ancestrales, et les espéces plus évoluées, zoophiles
ou anthropophiles, qui ont choisi la voie parasitaire.

Paradoxalement, malgré les progrés de la médecine, la prévalence des infections a dermatophytes
augmente d'année en année. Trichophyton rubrum est le dermatophyte le plus répandu dans le monde
entier alors que dans les années 40, il n'était présent qu'en Asie et en Afrique de I'Ouest. Il est en effet
responsable de 90% des infections chez 'Homme, surtout des lésions interdigito-plantaires et des
onyxis des pieds. Il est suivi par T. interdigitale, alors que M. canis est la principale espece zoophile
responsables de teignes du cuir chevelu et d’atteintes cutanées en Europe et dans les pays
méditerranéens.

Le diagnostic mycologique conventionnel par culture reste d’actualité. Seule la SM de type MALDI-TOF,
permettant une identification rapide et standardisée de '’ensemble des bactéries et des champignons,
isolés en routine, s’est généralisée dans les laboratoires de microbiologie. Lorsque I'on a réussi a isoler
le dermatophyte en culture, la mise a disposition grace a I'application en ligne MSI-2, d'une base de
données de spectres de référence exhaustive et conforme a la nomenclature actualisée des
dermatophytes, permet une identification par SM MALDI-TOF plus économique et d'une précision
comparable a celle du séquencage de 'ADN. Ce nouvel outil d’identification contribuera a la
clarification taxonomique des dermatophytes dont découlera une meilleure connaissance de
I'épidémiologie des dermatophytoses et de I'impact de I’espece en cause sur I'efficacité de la prise en
charge et des traitements des patients atteints de dermatophytoses.

Le recours aux techniques de biologie moléculaires, développées afin de pallier le manque de
sensibilité de la microscopie (faux-négatifs des examens directs), et d’apporter une réponse au
clinicien plus rapide que la culture, devrait se démocratiser. Plusieurs kits, permettant la détection de
I’ADN fongique directement a partir des échantillons cliniques en moins de 48 heures, sont maintenant
commercialisés. Bien qu'ils présentent clairement des avantages, ils ne ciblent habituellement qu'une
seule ou que quelques espéces de dermatophytes, ainsi leur place dans le diagnostic de routine en
complément de 1'examen mycologique direct et des cultures, reste a déterminer en fonction de la
stratégie diagnostique souhaitée.

Au début du troisieme millénaire, les options thérapeutiques sont limitées, alors que 'augmentation
des cas de dermatophytoses chroniques et récalcitrantes ainsi que 1'émergence de souches de
Trichophyton spp résistances a la terbinafine (et/ou aux azolés) devient préoccupante. La situation en
Inde est particulierement alarmante avec une augmentation chaque année de l'incidence de la
résistance, et elle pourrait également devenir rapidement problématique dans d'autres pays, par
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exemple en Europe ou aux Etats-Unis, si aucune surveillance n’est réalisée. Dans I'immaédiat, il est donc
important que les laboratoires spécialisés mettent en place un dépistage systématique des souches
résistantes par des méthodes phénotypiques (antifongigramme) ou génotypiques (séquencage du
géne SQLE) en cas d’échec thérapeutique ou de suspicions de dermatophytoses récalcitrantes.

La terbinafine étant la molécule de choix pour le traitement des dermatophytoses, il est également
important que des mesures préventives soient prises avant que la situation ne s’aggrave comme par
exemple (i) renforcer les actions de bon usage des antifongiques dans le traitement des mycoses
cutanées, (ii) restreindre l'utilisation des associations d’antifongiques et de corticoides, (iii) et de
maniere plus radicale limiter I'utilisation de la terbinafine dans le traitement des onychomycoses,
probables réservoirs pour le développement de la résistance.

Bien que les dermatophytoses soient les infections fongiques les plus courantes dans le monde, les
recherches concernent principalement les infections fongiques invasives. Pour répondre aux besoins
actuels, il est important que des essais cliniques soient réalisés pour évaluer I'efficacité des nouvelles
molécules d’antifongiques ou des molécules déja disponibles (triazolés, échinocandines) dans le
traitement des dermatophytoses récalcitrantes et résistantes. Le manque d'études sur la corrélation
entre les CMIs et I'efficacité clinique est également criant.
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Les dermatophytes :
a propos des especes isolées au CHU de Bordeaux (2014-2020)
et actualités taxonomiques, diagnostiques et thérapeutiques

Résumé :

Les dermatophytoses sont des lésions superficielles de la peau glabre et des phaneres causées par
les dermatophytes, champignons filamenteux spécialisés, capables de dégrader la kératine. Leur
prévalence chez 'homme est estimée entre 20 et 25% et continue d’augmenter. Les espéces
anthropophiles, qui diffusent bien dans la population, sont les plus fréquentes. L’analyse du profil
épidémiologique des dermatophytoses diagnostiquées au CHU de Bordeaux entre 2014 et 2020
confirme la prédominance des onychomycoses des orteils et des intertrigos inter-orteils (85,7% des
atteintes), motif fréquent de consultation en dermatologie, et la domination sans partage de
Trichophyton rubrum (79,6% des isolats).

Le diagnostic mycologique par culture manque de sensibilité et le délai de rendu du résultat est
long. Par ailleurs, I'identification des dermatophytes est souvent compliquée par la variabilité de
leurs caracteres culturaux et des problémes de nomenclature.

Les seuls antifongiques a usage systémique disponibles sont la terbinafine et les azolés. Cependant,
des cas de dermatophytoses chroniques ou récalcitrantes sont de plus en plus rapportées, tout
comme I'émergence depuis 2017 de souches de T. rubrum, T. interdigitale et T. mentagrophytes
résistantes a la terbinafine en Inde, en Asie et en Europe.

Dans ce contexte, le principal objectif de cette these est de fournir un apergu actualisé :

(i) de la récente révision des especes de dermatophytes et de leur nomenclature et de donner les
noms d’espéces qui devraient étre dorénavant adoptés ;

(ii) des avantages et des inconvénients de la spectrométrie de masse MALDI-TOF et des outils
moléculaires développés pour suppléer aux insuffisances du diagnostic morphologique tout en
apportant une réponse plus rapide au clinicien ;

(iii) des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance et la tolérance a la terbinafine et aux
azolés, et des alternatives et perspectives thérapeutiques proposées.

Mots clés :

Dermatophytes, Dermatophytoses, Code a barres ITS, Taxonomie, Diagnostic moléculaire,
Spectrométrie de masse MALDI-TOF, Résistance aux antifongiques, Alternatives thérapeutiques



